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RESUMO

Leite e derivados sdo alimentos de alto valor nutricional. E, consequentemente, fazem
parte da dieta da populacdo brasileira em uma ampla faixa etaria. Devido a sua
composicao, estes alimentos representam um 6timo meio para o desenvolvimento de
micro-organismos. O interesse dos consumidores por alimentos mais saudéveis faz
crescer a busca por novos métodos de conservacdo, que preservem as caracteristicas
organolépticas do alimento e contribuam na qualidade. O conhecimento da populagéo
microbiana de leite e derivados auxilia na caracterizacdo das condigdes de higiene da
matéria-prima e dos processos de producéo de derivados. Além disso, também constitui
uma ferramenta para o estudo do potencial biotecnolégico de bactérias acido-laticas
(BAL), naturalmente presentes nestes alimentos, as quais estdo diretamente ligadas a
formacdo do &cido latico, contribuindo na coagulacdo do leite. Essas bactérias sdo
apontadas como principal fator capaz de inibir o desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos e deteriorantes. Neste contexto, objetivou-se avaliar a microbiota de leite e
queijo coalho produzidos no semiérido do Brasil. Foram analisadas 23 amostras, sendo
12 de leite bovino cru e 11 de queijo coalho, submetidas a anélises microbioldgicas para
contagem de bactérias mesofilas, contagem de Staphylococcus spp., Nimero Mais
Provavel de coliformes totais e termotolerantes, isolamento e caracterizacdo de bactérias
laticas e ainda teste de antagonismo frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Eschechia coli ATCC 25922. Apenas uma amostra apresentou contagem bacteriana
reduzida, em relacdo a todos os micro-organismos analisados. Foram obtidas 56 cepas
de BAL, das quais 29 (51,78%) foram oriundas das amostras de leite e 27 (48,22%) das
amostras de queijo coalho. Do total, 36 (64,3%) isolados de bactérias acido-laticas
(BAL) demonstraram atividade antagonista contra 0s micro-organismos indicadores. O
maior efeito inibitério observado foi obtido pelos isolados das amostras de leite frente a
E. coli. As cepas de BAL demonstraram efeito inibitorio frente aos micro-organismos
estudados, evidenciando seu potencial tecnolégico e sua possivel utilizagdo como
bioconservantes em alimentos, contribuindo na melhoria da qualidade do produto e na
reducdo da microbiota indesejada.

Palavras-chave: alimento; bactérias laticas; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Milk and dairy products are of high nutritional value foods. And thus are part of the
brazilian population diet in a wide age range. Due to its composition, these foods are a
great way for development of micro-organism. The consumer interest in healthier foods
increases the search for new conservation methods, for preserving the organoleptic
characteristics of the food and contribute to their quality. Knowledge of the microbial
population the milk and derivatives assists in the characterization of the hygiene
conditions of the raw materials and derivatives production processes. It also provides a
tool for the studying the biotechnological potential of lactic acid bacteria (LAB)
naturally present in these foods. Which are directly linked to the formation of lactic
acid, contributing to the coagulation of the milk. These bacteria are cited as the main
factor capable of inhibiting the growth of pathogenic and spoilage micro-organisms. In
this context, the objective was to evaluate the microbial rennet milk and cheese
produced in the semiarid region of Brazil. Were analyzed 23 samples, 12 raw milk and
11 cheese curd, submitted will microbiological analyzes to count mesophilics bacteria,
Staphylococcus spp. count, most probable number of total and thermotolerant coliforms,
isolation and characterization of lactic acid bacteria and even front antagonism test to
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Eschechia coli ATCC 25922. Only one
sample showed reduced bacterial counts, for all analyzed microorganisms. We obtained
56 isolates of LAB, of which 29 (51.78%) were derived from milk samples and 27
(48.22%) of curd cheese samples. Of the total, 36 (64.3%) isolates of lactic acid bacteria
(LAB) have demonstrated antagonistic activity against the indicators microorganisms.
The greatest inhibitory effect was observed for isolates obtained from milk samples for
E. coli. Strains of LAB showed inhibitory effect compared to the studied micro-
organisms, showing their technological potential and their possible use as
biopreservatives in food, contributing to the improvement of product quality and
reducing of unwanted microbiota.

Keywords: food; lactic acid bacterial; antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

A populagdo microbiana dos alimentos é composta por diferentes grupos de
micro-organismos nativos, ou incorporados a estes durantes as etapas de produgéo,
armazenamento e processamento. De acordo com as caracteristicas do alimento, da
producdo, contaminacgdo e natureza, ocorrem alteraces que determinam a microbiota do
produto. Devido a composi¢do do leite, este representa um excelente meio de cultura

para o desenvolvimento de micro-organismos (CHAMBERS, 2002).

O leite produzido no Brasil é obtido em condicdes deficientes de higiene, com
prevaléncia de altas contagens de micro-organismos aerébios mesofilos, psicrotroficos,
coliformes e presenca de patogenos. A fim de reduzir essa populagdo indesejada, a
legislacdo brasileira estabelece que o leite utilizado na fabricacdo de queijos deve ser
submetido a pasteurizacdo ou a tratamento térmico equivalente (BRASIL, 1996). A
pasteurizacdo embora destrua micro-organismos indesejaveis, ocasiona também a
destruicdo da microbiota latica natural do leite, a qual é responsavel pelo
desenvolvimento das caracteristicas sensoriais dos queijos (GRAPPIN; BEUVIER,
1997).

Vérias pesquisas tém caracterizado a microbiota de diversos queijos artesanais
produzidos a partir de leites crus de vaca, cabra e/ou ovelha visando identificacdo,
quantificagdo e diversidade dos principais grupos microbianos e estabelecendo o papel
destes micro-organismos no desenvolvimento das caracteristicas sensoriais destes
produtos (ORTOLANI et al., 2010; GIRAFA, 1997; GONZALES et al., 2006;
MADRAU et al., 2006). Existe também a preocupacdo em preservar as caracteristicas
destes queijos, bem como o processo de fabricagdo em determinadas regides (BRUNO;
CARVALHO, 2009).

Bactérias acido-laticas (BAL) fazem parte da microbiota natural do leite e sua
aplicacdo no processo de fermentacdo, para melhoria e preservacdo de alimentos é
bastante antigo. Esse grupo microbiano é composto por varios géneros, que se
apresentam na forma de cocos e bacilos e tém diversas caracteristicas comuns: sdo todas
Gram positivas, na maioria das vezes catalase negativas, sdo raros 0s casos de
motilidade e ndo esporulam. A principal particularidade das BAL é a habilidade de

fermentar agUcares, predominantemente em &cido ltico, promovendo uma acidificacdo



ambiental (GALVEZ et al., 2007). Estas bactérias produzem grande nimero de enzimas
glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, que transformam os nutrientes fundamentais do
leite e do queijo em compostos com propriedades sensoriais diversas e desejaveis
(LIMA et al., 2009).

Na fermentacdo dos alimentos o papel das BAL é duplo. A degradacdo dos
carboidratos presentes na matéria-prima, contribui para o aumento da vida util do
produto, devido a diminui¢do do pH, que torna o meio inadequado para a maioria dos
micro-organismos deteriorantes e patogénicos. Além disso, algumas BAL também séo
capazes de produzir peptideos antagbnicos contra outras bactérias (MADERA et al.,
2003). Esse fendbmeno tem recebido mais atencdo cientifica, nomeadamente pela
utilizacdo de vérias culturas de bactérias do &cido lactico, ou dos seus produtos, para

controlar bactérias patogénicas ou deteriorantes.

Identificar BAL naturalmente presentes em leite cru e derivados que apresentem
atividade antimicrobiana € de extrema importancia para elucidar as interacdes
microbianas que podem ocorrer nesses alimentos e explicar a baixa ocorréncia de
micro-organismos patogénicos. A partir destes estudos, as culturas de BAL podem ser
utilizadas em inddstrias de alimentos como ferramentas importantes para a garantia da

qualidade e seguranca microbioldgica de leite e derivados (ORTOLANI, 2009).

O uso de uma microbiota protetora ou seus peptideos antimicrobianos para
prolongar a vida util e aumentar a seguranca de alimentos é denominado de
bioconservacdo ou biopreservacdo. Consiste em uma ferramenta tecnoldgica, que torna
os alimentos mais competitivos, permitindo a reducdo no uso de compostos exdgenos
(NASCIMENTO, 2007). A presenca de bactérias laticas dos géneros Streptococcus spp,
Lactococcus spp, Enterococcus spp, Lactobacillus spp e Leuconostoc spp, podem
exercer efeito antagonista sobre outros micro-organismos impedindo sua proliferagéo
nos queijos elaborados com leites ndo pasteurizados (GERMANO; GERMANO, 2008).

A atividade antagonista de BAL sobre outros micro-organismos ocorre por
diversos mecanismos, como sensibilidade as interacdes microbianas, competicdo por
nutrientes e sitios de adeséo, e producdo de substancias inibitorias potencialmente letais.
Visto que as BAL séo consideradas seguras, seu potencial de inibi¢do frente a micro-
organismos patogénicos e deteriorantes tornou-se foco de estudo devido a probabilidade

de aplicacdo como conservantes naturais (ORTOLANI, 2009).



Conhecer a microbiota latica endégena dos produtos laticos, ajuda na prevengédo
da perda da biodiversidade presente nos queijos produzidos por diferentes métodos
tipicos das tradicGes locais e regionais, contribuindo ainda para selecdo de novas
estirpes que possam ser utilizadas como culturas iniciadoras na producédo industrial de
queijos tradicionais ou como culturas iniciadoras cléssicas na fabricagdo de produtos
lacteos ja consagrados (FORTINA et al., 2003).

A producéo e comercializagdo de leite e derivados na regido semi-arida do Brasil
é bastante expressiva. Apesar de constituir uma fonte biolégica para o estudo da
diversidade microbiana destes alimentos, poucas pesquisas sdo desenvolvidas buscando
caracterizar essa populagdo, que é composta por micro-organismos inerentes ao leite e
de fontes externas. Dentre 0s micro-organismos enddgenos ao leite, as BAL apresentam
grande importancia tecnoldgica e agregam valor a estes produtos. Conhecer esta
populacdo é um dos fatores que podem contribuir na melhoria da qualidade destes
alimentos, visto que algumas cepas podem inibir o desenvolvimento de patdgenos e
deteriorantes, e que a maior parte da producéo de queijo coalho na regido € feita com a
utilizacdo de leite cru. O estudo de fontes naturais que possibilitem o aumento da vida
atil do alimento é interessante para produtores e consumidores, pois possibilita redugéo

no uso de compostos exégenos e reduz as etapas de processamento.



2.

OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a microbiota autéctone e contaminante de leite bovino cru e

queijo coalho produzido no Rio Grande do Norte.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a qualidade de amostras de leite bovino e queijo de coalho
quanto a presenca de bactérias mesofilas, contagem de Staphylococcus
spp., Numero Mais Provavel de coliformes totais e termotolerantes;

Isolar e caracterizar a microbiota latica presente em leite e queijo de
coalho produzido na regido semiarida do Brasil;

Avaliar o efeito antagonico das estirpes de BAL isoladas de amostras de
leite e queijo coalho frente ao Staphylococcus aureus ATCC 25923 e a
Escherichia coli ATCC 25922.



3. CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leite

Entende-se por leite, o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em
condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outras
espécies deve denominar-se segundo a espécie da qual proceda (BRASIL, 2002). A
producdo de leite no Brasil apresenta importancia nos mercados nacional e
internacional, e contribui consideravelmente para a economia do pais, com grande
volume comercializado informalmente para consumo, sem nenhum tipo de fiscalizag&o
(EMBRAPA, 2008).

Apesar da significancia desta atividade agropecuéria para o pais, o perfil das
fazendas leiteiras ainda detém pouca tecnificacdo, com condi¢es higiénicas
insatisfatorias e controle sanitério ineficiente (NERO et al., 2009). Em consequéncia, o
leite produzido apresenta baixa qualidade microbioldgica, verificada por altas contagens
de microrganismos indicadores de higiene, como aerdbios mesotfilos e coliformes
(NERO et al., 2009; NERO et al, 2004; FEITOSA et al, 2003).

Os parametros de qualidade sdo cada vez mais utilizados para detecgéo de falhas
nas praticas de manejo, servindo como referéncia na valorizagio da matéria-prima. E
importante que estes pardmetros estejam associados & qualidade microbioldgica do leite,
uma vez observado que a maioria dos paises reconhecidos pela organizagdo em seu
setor lacteo, apresentam os teores de gordura, proteina e demais componentes bem
como de contagem de células somaticas e contagem bacteriana total dentro dos padrdes
da legislacdo e para efeito do pagamento do leite (FONSECA; SANTOS 2001).

Para determinar a qualidade do leite, € necessario conhecer sua composi¢do, pois
esta define diversas propriedades sensoriais e industriais. O leite apresenta-se como uma
emulséo liquida em que a fase continua é formada de &4gua e substancias hidrossoluveis
ao passo que a fase interna ou descontinua é formada, principalmente por micelas de
caseina e de glébulos de gordura. Do ponto de vista comercial, o leite bovino é o tipo de
leite mais importante, o qual é composto por agua (87,3%), e solidos totais (12,7%),
assim distribuidos: proteinas totais (3,3 a 3,5%), gordura (3,5 a 3,8%), lactose (4,9%),
além de minerais (0,7%) e vitaminas (SGARBIERI, 2005). Os constituintes do leite
sofrem alteracbes pela dieta fornecida aos animais, como também se modificam de

acordo com os fatores climaticos do meio que estes vivem. (DURR, 2004).



Por ser considerado um dos alimentos in natura mais completos e devido a
grande importancia que representa na alimentacdo humana, o leite e seus derivados
estdo entre os alimentos mais avaliados e testados em relacdo & qualidade (SANTOS;
RODRIGUES, 2003). Paralelamente & sua importancia como fonte nutricional, estes
alimentos também séo excelentes meios para o desenvolvimento de micro-organismos
desejdveis e outros patogénicos e deteriorantes, havendo a necessidade de cuidados

desde a sua producéo, ordenha, beneficiamento e estocagem (TEUBER, 1992).

Além do leite cru, seus derivados sdo amplamente consumidos pela populagéo,
como queijos artesanais, sendo produzidos nas mesmas condi¢des insatisfatorias de
higiene e frequentemente ndo apresentam os padrOes de identidade e qualidade
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento e Ministério da
Saude (MORAES et al., 2009; FEITOSA et al., 2003).

Em funcdo da abundéncia e disponibilidade de nutrientes, o leite é facilmente
contaminado por diferentes grupos de micro-organismos, sendo que a presenca de
bactérias patogénicas no leite cru é uma preocupagdo de saude publica, pelo risco
potencial para quem o consome e até para quem o manuseia. E pode servir como fonte
de contaminacdo cruzada para os produtos lacteos processados, pela contaminagéo do
ambiente na industria (ARCURI et al., 2006).

A contaminagdo microbiana do leite ocorre a partir de trés principais fontes: de
dentro da glandula maméria, da superficie exterior do Ubere e tetos, e da superficie do
equipamento e utensilios de ordenha e tanque. Além disso, o controle da temperatura e
do periodo de tempo de armazenamento do leite é fundamental, uma vez que estes dois
fatores estdo diretamente ligados com a multiplicacdo dos micro-organismos presentes
no leite (SANTOS; FONSECA, 2001).

A microbiota autoctone do leite contém micro-organismos enddgenos e
contaminantes, constituindo uma populacdo diversificada. Além dos micro-organismos
indesejaveis, essa microbiota € composta também por bactérias acido-laticas (BAL), que
desempenham um papel primordial no processo de fermentagéo do leite e maturacéo de

queijos, conferindo caracteristicas sensoriais essenciais (NESPOLO, 2009).



3.2 Queijo

O queijo € um produto lacteo elaborado a partir da coalhada de leite de vaca ou
de outros animais mamiferos, que se obtém por separacdo parcial do soro do leite ou
leite reconstituido, ou de soros lacteos coagulados pela acdo fisica do coalho, de
enzimas especificas, de bactérias especificas, de 4acidos organicos, isolados ou
combinados, com ou sem agregacgdo de substancias alimenticias. Sua produgdo envolve
a combinacdo de quatro ingredientes: leite, coalho, micro-organismos e sal. E rico em
nutrientes e apresenta diversidade de sabores, texturas e formas, em funcdo da
variabilidade do leite e das técnicas de producéo (BERESFORD et. al., 2001).

As variedades de queijos existentes resultam de vérios métodos de producéo,
processamento e manipulacdo. A inddstria queijeira no Brasil representa um importante
segmento do setor lacteo, onde os queijos se destacam, detendo cerca de 33% do
volume total de leite industrializado (EMBRAPA, 2011). Entende-se por queijo de
coalho, o queijo que se obtém por coagulagdo do leite por meio do coalho ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela acdo de bactérias laticas
selecionadas e comercializado normalmente com até 10 (dez) dias de fabricacdo. E um
queijo de média a alta umidade, apresentando um teor de gordura nos solidos totais
variando entre 35,0% e 60,0% (BRASIL, 2001).

Quanto aos aspectos sensoriais 0 queijo de Coalho, apresenta consisténcia
semidura e elastica com textura compacta e macia podendo apresentar algumas
olhaduras. Apresenta cor branca amarelada uniforme, sabor brando, ligeiramente acido,
podendo ser salgado, com aroma, também ligeiramente &cido, que lembra massa de
queijo coagulada (BRASIL, 2001).

O queijo tipo Coalho é fabricado com massa crua, semicozida e tradicionalmente
consumido fresco. Sua producdo data de mais de 150 anos, em vérios Estados da regido
Nordeste do Brasil a partir de leite bovino cru e/ou leite pasteurizado (GRAPPIN;
BEUVIER, 1997). A maior parte da producgdo nessa regido € obtida em pequenas e
medias queijarias, as quais movimentam, mensalmente, algo em torno de 10 milhdes de
reais, o que sinaliza essa atividade como importante para o &mbito social e econdémico
daregido (PERRY, 2004).

Apesar de sua importancia econémica e grande popularidade, a fabricacdo de

queijo de coalho ndo conta com tecnologia apropriada para a melhoria de sua qualidade.
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Segundo Escobar e Leuthier (2001), o queijo de coalho ndo possui padronizagéo do seu
processo de elaboragdo, sendo comum a utilizagdo de leite cru apresentando grande
quantidade de micro-organismos. Isto resulta em deterioragdo e redugdo da vida util do
produto, e ndo padronizagdo das caracteristicas organolépticas. O preparo, o transporte e
a comercializacdo, muitas vezes, sdo realizados em condicOes deficientes, as quais

permitem contaminacédo e proliferacdo microbiana (CARVALHO, 2007).

Sendo o leite a matéria-prima para produgdo de queijo, suas caracteristicas e
qualidade higiénica influenciam na microbiota do produto, quando produzido em
condigdes inadequadas de higiene e sanidade, consequentemente gera produtos de baixa
qualidade, afetando diretamente aspectos de qualidade microbioldgica (NERO, 2005).
A contaminagdo microbiana desses produtos assume destacada relevancia tanto para a
industria, pelas perdas econdmicas, como para a salde publica, pelo risco de causar
doengas transmitidas por alimentos (FEITOSA et al., 2003). As contaminagdes, aliadas
as alteracBes decorrentes podem, em poucos dias, tornar o queijo inaceitavel ou até

mesmo improprio para o consumo (ROCHA; BURITI, 2006).

Queijos de coalho produzidos a partir de leite cru apresentam sabores mais
intensos que os produzidos com leite pasteurizado, devido & presenca de micro-
organismos proprios do leite com caracteristicas autoctones da regido onde ele é
produzido, denominadas bactérias acido laticas enddgenas do leite. Por outro lado,
pode também conter bactérias patogénicas, como coliformes, salmonela, Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus, entre outras, perigosas para a salde humana.
Dentre os produtos derivados do leite, o queijo € considerado um veiculo frequente de
patdgenos de origem alimentar e, em especial, 0s queijos frescos artesanais por serem,
na maioria das vezes, elaborados a partir de leite cru e ndo sofrerem processo de
maturacdo (FRANCIOSI et al., 2009; HOORDE et al., 2010).

O comércio informal de queijo é uma realidade em diversas regides do nordeste
brasileiro, no qual o Rio Grande do Norte participa ativamente. Precérias condicbes de
higiene podem representar um risco microbioldgico aos consumidores e possibilitar a
veiculagdo de patdgenos no alimento. Outro fator agravante é o fato do queijo de coalho
ser, na maioria das vezes, consumido cru, ou seja, sem nenhum tratamento quimico ou
térmico (DUARTE et al., 2005).



As caracteristicas intrinsecas do produto podem interferir na contaminagéo,
sobrevivéncia e multiplicagdo de microrganismos, reduzindo a carga microbiana. Dentre
esses fatores, a microbiota autoctone do leite e seus derivados sdo considerados como o
principal interferente. As bactérias &cido laticas, que fazem parte dessa microbiota de
forma significativa, sdo apontadas como as principais responsaveis pela inibigdo e
destrui¢do de outros micro-organismos, incluindo os patogénicos (ORTOLANI, 2009).
Queijos produzidos com leite cru apresentam aroma e sabor mais intensos do que 0s
produzidos com leite pasteurizado devido & biodiversidade das BAL enddgenas do leite
(FRANCIOSI et al., 2009).

3.3 Importéancia da avalia¢do microbiolégica de leite e queijo

Os micro-organismos estdo intimamente associados com a disponibilidade, a
abundancia e a qualidade do alimento para consumo humano. Alimentos séo facilmente
contaminados com micro-organismos da natureza, na manipulagéo e no processamento.
Apos ter sido contaminado, o alimento serve como meio para o crescimento de micro-
organismos, podendo ocorrer mudancas em suas caracteristicas fisicas, quimicas e
organolépticas, levando até mesmo a deterioracdo (CHAN et al., 1996). Esse fato
representa um perigo aos consumidores, ja que além de micro-organismos deteriorantes,
0 produto pode também servir como veiculo para micro-organismos patogénicos
(CAVALCANTE et al, 2007).

A legislagdo brasileira estabelece que o leite utilizado na fabricacdo de queijos
deve ser submetido & pasteurizagdo ou a tratamento térmico equivalente (BRASIL,
1996), contudo somente as unidades produtoras inspecionadas é que promovem este
tipo de tratamento. Em muitos casos, o leite utilizado na elaboragéo do queijo de coalho
ndo é pasteurizado o que representa um risco em potencial para o consumidor devido a
possibilidade de veiculagdo de micro-organismos patogénicos, como Salmonella spp. e
Staphylococcus, e micro-organismos do grupo coliforme. Outro fator agravante € o fato
do queijo de coalho ser, na maioria das vezes, consumido cru, sem nenhum tipo de
tratamento (NASSU et al., 2001 ; DUARTE et al., 2005).

Vérias pesquisas evidenciam a contaminacdo de leite e derivados por micro-
organismo patogénicos e deteriorantes. Pesquisas publicadas no Brasil tém revelado a
baixa qualidade microbioldgica do leite e queijos comercializados, caracterizados pela

frequente contaminagdo por coliformes totais, termotolerantes, Eschechia coli,



Staphyloccocus aureus, Salmonella spp. e Listeria spp. (SOUSA et al., 2014; Duarte et
al., 2005; SALOTTI et al., 2006).

A quantidade e os tipos de micro-organismos presentes nos alimentos podem ser
utilizados para avaliar com seguranca a qualidade microbiol6gica dos mesmos. A segu-
ranca é determinada pela auséncia ou presenca de micro-organismos patogénicos ou
suas toxinas, a quantidade do inoculo, e o tempo de controle ou destruicdo desses
agentes. Testes para organismos indicadores podem ser usados também para avaliar a
qualidade microbioldgica ou seguranga quando h4 uma relacéo entre a ocorréncia de um
organismo indicador e a provavel presenca de um patégeno ou toxina por ele produzida
(DOYLE et al., 1997; NERO et al, 2008;).

Micro-organismos indicadores da qualidade nos alimentos sdo organismos
marcadores, cuja presenca indica a possivel presenca de um patdgeno ecologicamente
similar. S&o grupos ou espécies que podem fornecer informagdes sobre ocorréncia de
contaminacdo de origem fecal, provavel presenca de patdgenos ou a deterioracdo
potencial do alimento, além de poder indicar condi¢des sanitérias inadequadas durante o
processamento (FORSYTHE, 2002).

A contagem em placas de bactérias mesdfilas € comumente empregada para
indicar a qualidade sanitéria dos alimentos. Assim, mesmo que 0s patdgenos estejam
ausentes e que ndo tenham ocorrido alteracdes organolépticas no alimento, quando estdo
presentes em numeros elevados no alimento, poderdo causar a deterioragdo e a reducéo
da vida de prateleira. No caso do leite, contagens elevadas desse grupo de bactérias
pode indicar abuso durante o armazenamento em relagdio ao binémio
tempo/temperatura. Além disso, todas as bactérias patogénicas de origem alimentar sdo
mesofilas. Portanto, uma alta contagem indica que houve condi¢Bes para que esses
patdgenos pudessem se multiplicar (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Com relagdo aos coliformes, utiliza-se este grupo para avaliar as condicdes de
higiene, limpeza e sanitizagdo. A presenca de um numero consideravel de coliformes
termotolerante em alimentos processados pode indicar processamento inadequado ou
recontaminacgéo pos-processamento, devido a equipamentos sujos ou manipulacdo sem
cuidados de higiene (SIQUEIRA, 1995; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Staphylococcus aureus séo habitantes naturais das cavidades nasais e da pele de

animais de sangue quente, o que possibilita sua larga distribuicdo na natureza. Desta
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forma, podem ser transmitidos aos alimentos através da matéria-prima (ex. leite de
animal com mastite), do ambiente de processamento (ex. biofilmes em superficies) ou
por manipulagdo humana durante o preparo (KLUYTMANS; WERTHEIM, 2005). Essa
bactéria ndo é resistente ao calor, sendo destruida na pasteurizacdo ou na coccdo de
alimentos. Entretanto, suas toxinas, sdo termorresistentes, suportando até mesmo a
esterilizacdo de alimentos de baixa acidez. A contaminagdo de queijos pode causar
vérios surtos de origem alimentar, tanto quando se utiliza leite cru como depois da
pasteurizacdo e, nesse caso, pode ocorrer contaminagdo poOs-processamento ou
utilizagdo de coalho contaminado por S. aureus (SILVA et al., 2010). Essa bactéria tem
sido apontada como causadora dos principais problemas de satde publica relacionados
ao consumo de queijo (MACHADO et al., 2011).

3.4 Bactérias Acido-laticas

As Dbactérias &cido-laticas estdo amplamente distribuidas na natureza e
predominam na microbiota de alimentos ricos em carboidratos, proteinas e vitaminas,
como leite, queijo, carne, frutas e vegetais, podendo ainda ser isolados de solos, agua,
plantas, silagens, esterco, esgoto, sendo também encontradas nos tratos intestinal,
respiratorio superior e urogenital inferior de animais, assim como na pele e mucosa de
animais e humanos (LOPEZ-DIAZ et al., 2000; SETTANNI; MOSCHETT], 2010).

Muitas espécies possuem papel essencial na fermentacdo de laticinios e séo
frequentemente usadas como culturas iniciadoras na producdo de queijos (FOX et al.,
2000). Seu grupo inclui bastonetes e cocos, Gram positivos, aerdbios, microaeréfilos ou
anaerobios facultativos, inativadas a temperaturas superiores a 70 °C, compreendendo
12 géneros de bactérias: Aerococcus, Alloiococcus, Bifidubacterium, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus e Vagococcus; com mais de 530 espécies e subespécies na qual, o0s
géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus e Streptococcus formam
a esséncia do grupo (EUZEBY, 2010; MOGENSEN, 2003).

Nos alimentos, uma das funcBes das bactérias laticas é a acidificacdo dos
produtos alimentares em um pH proximo de 4, impedindo o desenvolvimento de
bactérias indesejaveis pela producéo de acidos organicos, principalmente acido lactico.

Essas bactérias contribuem positivamente na qualidade organoléptica dos produtos
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lacteos, sendo encontradas naturalmente no leite cru. No queijo, comumente encontra-se
BAL do g@énero Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc e
Lactobacillus. Essas bactérias sdo utilizadas como culturas iniciadoras em alimentos
fermentados, possuem acdo probidtica e sdo conhecidas pela producdo de Vérias
substancias antimicrobianas (HOLZAPFEL et al., 2006; ORTOLANI, 2009). O
conhecimento sobre a populacdo microbiana lactea endogena presente nos produtos
laticos, ajuda na prevencgdo da perda da biodiversidade presente nos queijos produzidos

por diferentes métodos tipicos das tradi¢des locais e regionais.

As BAL s&o as Unicas bactérias desprovidas de catalase que conseguem crescer
em condicdes aerdbias. A catalase € uma enzima que degrada o perdxido de hidrogénio
(H20,). A incapacidade deste micro-organismo em degradar este composto, deve-se ao
fato de ndo sintetizarem grupos porfirinico, como exemplo o heme. Apesar de serem
incapazes de sintetizar ATP por meios respiratdrios, as BAL ndo tém seu crescimento

afetado pela presenca ou auséncia de ar (AXELSSON et al., 2004).

As BAL s&o estritamente fermentadoras e desprovidas de citocromos, obtendo
energia através da fermentacdo, mas precisamente por fosforilag&o ao nivel de substrato.
Através da fermentacdo de hidratos de carbono, produzem é&cido latico como principal
ou Unico produto do seu metabolismo fermentativo da glicose (MAYO et al., 2010;
AXELSSON, 2004).

Devido & biodiversidade das bactérias acido laticas (BAL) enddgenas do leite,
queijos produzidos com leite cru apresentam aroma e sabor mais intensos do que 0s
produzidos com leite pasteurizado (FRANCIOSI et al., 2009). Desta forma, a
biodiversidade de BAL autdctones ou ndo iniciadoras é considerada fator principal
dessa grande diferenca sensorial (GARABAL et al., 2008).

A microbiota autdctone também é considerada o principal fator capaz de reduzir
a contaminagdo microbiana em leite e derivados, a qual é composta de forma
significativa por bactérias laticas, relatadas como responsaveis pela inibicdo de outros
micro-organismos (ORTOLANI, 2009). Devido a sua vasta utilizagdo em produtos
fermentados tradicionais, as BAL possuem o estatuto GRAS (Generally Recognized As
Safe) concedido pela American Food and Drug Agency (FDA) (AMMOR et al., 2007).

Vérios trabalhos verificam a contaminacdo de leites e derivados por micro-

organismo indicadores de higiene, mas ndo evidenciam contagens de micro-organismos
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patogénicos, como Staphylococcus aureus e Salmonella spp. (NERO et al, 2008;
DHANASHREE et al, 2003; JAY, 1995). Outros pesquisadores afirmam que quando a
qualidade microbiolégica melhora os patogenos serdo facilmente detectados. Isto sugere
que a microbiota natural interfere no desenvolvimento de patdgenos, pois estes sdo
maus competidores e sensiveis as variacbes do meio, possivelmente provocada pela
acidificagdo deste pela acdo das BAL nativas presentes e ainda, de outros interferentes,
como compostos antimicrobianos produzidos por estas (ORTOLANI, 2009; OLIVER et
al., 2005).

A identificacdo da capacidade de producéo de substancias antimicrobianas por
bactérias laticas pode ser considerada uma etapa importante em estudos sobre potencial
probidtico e na bioconservagdo. Em complementagdo, varios outros fatores e
caracteristicas devem ser detalhadamente estudados a fim de viabilizar a sua utilizacéo
pela indUstria de alimentos, como a sobrevivéncia no alimento alvo e a capacidade de
competir com a microbiota natural do alimento (DEEGAN et al., 2006; CHEN;
HOOVER, 2003). A principio, o prdprio alimento a partir do qual a cepa de bactéria
latica foi isolada seria a melhor escolha para sua aplicacéo, devido & maior facilidade de
adaptacédo e de producéo de bacteriocinas, capacidade de competicdo com a microbiota
do alimento sem aumentar sua taxa de deterioracdo, bem como sensibilidade aos
diferentes tipos de processamento utilizados pela inddstria (RODRIGUEZ et al., 2000;
SMACCHI; GOBBETT]I, 2000).

As BAL tém elevado sua importancia na indudstria de alimentos e na sadde
publica nos ultimos anos, devido ao seu potencial antagonista contra micro-organismos
deteriorantes e patogénicos. Para esses fins, as BAL naturalmente presentes no leite, séo
0S micro-organismos mais utilizados como transformadores e bioprotetores. A
identificagdo e caracterizagdo de culturas de BAL, com esse potencial, viabilizam sua
utilizagdo como ferramentas de seguranca alimentar e bioconservagdo, uma vez que
dependendo das espécies identificadas e substancias antimicrobianas produzidas, podem
apresentar um efeito inibitério amplo contra micro-organismos patégenos e
deteriorantes. Além disso, sua capacidade de adaptacdo e desenvolvimento nos produtos
beneficiados é facilitada, o que permite a expressdo de seu potencial antimicrobiano.
Dessa forma, BAL especificas isoladas de leite e derivados podem ser ferramentas Uteis
de seguranca alimentar (ASTERI et al., 2010; ORTOLANI, 2009).
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Lactococcus

Os Lactococcus sdo 0s micro-organismos mesdfilos mais usados para a
producdo de &cido nas fermentacOes lacteas, em razdo da capacidade de converter
rapidamente a lactose em &cido latico. S&o capazes de crescer a 10 °C, mas ndo a 45 °C
e em pH 6timo de 6,0-6,5, que sdo caracteristicas importantes usadas na sua
identificagdo. Na temperatura entre 20 °C e 30 °C, os lactococos levam de 10 horas a 20
horas para fermentar o leite cru. O nimero aproximado de células vidveis necessarias

para realizar a coagulacéo 4cida do leite é de 10%/ mL (TEUBER, 1995).

Esses micro-organismos séo predominantes em queijos frescos que ndo sofrem
cozimento da massa, sua presenca é reduzida durante o processo de cura, podendo até

desaparecer ap0s seis a oito semanas (LOPEZ-DIAZ et al., 2000).

Leuconostoc

As bactérias deste género apresentam crescimento lento, propriedade
acidificante fraca e temperatura Otima de crescimento na faixa de 20-30°C, sendo
facilmente distinguidas de outras BAL devido ao seu metabolismo heterofermentativo
(FOX et al., 2000).

Apesar de sua pequena habilidade acidificante e proteolitica, o Leuconostoc spp.
é usado nos produtos lacteos, junto aos lactococos, como microrganismo aromatizante
A producéo de diacetil, CO; e acetoina a partir do citrato é responsavel pela qualidade
organoléptica, consisténcia, textura e formacdo de olhaduras em queijos (HASSAN,;
FRANK, 2001).

Lactobacillus

As bactérias deste género sdo as mais tolerantes ao meio acido. No leite, iniciam
o crescimento, preferencialmente, em pH proximo de 5,5-6,2, reduzindo-o para valores
abaixo de 4,0 (HASSAN; FRANK, 2001). E o género de BAL de maior diversidade e

com uma filogenia complexa.

Do ponto de vista metabolico, os Lactobacillus podem ser divididos em trés

subgrupos denominados Thermobacterium, Streptobacterium e Betabacterium (JAY,
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1994; VANDAME et al.,1996). No primeiro grupo estdo os lactobacilos termofilicos
homofermentativos obrigatorios, no segundo estdo os lactobacilos mesofilicos
heterofermentativos facultativos e no terceiro grupo estdo os lactobacilos mesofilicos

heterofermentativos obrigatorios.

Os Lactobacillus fazem parte da microbiota de varios alimentos fermentados,
como queijo, iogurte, kefir, salame, polvilho, azeitonas, pickles, molhos &cidos e
vinhos. Devido a sua capacidade acidificante, melhoria de sabor e textura, e por
garantirem a qualidade nutritiva € reconhecido como micro-organismos seguro para
serem utilizados em alimentos (BARBES, 2008).

Enterococcus

O género Enterococcus inclui mais de 20 espécies, sendo Enterococcus faecium
e Enterococcus faecalis as duas mais frequentes em alimentos. Esses microrganismos
sobrevivem a condigdes adversas, como pH, temperaturas e salinidade extremas
(CARIDI et al., 2003).

Nos queijos artesanais produzidos a partir de leite cru, os enterococos advém da
matéria-prima ou do ambiente, variando conforme as condicdes de higiene do processo

e da época do ano. A presenca desses microrganismos em queijos produzidos com leite

pasteurizado ocorre por causa da sua capacidade de crescimento em uma ampla faixa de

temperatura (10 °C-45 °C) e a sua resisténcia a altas temperaturas.

Streptococcus

Streptococcus thermophilus é a Unica espécie do género utilizada nas
fermentacbes lacteas sendo amplamente utilizada como cultura iniciadora para a
producéo de iogurtes, queijos e leites fermentados (HASSAN; FRANK, 2001).

Essa bactéria fermenta a lactose em 4acido latico, causando uma réapida
diminuicdo do pH, e a producdo de metabdlitos com propriedades tecnoldgicas
importantes, como exopolisacarideos e bacteriocinas (DELORME, 2008). Esta espécie
pode ser diferenciada das demais pela resisténcia ao aquecimento, pois cresce bem a

45°C e também a 52°C, conseguindo sobreviver ao aquecimento de 60°C por 30
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minutos (HARDIE; WHILEY, 1995). A maior parte dos produtos lacteos submetidos a
temperaturas elevadas durante a fermentacéo € acidificada pelo crescimento combinado
de S. thermophilus e Lactobacillus spp (CARVALHO, 2007).

34.1. Propriedades antimicrobianas das bactérias laticas

As bactérias lacticas sdo capazes de produzir substancias que possuem efeito
inibitorio no crescimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes. Este efeito
deve-se principalmente, & producéo de acidos organicos e cido latico, que ocasionam a
reducdo de pH do ambiente. Essas bactérias produzem ainda acetoaldeido, peroxido de
hidrogénio, dioxido de carbono, diacetil, polissacarideos e bacteriocinas, que podem
agir como antimicrobianos (CAPLICE; FITZGERALD, 1999; RODRIGUEZ et al.,
2003; HERREROS et al., 2005).

A atividade antagonista de BAL sobre outros micro-organismos ocorre por
diversos mecanismos, como sensibilidade as interacbes microbianas, competicdo por
nutrientes e sitios de adesdo e producéo de substancias inibitorias potencialmente letais
(ORTOLANI, 2009). Estas bactérias podem sintetizar no ribossomo, peptideos
antimicrobianos, denominados bacteriocinas, que possuem acdo antimicrobiana e
eficiéncia em baixa concentracdo (10 mg/Kg). Além disso, estas substancias ndo
alteram a qualidade sensorial do produto. A utilizacdo de culturas lacticas produtoras
destes compostos, surge como uma alternativa para aumentar a seguranga de produtos
fermentados (TAMANINI, 2008).

Esses peptideos sdo de grande interesse na inddstria de alimentos como
conservadores naturais e possiveis substitutos de conservantes quimicos. A capacidade
das bactérias laticas produzirem esses compostos faz com que estas bactérias tenham
um importante papel bioldgico. No entanto, a natureza precisa de como este papel é
exercido tem sido tema de intensas pesquisas (DEEGAN et al., 2006). De maneira geral,
as bacteriocinas apresentam efeito bactericida decorrente da lise celular, podendo

também apresentar um efeito bacteriostatico (DALIE et al., 2010).

E crescente 0 nimero de estudos conduzidos sobre bacteriocinas, indicando que
sua aplicacdo em alimentos pode trazer uma série de beneficios, tais como extensdo da
vida de prateleira, protecdo extra durante condi¢cbes adversas de temperatura,

diminuicdo do risco de transmissdo de microrganismos patogénicos na cadeia de
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alimentos, reducdo da necessidade de aplicacdo de conservantes quimicos e
possibilidade de uso de tratamentos térmicos mais brandos. A eficiéncia protetora de
culturas bacteriogénicas vem sendo estudada principalmente em carnes e em produtos
lacteos (DEVLIGHERE et al., 2004; GALVEZ et al. 2007).
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5. CAPITULO Il - ARTIGO submetido a revista Semina: Ciéncias Agrarias.

Atividade antagonista contra Eschechia coli e Staphylococcus aureus de bactérias

laticas isoladas de leite e queijo coalho do semiérido brasileiro

Antagonist activity against Eschechia coli and Staphylococcus aureus of lactic acid

bacteria isolated from milk and cheese curd of the Brazilian semiarid

RESUMO

Bactérias &cido-laticas (BAL) fazem parte da microbiota enddgena de leite e derivados.
Além da acidificagdo do meio, melhoria em suas qualidades organolépticas e sensoriais,
sdo atribuidas a essas bactérias as caracteristicas de inibir micro-organismos
patogénicos e deteriorantes. Conhecer a populagdo microbiana dos alimentos contribui
na sua qualidade e na melhoria dos processos de produgdo. Com o objetivo de avaliar a
microbiota autdctone de leite e queijo coalho produzidos no semiérido do Brasil, avaliar
as bactérias laticas presentes e o efeito antimicrobiano destas estirpes, foram analisadas
23 amostras, sendo 12 de leite bovino cru e 11 de queijo coalho, submetidas a analises
microbioldgicas, isolamento e caracterizacdo de bactérias laticas e teste de antagonismo
frente & Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Eschechia coli ATCC 25922. Foram
obtidas 56 cepas de BAL, das quais 29 (51,78%) foram oriundas das amostras de leite e
27 (48,22%) das amostras de queijo coalho. Do total, 36 (64,3%) isolados de BAL
demonstraram atividade antagonista contra 0s micro-organismos indicadores. Os
maiores halos de inibicdo observados foram obtidos pelo isolados das amostras de leite
frente a E. coli. As cepas de BAL demonstraram efeito inibitdrio positivo frente aos
micro-organismos testados, evidenciando seu potencial tecnoldgico e sua possivel
utilizagdo como bioconservantes em alimentos, reduzindo a microbiota indesejada.

Palavras-chave: alimento; microbiota natural; antagonismo latico.

ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are part of the endogenous microbiota of milk and dairy
products. Besides the acidification of the environment, improvement in their
organoleptic and sensorial qualities are allocated to the features of these bacteria inhibit
spoilage and pathogenic microorganisms. Knowing the microbial population of food
contributes to their quality and improving production processes. In order to assess the
indigenous microbiota of milk and curd cheese produced in the semiarid region of
Brazil, to evaluate the lactic acid bacteria and the antimicrobial effect of these strains,
23 samples were analyzed, 12 of raw cow's milk and 11 of cheese curd, submitted will
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microbiological analysis, isolation and characterization of lactic acid bacteria and
antagonism test front Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Eschechia coli ATCC
25922. Were obtained 56 strains of LAB, of which 29 (51.78%) were derived from milk
samples and 27 (48.22%) of cheese curd samples. Of the total, 36 (64.3%) isolated from
LAB showed antagonistic activity against microorganisms indicators. The larger zones
of inhibition observed were isolated from samples of milk against E. coli. The strains of
LAB showed positive inhibitory effect against the tested microorganisms, highlighting
their technological potential and their possible use as biopreservativies of food,
reducing unwanted microbiota.

Keywords: food; natural microbiota; lactic antagonism.

INTRODUCAO

Dentre os fatores capazes de reduzir a contaminagdo microbiana em leite e
derivados, a microbiota autdctone é considerada o principal fator, a qual &€ composta de
forma significativa por bactérias laticas (ORTOLANI, 2010). Estas contribuem
positivamente na qualidade organoléptica dos produtos lacteos, sendo encontradas
naturalmente no leite cru e como constituintes predominantes da microbiota de queijos.

O conhecimento sobre a populagdo microbiana latica enddgena dos produtos
laticos, ajuda na prevencgdo da perda da biodiversidade presente nos queijos produzidos
por diferentes métodos tipicos das tradi¢des locais e regionais. Essa microbiota pode
variar muito de uma regido para outra, em decorréncia das condigBes geogréficas e
climéticas da regido na qual o produto é produzido (HOLZAPFEL et al., 2006;
ORTOLANI, 2010).

A fermentacgdo de alimentos por bactérias produtoras de &cido Iatico é uma das
mais antigas formas de biopreservagédo praticada pelo homem. Na producéo queijeira,
estas bactérias estdo relacionadas com a producdo do &cido lactico que, acelera a
coagulacdo do leite, auxiliando na sinérese do soro, contribuindo ainda para o sabor,
corpo e textura do produto final (AWAD et al., 2007). Durante o fabrico e maturacéo do
queijo, a composi¢do da microbiota latica sofre vérias alteragdes, de acordo com as
modificagdes das condigdes ambientais, que frequentemente fornecem estresse celular,
como choque térmico, pH adversos, reducdo do potencial de oxido-redugéo, diminuicdo
da atividade da &gua e exaustdo dos nutrientes (DI CAGNO et al., 2006).

Comparando produtos fabricados a partir de leite cru e os que utilizam leite
pasteurizado e o uso de fermento latico comercial para produgdo de queijos, é notdrio

que 0 processamento ocasiona perdas nas caracteristicas tipicas dos diversos queijos. A
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fim de reduzir esse problema, tem-se buscado selecionar cepas autoctones do leite cru e
de queijos artesanais, de modo a obter fermentos l4ticos especificamente preparados
para adicdo ao leite termicamente tratado e destinado a producéo de queijo (MACEDO
et al., 2004; MARINO et al., 2003).

Estudos demonstram a importancia do uso destes micro-organismos laticos,
isolados de leite e queijos, também na preservacdo de alimentos e no controle de
patdgenos como Staphylococcus spp., Listeria spp., Salmonella spp., Bacillus spp.,
Pseudomonas spp. e bactérias do grupo coliforme (ALEXANDRE et al., 2002;
CARIDI, 2003; HERNANDEZ et al., 2005). Reis e colaboradores (2012) demonstraram
que o uso de BAL em produtos lacteos e carneos para a conservagdo de alimentos pode
melhorar a otimizagdo e a garantia da qualidade dos produtos alimenticios.

O antagonismo bacteriano tem sido reconhecido h4 mais de um século, mas nos
altimos anos tém recebido mais atencdo cientifica, nomeadamente pela utilizacdo de
varias culturas de bactérias acido laticas, ou dos seus produtos, para controlar bactérias
patogénicas ou deteriorantes. Apesar da expressiva produgdo de leite e derivados,
estudos desta natureza sdo escassos na regido semi-arida. Sendo assim objetivou-se
avaliar a microbiota autoctone de leite e queijo coalho produzidos no semiarido do
Brasil, a caracterizacdo das bactérias laticas e o efeito antimicrobiano destas estirpes

isoladas.

Material e Métodos

Amostragem

Foram analisadas 23 amostras, sendo 12 de leite bovino cru e 11 de queijo
coalho, oriundas da regido semiarida do nordeste brasileiro. As amostras foram
adquiridas de produtores rurais e de usina de beneficiamento, estas foram coletadas em
recipiente estéril, acondicionadas em caixas isotérmicas até a realizagdo das analises
microbioldgicas. O tempo decorrido entre a coleta e o inicio das andlises foi inferior a 1

hora.

Anélises microbioldgicas
Nas analises microbiolégicas do leite, foram utilizados 25 mL de cada amostra,
j& para o queijo foram pesadas assepticamente 25 g de cada amostra, as quais foram

homogeneizadas em 225 mL de 4gua peptonada 0,1%, obtendo-se assim a diluigdo 107,
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a partir da qual foram obtidas as demais diluicBes decimais até 10™. Em seguida, as
amostras foram submetidas as técnicas recomendadas para contagem de bactérias
mesofilas, contagem de Staphylococcus spp., Numero Mais Provavel de coliformes
totais e termotolerantes de acordo com as recomendagdes da Instrugdo Normativa N° 62
do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003) e isolamento e
caracterizacao de bactérias laticas.

Para o isolamento das bactérias laticas das amostras de leite e queijo coalho, foi
utilizada a técnica de semeadura em superficie, em meio de cultura Agar Man, Rogosa e
Sharpe (Himedia®), para tanto foi subcultivado 0,1 mL das diluigdes seriadas, em
duplicata. As placas foram incubadas por 48 horas a 30 + 2° C. As coldnias crescidas
foram isoladas por método de esgotamento em novas placas de petri, com meio de
cultura Agar MRS. Em seguida, os isolados obtidos foram submetidos a coloragdo de
Gram, prova da catalase e teste de antagonismo, como demonstrado no fluxograma

abaixo (figura 1).

COLETADAS
AMOSTRAS

Contagem de bactérias mesofilas

ANALISES

MICROBIOLOGICAS NMP de

Coliformes totais e termotolerantas

~_ ,

Isolamento e caracterizagio de BAL

¥

? Contagem de Staphylococcus spp.
_

TESTE DE ANTAGONISMO
BAL X Escherichia coli BAL X Staphyiococcus aureus

Figura 1. Fluxograma das analises realizadas no estudo.
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Atividade Antagonista

Os isolados purificados, que foram identificados como Gram-positivos e catalase
negativa, foram transferidos para caldo MRS e cultivados a 35° C por 18-24 h, para
entdo ser realizada a determinagdo da atividade antagonista. O teste da gota (spot-on-
the-lawn) proposto por Jacobsen et al. (1999) foi utilizado para determinar o potencial
inibitério deste isolados, frente a linhagens de referéncia de Escherichia coli ATCC
25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Uma aliquota de 5uL de cada cultivo, em
caldo MRS, foi inoculada, em forma de gotas, em placas contendo agar MRS. Ap0s
absor¢do das gotas, as placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Decorrido este periodo,
cada placa recebeu uma sobre camada de 10 mL de &gar BHI contendo
aproximadamente 10° UFC.mL? da cultura de referéncia, citada anteriormente,
previamente cultivada em caldo BHI por 24 h. Apoés solidificagcdo do meio, as placas
foram incubadas, a 35 °C por 24 h. O resultado positivo para atividade antagonista em
relacdo a cultura de referéncia foi determinado pela formagdo de halo de inibi¢do. O
didmetro dos halos foi medido em milimetros utilizando um paquimetro.

Os resultados foram submetidos a analise estatistica descritiva e ndo paramétrica. A

comparacéo entre as médias foi feita pelo teste Kruskal-Wallis (P=0,05).

Resultados e Discussao

As contagens microbianas médias, para bactérias mesofilas (BM),
Staphylococcus spp. (SS), coliformes totais (CT) e coliformes termotolerantes (CTM)
das amostras de leite e queijo estdo sumarizadas na Tabela 1. Nas amostras de leite as
contagens bacterianas variaram de 5,13 a 7,63 log UFC/ml para BM, de 1,29 a 6,24 log
UFC/ml para SS, 2,97 a 5,1 log UFC/ml para CT e de 2,97 a 5,1 log UFC/ml para CTM.
Apenas 8% (1/12), uma amostra de leite bovino cru, apresentou contagem bacteriana
reduzida, em relacéo a todos os micro-organismos analisados. J& nas amostras de queijo,
as contagens bacterianas variaram de 4,92 a 7,26 log UFC/g para BM, de 3,23 a 7,30
log UFC/g para SS, de 3,10 a 5,10 log UFC/g para CT e 2,87 a 4,46 log UFC/g para
CTM.
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Tabela 1. Contagem microbiana logaritima (log UFC/g ou ml) de bactérias mesofilas,
Staphyloccocus spp., coliformes totais e termotolerantes em amostras de leite cru e queijo
coalho, utilizadas para isolamento das BAL.

BACTERIAS LEITE QUEIJO COALHO
Mesofilas 6,40 = 0,53 5,72+ 0,94
Staphylococcus spp. 5,24 +1,38 5,37 +1,60
Coliformes totais 4,32 +1,43 4,67+ 0,63
Coliformes termotolerantes 4,15+ 141 3,61 +0,67

Na producdo de derivados laticos, a microbiota reflete as caracteristicas da
matéria-prima, bem como as condi¢des de higiene do processo. Segundo Cavalcante et
al. (2007) a diversidade microbiana indesejada encontrada em queijos é proveniente do
proprio leite e também das condigBes higiénico-sanitarias as quais é submetido. O
resultado das contagens de BM, SS, CT e CTM obtidas foram elevadas, 0 que sugere
possivel negligéncia durante a obtengcdo da matéria-prima e producdo do queijo, que
envolvem desde a saiude do animal, a qualidade da matéria-prima, processamento,

manipulagdo, distribuicdo e armazenamento do produto.

Foram isoladas 56 cepas de BAL, das quais 29 (51,78%) oriundas das amostras
de leite e 27 (48,22%) das amostras de queijo coalho. Do total, 36 (64,3%) isolados de
BAL demonstraram atividade antagonista contra os micro-organismos indicadores
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Eschechia coli ATCC 25922. Dos isolados de
leite 38% (11/29) foram capazes de inibir S. aureus e 44,9% (13/29) inibiram E. coli. J&
para os isolados de queijo foi observado um maior efeito inibitorio, onde 70,4% (19/27)
foram capazes de inibir S. aureus e 63% (17/27) inibiram E. coli, como demonstrado na
tabela 2.
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Tabela 2. Potencial inibitério dos isolados de BAL de leite bovino e queijo coalho frente
a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Eschechia coli ATCC 25922.

56 isolados S. aureus E. Coli
Sensivel Inibitério Sensivel Inibitério
BAL leite 18 (62%) 11 (38%) 16 (55,1%) 13 (44,9%)
29 (51,78%)
BAL queijo
27 (48,22%) 8 (29,6%) 19 (70,4%) 10 (37%) 17 (63%)

Segundo Machado et al. (2011) o queijo é um alimento no qual as BAL
constituem a microbiota predominante e onde o S. aureus é propenso a desencadear
problemas de salde publica. Resultados similares foram encontrados por Guedes Neto
et al. (2005) ao avaliar a atividade antagonistas “in vitro” de BAL isoladas de queijo de
coalho artesanal e industrial frente a diversos micro-organismos, constatando que todos
os Lactobacillus spp. testados eram capazes de inibir as cepas de Staphylococcus spp. e
E. coli.

O maior halo de inibicdo para S. aureus foi 21,5 mm, enquanto que para E. coli
foi de 26,5 mm, ambas isoladas de amostras de leite cru.A amostra da qual foi obtido o
isolado que apresentou maior halo de inibigdo, foi a Unica que apresentou contagem
reduzida para SS, e ndo foram detectados CT e CTM. Os resultados das inibi¢des de
patdgenos de referéncia pelos microrganismos isolados (Tabela 3) demonstraram

variagdo com relagdo aos diametros dos halos de inibicdo.

Tabela 3. Atividade inibitéria (média dos halos de inibicdo em mm) obtidos com os
isolados de BAL de leite bovino e queijo coalho frente a patdgenos de referéncia

Micro-organismo BAL leite BAL queijo
S. aureus 14,64 + 4 55% 14,21 +7,22%
E. Coli 15,96 + 6,37° 12,22 +3,77°

Meédias seguidas por letras distintas na linha indicam diferencas entre si (P<0,05).
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Figura 2. Inibicdo de E.coli (A) e inibicdo de Staphylococcus aureus (B) observadas no
experimento.

Verificou-se maiores halos de inibicdo contra E. coli nas BAL isoladas de leite,
ndo sendo observada diferenga significativa para a agdo antagonista frente ao S. aureus.
Apesar de ndo ter identificado a natureza das substancias antagonistas produzidas pelas
culturas das BAL estudadas, as atividades inibitorias verificadas justificam-se pela
producdo de substancias inibidoras, entre elas acidos organicos (como acido lactico),
peroxido de hidrogénio, didxido de carbono, diacetil, acetaldeido e bacteriocinas que
teriam se difundido pelo agar, impossibilitando o crescimento dos micro-organismos
indicadores. A mesma evidéncia foi constatada por Guedes Neto et al. (2005).

As BAL isoladas apresentaram potencial para uso no controle de patogenos,
principalmente em queijo artesanal, j& que poderiam atuar como barreiras na
proliferacdo de micro-organismos patogénicos e deteriorantes. Outros estudos relatam a
atividade antagdnica de BAL, Tamanini et al. (2012) frente a Listeria monocytogenes e
Escherichia coli, Alexandre et al. (2002) contra S. aureus, L. monocytogenes, L. inbcua
e S. enterica sorovar typhimurium, Hermanns et al. (2013) antagonismo a E. coli ATCC
8739, Listeria monocytogenes ATCC 7466, Staphylococcus aureus ATCC 1901 e
Salmonella typhimurium ATCC 13076. Resultados que corroboram para o potencial uso
da microbiota latica enddgena de leite e queijo como potencias cultivos iniciadores
antimicrobianos. Apesar dos estudos identificarem este efeito, ainda é necesséario

estudar formas de viabilizar e potencializar este efeito durante a vida Gtil do alimento.

Conclusdo

A microbiota autdctone de leite cru e queijo coalho da regido semiarida do Brasil

apresenta BAL com potencial tecnoldgico. As cepas de BAL isoladas sdo capazes de
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inibir o desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis em alimentos, as quais 70%
produziram efeito inibitério contra S. aureus. Demonstrando a relevancia da microbiota

autdctone e sua possivel aplicagdo como culturas iniciadoras em derivados laticos.
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