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RESUMO

A denominacdo de queijo de coalho artesanal é conferida em virtude do modo de producao
deste queijo, no qual € utilizado leite cru para sua fabricacdo, permitindo que a microbiota
diversificada do queijo seja a mesma do leite utilizado em sua elaboracdo. Bactérias acido
laticas sdo as responsaveis pela diversificacdo no sabor e textura de produtos alimenticios
devido ao seu poder fermentativo. A producdo de bacteriocinas por bactérias acido laticas e
utilizacdo como conservantes naturais de alimentos mostra-se mais eficiente quando isoladas
do préprio produto em que se pretende utilizad-las. O objetivo deste estudo foi isolar e
caracterizar bactérias acido laticas (BAL), a partir de queijo de coalho artesanal produzido no
agreste de Pernambuco, bem como realizar teste de antagonismo contra bactérias
potencialmente patogénicas. As bactérias acido laticas utilizadas neste estudo foram isoladas
de 13 amostras de queijo de coalho, produzidos em cinco diferentes cidades do agreste. As
amostras foram semeadas em adgar MRS (Man, Rogosa e Sharpe) e incubadas em anaerobiose
por 72h a 30°C. As bactérias isoladas no agar foram submetidas a testes de caracterizacédo de
colbnias, coloracdo de Gram, testes de catalase e urease e de antagonismo in vitro, onde
verificou-se a atividade inibitéria contra cepas padrdo de Escherichia coli (ATCC 8739),
Salmonella enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028) e Listeria innocua (CLIP 12612).
Dentre as 13 amostras de queijo analisadas foram selecionadas para avaliacdo 42 colénias,
entre estas, verificou-se presenca de bactérias com morfologias de cocos ou bacilos, todas
Gram-positivas, assim como foram identificadas col6nias de leveduras. Todas as bactérias que
apresentaram-se como Gram-positivas e foram negativas para o teste de catalase foram
consideradas como bactérias acido laticas. Das 42 BAL isoladas, 12 foram utilizadas nos
ensaios de atividade antagbnica em agar, sendo que nove demonstraram a presenca de halo de
inibicdo contra pelo menos uma das cepas padrdo utilizadas. Como controle positivo foi
utilizada a cepa Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (ATCC 11842). As
caracteristicas de resisténcia ao meio &cido, as proprias bacteriocinas e o poder antagbnico
observados nas bactérias testadas as tornam vidveis para serem utilizadas em alimentos,
aumentando seu tempo de prateleira, conservando suas caracteristicas originais e trazendo
beneficios a satde da populacéo.

Palavras chave: Biopreservacao, saude, bacteriocinas, inibicao.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

APT — Agua Peptonada Tamponada

ATCC — American Type Culture Collection

BAL — Bactérias Acido Laticas

BHI  — Meio de Cultura Brain Heart Infusion
CLIP — Collection de Listeria de I’Institut Pasteur
°C — Graus Celsius

ESO - Estégio Supervisionado Obrigatorio
GRAS - Generally Recognized as Safe

LAPEMI - Laboratério de Pesquisas em Microbiologia e Imunologia
mL  — Mililitros

mm  — Milimetros

MRS - Meio de Cultura Man, Rogosa e Sharpe
OMS - Organizacdo Mundial da Saude

p/v. —Peso/volume

pH — Potencial Hidrogenidnico

RNA — Ribonucleic Acid (&cido ribonucleico)
RPM — Rotagdes por Minuto

TSB — Caldo Tripticaseina de Soja

UFC — Unidade Formadora de Col6nia

puL — Microlitros

viv.  —volume/volume
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CAPITULO | - RELATORIO DO ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO
1. LOCAL DO ESO E CARACTERISTICAS

O estagio Supervisionado Obrigatério (ESO) foi realizado no periodo de 12 de marco
a 31 de maio, com carga horéria de 408 horas, no Laboratdrio de Pesquisas em Microbiologia
e Imunologia (LAPEMI), no Laboratério de Reprodugdo Animal de Pernambuco (LABRAPE), e
no Laboratério de Microbiologia, situados no Centro Laboratorial de Apoio a Pesquisa da
Unidade Académica de Garanhuns (CENLAG) vinculado a Universidade Federal Rural de
Pernambuco, sob a supervisao e orientacdao do Prof. Dr. Marcelo Mendonca.

O CENLAG fica situado no municipio de Garanhuns, funcionando de 7 as 18 horas,
todos os dias da semana, sendo possivel a utilizacdo das dependéncias em horérios
alternativos. O mesmo dispde de uma gama de equipamentos especificos necessarios para a
realizacdo de projetos de pesquisas, como autoclaves, estufas de incubacéo, contador de
colbnias, capelas de fluxo laminar, espectrofotémetro, pHametro, microscopios, centrifugas,
vortex agitador de tubos, bicos de Bunsen, termociclador, destiladores, balangas de preciséo,

banho Maria, micropipetas, provetas e vidrarias em geral.

2. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

As atividades desenvolvidas durante o Estagio Supervisionado Obrigatério tiveram
como principal objetivo complementar a formacdo curricular do curso de Medicina
Veterinaria, colocando em pratica os conhecimentos adquiridos em sala de aula através do
contato direto com a realidade profissional na area de Microbiologia de Alimentos de Origem
Animal. Durante este periodo, os estagiarios acompanham diariamente a rotina laboratorial,
participando ativamente de todas as etapas de processamento de amostras, até a interpretacdo
dos resultados definitivos. Inicialmente, sdo apresentadas as instalacdes, 0s equipamentos
disponiveis e sua forma correta e segura de utilizacdo, para entdo os estagiarios serem

inseridos nas atividades praticas, sempre supervisionados pelo professor responsavel.
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Tabela 1. Atividades realizadas e/ou acompanhadas durante o0 ESO. Periodo de 12 de marco a 31 de
maio de 2019 na especialidade de Microbiologia de Alimentos no Laboratério de Pesquisas em
Microbiologia e Imunologia (LAPEMI) da UFRPE, Garanhuns-PE.

Atividades desenvolvidas no laboratdério

Atividade
Limpeza e manutencdo dos materiais
destinados a prética.
Confeccao e preparo dos meios de cultura.
Confeccdo de discos de papel filtro
estereis.
Descontaminacdo e esterilizacdo de
materiais e meios de cultura
Repique bacteriano.

Contagem padrdo em placas.
Caracterizacdo de colbnias de bacteérias.

Técnica de Diluigdo seriada das amostras
de queijo de coalho.
Preparacdo de diluentes a
utilizados.

Preparacdo de meio de congelamento de
isolados bacterianos.

Congelamento de bactérias para utilizagéo
futura.

Teste de catalase.

Teste de urease.

Padronizacdo de amostras pela escala de
Mc Farland.

Teste de antagonismos de bactérias acido
laticas.

Organizacdo, limpeza e manutencdo do
laboratério e seus materiais de uso geral.

serem

Equipamento/Material
Vidrarias, tubos, al¢as bacteriologicas.

MRS, BHI, TSB, Mueller Hinton, Sabouraud,
Ureia.
Testes de antagonismo bacteriano in vitro.

Realizado em Autoclaves.

Métodos pour-plate, spread-plate, semeadura
por estriamento, picada em profundidade (tubos
de ensaio).

Contador de Colonias.

Quanto a cor, tamanho, forma,
densidade, consisténcia.

Contagem de microrganismos em
concentragOes elevadas - 1/10 em microtubos
de 1,5 mL até 107

Agua peptonada, solugo salina.

elevacao,

Solucdo de glicerol 20%.
Criopreservacdo a -70°C.

Avaliar a producdo da enzima catalase.
Avaliar a producédo da enzima urease.
Diluicdo 0,5 da escala.

Contra Salmonella Typhimurium, Listeria
innocua e Escherichia coli.

Equipamentos, vidrarias e utensilios em geral.

Durante o periodo do estagio, foi possivel observar, auxiliar e realizar tarefas

essenciais da rotina laboratorial, juntamente com professores, outros estagiarios e alunos de

mestrado, os quais contribuiram de forma especial para a complementacdo do aprendizado e

realizacdo deste trabalho.

As técnicas utilizadas nas principais atividades realizadas no LAPEMI estdo descritas

mais detalhadamente na Tabela 2, as quais foram essenciais para se chegar a resultados mais

concretos sobre o experimento desenvolvido neste trabalho.
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Tabela 2. Descricao das principais técnicas desenvolvidas durante o ESO. Periodo de 12 de marco a
31 de maio de 2019, na especialidade de Microbiologia de Alimentos Laboratdrio de Pesquisas em
Microbiologia e Imunologia (LAPEMI) da UFRPE, Garanhuns-PE.

DESCRICAO TECNICA DAS PRINCIPAIS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

ATIVIDADE

TECNICA UTILIZADA

Confecgéo dos meios de cultura

Pesar em balanca de precisdo todos os
componentes do meio conforme
recomendacOes do fabricante, depositar em
vidraria seca e limpa, acrescentar agua
destilada para diluir todo o meio em volume
determinado pelo fabricante, ajustar o pH e
SO ap0s acrescentar o gar. Fundir em micro-
ondas até diluicdo e homogeneizacdo total
dos componentes, autoclavar em frascos de
vidro por 15 minutos a temperatura de
121°C, ap6s diminuir parcialmente a
temperatura, verter em placas de Petri
estéreis. Embalar as placas em filme plastico
a fim de evitar seu ressecamento, para
utilizacdes futuras.

Diluicéo seriada de amostras de queijo

Retirar assepticamente porcdo de 10 g de
varias partes do queijo, homogeneizar em 90
mL de &gua peptonada 0,1% (p/v), em saco
de stomacher. Preparar diluicbes seriadas a
partir da primeira diluicio (10™") até a
obtencdo da diluicdo 10, adicionar 0,1 mL
de cada dilui¢do a 0,9 mL de &gua peptonada
em Ependorffs de 1,5 mL e homogeneizar
em vortex. Em seguida, semear 100 pL das
diluicdes 10, 10™ e 10° em superficie de
agar MRS pelo método spread-plate, ou
profundidade - pour-plate - e incubar em
jarra de anaerobiose a 25°C por até 72 h.
Semear as col6nias em caldo MRS e, apos
seu crescimento, estriar em placas de éagar
MRS, incubar em estufa a 35°C por 24 horas.

Preparacéo de cepas para criopreservagao

Cultivar as bactérias em 3 mL de um meio
liquido (BHI) por por 24h a 37°C, passar 1
mL do cultivo para microtubos estéreis,
centrifugar a 7000 RPM por 3 minutos,
retirar o sobrenadante e ressuspender o pellet
em 1 mL de solugdo de congelamento de
glicerol a 20%, homogeneizar no vortex e
congelar imediatamente.

Teste de catalase

Com uma alca bacterioldgica devidamente
flambada e resfriada, coletar parte da colénia
e inocular em uma gota de perdxido de
hidrogénio a 3% (v/v) sobre uma lamina.
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Apos este procedimento observar a formacéo
imediata de bolhas de gas, sendo este um
indicativo de presenca da enzima catalase na
coldnia coletada.

Teste de urease

Utilizando-se uma agulha bacteriolégica
devidamente flambada e resfriada, inocular
no meio da coldnia, em seguida introduzir no
meio do &gar ureia, contido em tubos de
ensaio pela técnica de picada em
profundidade, e em 24h verificar se houve
mudanca de coloracdo do meio.

Teste de antagonismo

Cultivar as bactérias acido laticas em caldo
MRS a 36°C durante 72 horas. ApOs este
periodo, adicionar 3 discos de papel estéreis
com 3 mm de diametro na superficie do agar
com a utilizacdo de uma pinca estéril,
inocular 10 pL do caldo contendo as BAL
sobre os discos e incubar sob aerobiose em
estufa a 36°C por 48 horas.

Cultivar as bactérias a serem inibidas em
caldo TSB enriquecido com 0,6% de extrato
de levedura (TSB-YE) por 24 horas a 36°C,
inocular uma sobrecamada de 10 mL de agar
BHI semi-solido (0,75%), contendo as cepas
a serem inibidas, ja diluidas em solucédo
salina, sobre a superficie do agar MRS
contendo os discos de papel filtro
impregnados com as bactérias acido laticas.
Incubar sob aerobiose em estufa a 36°C
durante 24 a 48 horas, e verificar presenca de
halo de inibigao.

Os procedimentos, atividades e técnicas desenvolvidas no LAPEMI durante o periodo
de Estagio Supervisionado Obrigatdrio contribuiram significativamente para um crescimento
pessoal, aperfeicoamento e o desenvolvimento na formagéo profissional, requisitos essenciais

para ingressar no mercado de trabalho.
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CAPITULO Il - ACAO ANTAGONISTA DE BACTERIAS ACIDO LATICAS
ISOLADAS DE QUEIJOS DE COALHO ARTESANAL PRODUZIDOS NO
AGRESTE DE PERNAMBUCO

1. INTRODUCAO

O interesse por parte dos consumidores na busca por alimentos mais saudaveis,
seguros e naturais, tem aumentado nos Gltimos anos devido a preocupacdo com a saude e
procura por uma qualidade de vida melhor, obtida através de alimentos compostos por
produtos de alto valor nutricional, sem aditivos quimicos e pouco processados (LOUREIRO,
2015).

A Instrucdo Normativa N° 30, de 26 de junho de 2001 estabelece que o leite utilizado
na fabricacdo de queijo de coalho destinado ao consumo humano e comércio nacional e
internacional deve ser submetido a pasteurizacdo ou tratamento térmico equivalente
(BRASIL, 2001). No Brasil, porém, existe a preocupacdo em preservar a qualidade dos
queijos artesanais por serem considerados referéncias culinarias regionais e representarem
uma fonte de renda para o pequeno produtor (CARVALHO, 2007; EMBRAPA, 2009). A
denominacdo de queijo artesanal é conferida em virtude do modo de producédo deste tipo de
queijo utilizando-se o leite cru de vaca, cabra, ovelha e bufala (PERNAMBUCO, 2018;
ADAGRO, 2018), podendo este ser fresco ou maturado, adicionado ou ndo de condimentos
por pequenos produtores rurais, seguindo técnicas tradicionais como aponta Cogan et al.
(1997). Entretanto, essa producdo artesanal caracteriza um produto com um importante papel
econbémico e social, uma vez que seu consumo e/ou comercializacdo contribui para a
subsisténcia de populacdes agricolas, por ser sua Unica fonte de renda, fixando o homem no

campo e contribuindo para o desenvolvimento da economia nacional (SILVA, 2016).

O estado de Pernambuco se destaca por ser considerado um dos poucos estados
brasileiros autorizado por lei a produzir e comercializar queijos de coalho artesanais. Sobre
essa vertente, a lei n°® 16.312, de 11 de janeiro de 2018, que altera a Lei n°® 13.376, de 20 de
dezembro de 2007, a qual dispde sobre o processo de producéo artesanal do Queijo de Coalho
traz em seu Art. 1° o seguinte: “E considerado queijo coalho artesanal o queijo produzido no
Estado de Pernambuco, a partir do leite cru integral fresco, obtido da ordenha ininterrupta de
bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos, descansados, bem nutridos e com saude, beneficiado
em propriedade de origem ou de grupo de propriedades com mesmo nivel higiénico-sanitario,

seguindo o processo de fabricagéo tradicional e que tenham sido produzidos em:
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| - queijaria artesanal de pequeno porte;
Il - estabelecimento agroindustrial rural de pequeno porte; ou
[11 - pequena fabrica de laticinios” (PERNAMBUCO, 2018).

A pratica de fabricacdo de queijos de coalho utilizando-se leite ndo pasteurizado
permite que a microbiota diversificada do queijo seja a mesma do leite utilizado em sua
elaboracdo, a depender da época do ano, estado sanitario dos animais ordenhados, forma de
ordenha, tempo e forma de armazenamento e transporte (SILVA et al., 2006). Os queijos
artesanais também ndo recebem cultivos iniciadores comerciais, além da ndo utilizacdo de
tratamento térmico, fazendo com que todo processo de fermentacdo e acidificacdo seja
proveniente do metabolismo de bactérias acido laticas do proprio leite, e até mesmo do
ambiente em que ele é produzido (COGAN et al., 1997; SILVA, 2016).

Por outro lado, a pasteurizacdo destroi tanto microrganismos indesejaveis, quanto
desejaveis, a exemplo da microbiota latica natural do leite, a qual é responsavel pelas
caracteristicas sensoriais dos queijos (EMBRAPA, 2009; GRAPPIN e BEUVIER, 1997). Na
tentativa de minimizar o problema, as inddstrias adotam o uso de fermento latico comercial
em queijos fabricados com leite pasteurizado, promovendo uma padronizagdo no produto,
sem recuperar a perda de suas caracteristicas sensoriais ocasionadas pelo efeito do tratamento
térmico (CARVALHO, 2007). Como uma alternativa para minimizar as perdas de
caracteristicas préprias do queijo, sdo selecionadas cepas da prdpria microbiota presente no
leite cru e queijos artesanais, de modo a obter culturas iniciadoras de bactérias acido laticas
especificamente preparadas para serem adicionadas ao leite tratado termicamente e destinado
a producdo de queijos (CARVALHO, 2007; EMBRAPA, 2009).

Bactérias acido laticas (BAL) estdo inseridas em um grupo de microrganismos
responsaveis pela diversificacdo no sabor e na textura de produtos alimenticios devido ao seu
poder de fermentagdo de matérias primas alimentares (AXELSSON, 2003). As BAL séo
consideradas excelentes fontes tecnoldgicas, por sua grande capacidade de produzir inUmeras
substancias que influenciam na qualidade final do produto, como suas bacteriocinas, proteinas
sintetizadas e liberadas no meio extracelular com acgdo bactericida ou bacteriostatica (COSTA,
2014). Para serem utilizadas, essas substancias devem ser consideradas como GRAS
(Generally Recognized as Safe), ou seja, que ndo oferecem risco ao consumidor e possuam
um amplo espectro de inibicdo contra patdogenos (COTTER, 2005; LOUREIRO, 2015). As
BAL também sdo capazes de produzir enzimas proteoliticas e outros metabdlitos secundarios,

como exopolissacarideos, os quais podem ser isolados e aplicados nas industrias, sendo a
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protedlise um dos processos bioquimicos mais importantes envolvidos na fabricacdo de
produtos lacteos fermentados (EI-GHAISH et al., 2011; FERNANDES, 2014).

Frente ao exposto, 0 presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar bactérias
acido laticas a partir de queijos de coalho artesanais produzidos no agreste de Pernambuco,
bem como realizar teste de atividade inibitdria contra bactérias potencialmente patogénicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Queijo de coalho artesanal

Em Pernambuco a producéo do queijo de coalho artesanal, obtido originalmente com
leite cru, teve inicio na época da colonizacdo e se tornou patriménio cultural coletivo da
sociedade pernambucana (PAQUEREAU et al., 2016). Seu método de producdo segue uma
tradicdo familiar historica, que sofreu modificacbes com o emprego do processo de
pasteurizagdo devido as exigéncias da seguranca alimentar estabelecidas pela legislacdo
brasileira, como afirma Carvalho (2007). Diante disso, hoje o0s produtores recebem
treinamentos em ordenha higiénica, alimentacdo, manejo animal e processamento e, ainda
assim, estabelecendo boas praticas de fabricacdo (BPF) para que desta forma, atingissem um
padréo exigido pela legislacdo para o produto final e assim continuassem produzindo queijo
de coalho considerado artesanal (PAQUEREAU et al., 2016).

Segundo a Agéncia de Defesa e Fiscalizacdo Agropecuéria do Estado de Pernambuco
(ADAGRO, 2018), entende-se por queijo coalho artesanal aquele obtido por coagulacdo do
leite cru, por meio de coalho ou outras enzimas coagulantes registradas no 6rgdo competente,
complementada ou ndo por bactérias lacteas especificas, podendo ser fresco, maturado,
defumado e adicionado de condimentos e especiarias. Sendo entdo classificado como queijo
de coalho artesanal fresco de alta umidade ou maturado de baixa e média umidade,

adicionados ou ndo de condimentos.

O queijo de coalho é considerado um produto tipico do Nordeste brasileiro, produzido
por pequenos e médios produtores familiares ou laticinios, apresentando um sabor acido e
levemente salgado, resistente ao calor, podendo ser consumido também assado. Apresenta
propriedades organolépticas tipicas e aroma particular associados a caracteristicas como raca
e nutricdo das vacas, processo de fabricacdo e a microbiota natural autoctone (SILVA et al.,
2012; FERNANDES, 2014), que auxiliam na fermentacdo e maturacdo do produto, composta
em sua grande maioria por BAL e leveduras, que conferem caracteristicas particulares ao
produto e estdo presentes em quantidades consideraveis em alimentos probidticos
(FERNANDES, 2014). Atualmente, o que se observa é que 0s queijos de coalho encontram-se
difundidos por todas as partes do Brasil, em decorréncia da grande aceitagdo da populagéo por

este produto.

Os géneros de BAL mais encontrados em queijo de coalho artesanais sdo 0s
Lactococcus spp., Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Streptococcus spp., Leuconostoc

spp. e Enterococcus spp. Os géneros Lactococcus e Enterococcus geralmente sdo os mais
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predominantes em queijos frescos artesanais elaborados com leite cru, 0s quais ndao sofreram
cozimento da massa, e podem tanto advir da matéria-prima quanto do meio ambiente,
variando em quantidade conforme este ambiente, as condi¢fes de higiene do processo e a
época do ano (EMBRAPA, 2009), varidveis estas que podem ocasionar 0 aparecimento de
uma grande diversidade de bactérias no produto final.

2.2 Bactérias acido laticas

As bactérias acido laticas fazem parte de um grupo de microrganismos caracterizados
como cocos ou bacilos Gram-positivos, catalase e oxidase negativa, ndo formadores de
esporos, anaerdébios facultativos, aerotolerantes, produtores de 4acido latico devido a
fermentacdo de agUcares, facilmente encontrados em diferentes produtos alimentares
fermentados, a exemplo dos derivados lacteos, contribuindo para o desenvolvimento de
caracteristicas sensoriais diferenciais desses produtos (AXELSSON, 2003; FORSYTHE,
2013).

Dentre as bactérias acido laticas de maior importancia para a inddstria de alimentos
destacam-se aquelas pertencentes a onze géneros: Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Bifidobacterium, Vagococcus e Weissella, sendo o Lactobacillus plantarum
muito encontrado em uma grande variedade de alimentos, podendo ser isolado de produtos
lacteos, assim como produtos fermentados carneos como salsichas, salames, entre outros
alimentos de origem vegetal, como chucrute e vinhos (SABO et al., 2014; LOUREIRO,
2015).

As BAL sdo classificadas em dois grandes grupos: homofermentativas e
heterofermentativas, a depender de quais serdo os produtos finais da fermentacdo. As
homofermentativas tem como principal produto o &cido latico a partir da fermentacdo da
glicose, enquanto as heterofermentativas, além de produzirem &cido latico, ainda produzem
dioxido de carbono, &cido acético, etanol, aldeido e diacetil (EMBRAPA, 2009).

As BAL homofermentativas mais comumente utilizadas em alimentos sdo as do
género Lactobacillus e Streptococcus, pois o acido lactico produzido por elas pode ser
utilizado em industrias de alimentos como acidulante, flavorizante, tamponante e inibidor de
bactérias deteriorantes em alimentos processados tais como produtos de panificacdo, bebidas,
produtos lacteos, cerveja entre outros. As principais BAL heterofermentativas sao Weisella

spp. e Leuconostoc spp., assim como alguns lactobacilos. Os acidos produzidos por elas
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assumem um papel de aromatizantes nos alimentos em que se encontram, sendo, por este
motivo, também empregados em larga escala em industrias de laticinios (CAPELLARI, 2010;
FORSYTHE, 2013).

A biopreservacdo € um método eficaz de conservagdo de alimentos e tem sido
utilizada pela industria alimenticia em produtos como carnes, produtos lacteos, alimentos
enlatados, peixes, bebidas alcoodlicas, entre tantos outros alimentos. O principal produto
metabolico utilizado no processo de biopreservacdo sdo as bacteriocinas, produzidas por
bactérias acido laticas da prépria microbiota do alimento, capazes de estender a vida Gtil dos
mesmos pela inibicdo de bactérias deteriorantes e patogénicas (COTTER et al., 2005). Devido
sua capacidade fermentativa, é crescente o uso dessas bactérias como iniciadoras na producéo
de alimentos fermentados para melhorar a seguranca microbioldgica do alimento, bem como
para estender sua vida de prateleira (COSTA, 2016), um vez que a queda do pH, ocasionada
pela producéo de acido latico durante o processo fermentativo, pode interferir na proliferacéo
de bactérias deteriorantes de alimentos, gerando uma estabilidade do produto ao
armazenamento (PAULA et al., 2009).

As substancias antimicrobianas, como as bacteriocinas sdo comumente utilizadas
como conservantes naturais dos alimentos, mostrando-se mais eficientes quando isoladas do
proprio produto em que se pretende utilizad-las (FURTADO, 2010). A nisina é a bacteriocina
mais utilizada como aditivo alimentar, sendo comercializada pela primeira vez na Inglaterra
em 1953, e desde entdo tem sido aprovada para uso em mais de 48 paises, incluindo o Brasil
(COTTER et al.,, 2005). Produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis, é utilizada
principalmente em queijos, produtos lacteos e enlatados, recebendo o status de GRAS e sendo
aprovada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) para uso como conservante concentrado

em pd, podendo ser armazenada por longos periodos (COSTA, 2016).

Quanto a atmosfera de crescimento, as BAL podem ser aerobios estritos,
microaerdfilas ou anaerdbias facultativas de acordo com cada espécie. Apesar de algumas
cepas de BAL serem consideradas termofilas, apresentam principalmente caracteristicas de
mesofilas, com capacidade de se multiplicar em temperaturas que podem variar de 5 a 45°C,
além de serem acido tolerantes, podendo se multiplicar em pH em torno de 3,8 (LOUREIRO,
2015; FORSYTHE, 2013).

De acordo com Costa (2016) a demanda por alimentos considerados probioticos, tem
aumentado o interesse das industrias pelo isolamento de novas cepas de bactérias acido laticas

com agao probidtica, como a produgédo de bacteriocinas ou outras substancias inibidoras de
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outros microrganismos. Além dessas substancias inibirem agentes patogénicos, sdo
consideradas conservantes naturais, aumentando a seguranca alimentar e reduzindo a
prevaléncia de doencas associadas a contaminacdo por alimentos (LOUREIRO, 2015). A
introducdo de uma dieta mais saudavel por parte dos consumidores pode aumentar a
expectativa e melhorar a qualidade de vida, uma vez que, pelo menos cerca de um sexto das

causas de morte no mundo estéa relacionada com a dieta (CARNEIRO, 2010).

2.3 Isolamento e identificacdo de bactérias acido laticas

A identificacdo de BAL pode ser realizada mediante seu crescimento em meios de
cultura seletivos, seja em agar MRS ou M17, testes bioquimicos e fisioldgicos, como a
coloracdo de Gram e as provas de catalase e urease, e moleculares como a Rea¢do em Cadeia
da Polimerase (PCR) (RESENDE et al., 2011; SILVA, 2016). Entretanto, na maioria das
vezes, apenas 0s testes fenotipicos ndo permitem a separacdo em subespécies, sendo
necessario a utilizacdo de outros métodos mais especificos, como a andlise do gene 16s
rRNA, uma vez que algumas espécies de BAL sdo fenotipicamente relacionadas (QUERE,
1997).

Dentre 0os meios mais utilizados para isolamento destas bactérias estdo o agar M17,
mais seletivo para bactérias com morfologia de cocos, e 0 4gar Rogosa acidificado ou agar
MRS (Man, Rogosa e Sharpe), para bactérias com morfologia de bacilos (CARVALHO,
2007; SILVA, 2016). De acordo com o estudo realizado por Medina et al. (2001), contagens
de BAL foram feitas utilizando-se os meios de cultura MRS e M17, porém a contagem média
ndo mostrou diferenca significativa entre os dois meios, mostrando apenas uma contagem

ligeiramente elevada das bactérias cultivadas em agar MRS (MEDINA et al., 2001).

Desenvolvido pelos pesquisadores Man, Rogosa e Sharpe em 1960, o MRS &gar ou
caldo tem sido o meio de cultura mais utilizado devido a sua capacidade de manter
adequadamente uma grande variedade de espécies de bactérias acido laticas (CARR et al.,
2002). A crescente descricdo de novos géneros de BAL tornou a identificagdo e classificacéo
dessas bactérias, apenas por meio de testes classicos, extremamente trabalhosa podendo, desta
forma, ser facilmente divididas apenas pela analise morfolégica em bacilos, cocos ou coco-
bacilos (FURTADO, 2010).

2.4 Microrganismos probidticos

O termo probiotico vem de origem grega, e significa “para a vida”, definido

inicialmente como substancias capazes de estimular o crescimento microbiano intestinal pela
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acdo de bactérias laticas e leveduras, exibindo efeito benéfico sobre a saide do hospedeiro
apos sua ingestdo devido a melhora da microbiota nativa (NOGUEIRA e GONCALVES,
2011; RAIZEL et al., 2011). Efeitos terapéuticos do probidtico foram observados quando
administrado em doses variaveis de 10° a 10° UFC/dia (OLIVEIRA et al., 2017).

Com o advento da introducdo de alimentos saudaveis na dieta dos consumidores,
houve também um crescente desenvolvimento do mercado de alimentos funcionais,
aumentando a necessidade de busca por bactérias acido laticas com propriedades probidticas
(SANTOS et al., 2011). Embora as BAL possam ser encontradas em diferentes alimentos, sua
presenca pode ser observada principalmente em produtos lacteos fermentados, tais como
iogurte, queijos e coalhada (BROWN e VALIERI, 2004; RAIZEL et al., 2011), os quais tem
demonstrado avangos mercadologicos sob essa perspectiva de funcionalidade, e que sdo
bastante apreciados devido a presenca de microrganismos probiéticos e metabélitos por eles
produzidos durante a fermentagdo, contribuindo com a melhoria da nutricdo béasica do
consumidor final (FERNANDES, 2014).

Os alimentos funcionais, por apresentarem a capacidade de afetar beneficamente uma
ou mais funcdes do corpo devido aos seus efeitos nutricionais, reduzindo, assim, os riscos de
doencas, assemelham-se muito aos produtos conhecidos como nutracéuticos, ou seja,
alimentos que proporcionam beneficios médicos e de saude, produzidos por métodos
fermentativos utilizando-se microrganismos considerados como GRAS (MORAES e COLLA,
2006). Porém seu alvo difere dos alimentos funcionais, que se apresentam como alimentos
comuns e visam apenas a reducdo dos riscos de doencas, enquanto os nutracéuticos incluem
suplementos dietéticos e outros tipos de alimentos, os quais visam tanto a prevencao quanto
ao tratamento de doencas (ANDLAUER e FURST, 2002).

De acordo com a Resolucdo-RDC ANVISA n° 2, de 07 de janeiro de 2002, que aprova
0 regulamento técnico de substancias bioativas e probidticos isolados com alegacdo de
propriedades funcionais e/ou de saude, os probidticos sdo definidos como “microrganismos
vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a
salde do individuo, devendo constar a quantidade dos microrganismos viaveis, que garanta a
acao alegada dentro do prazo de validade do produto. Tal informacao deve estar proxima a
alegacdo de propriedade funcional e/ou de satde do produto e fora da tabela de informacéo
nutricional” (BRASIL, 2002).

Um alimento é considerado probidtico quando administrado em quantidades

adequadas para conferir efeitos benéficos a saude do hospedeiro (AVELINE, 2016). Entre os
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principais microrganismos com tal potencial encontrados nos alimentos estdo, em sua maioria,
Lactobacillus e Bifidobacterium, sendo atualmente as bactérias mais frequentemente
utilizadas em suplementos alimentares e produtos lacteos fermentados como iogurtes e
coalhadas (RAIZEL et al., 2011). Um microrganismo considerado probiético deve suportar as
adversidades do trato entérico, devendo apresentar resisténcia ao acido cloridrico, a bili e as
enzimas pancreéticas e digestivas. Além disso, possuir preferencialmente a capacidade de se
aderir as células da mucosa intestinal, apresentar elevada velocidade de crescimento e
produzir bacteriocinas, para que receba o status de probidtico de alta eficiéncia para o
organismo (AVELINE, 2016; BROWN e VALIERI, 2004).

Bactérias do género Lactobacillus foram isoladas pela primeira vez por Moro em
1900, a partir de fezes de neonatos alimentados com leite materno, e foram chamadas de
Bacillus acidophilus, uma designacdo genérica dos lactobacilos intestinais, 0s quais
apresentaram-se como Gram-positivos, catalase negativa, ndao formadores de esporos, bacilos
ou cocobacilos aerotolerantes, sendo o mais comum deles L. acidophilus, que se encontra na
forma de células livres, aos pares ou em cadeias curtas, seu crescimento em meio sélido é
favorecido pela anaerobiose (NOGUEIRA e GONCALVES, 2011).

O género Bifidobacterium € hoje considerado o mais recente grupo de bactérias
utilizadas em alimentos, sendo classificadas como Gram-positivas, catalase negativa, ndo
formadoras de esporos, desprovidas de flagelo, anaer6bias, em forma de bastonete curvo e
algumas espécies apresentando uma bifurcacdo em forma de Y (BARBOSA et al., 2011). O
estudo realizado por Nogueira e Gongalves (2011), refere-se a 30 espécies do género
conhecidas até hoje, das quais, 10 foram isoladas de caries dentarias, fezes e vagina de seres
humanos, porém sua predominancia € no intestino grosso ao nivel de célon proximal. De
acordo com Raizel et al. (2011), além do conhecimento das 10 espécies de origem humana,
seu trabalho ainda cita 17 espécies de origem animal, duas originarias de aguas residuais e

uma isolada de leite fermentado.

O consumo regular de probidticos também tem demonstrado possiveis efeitos na
prevencdo de doencas como: diarreia, gastrenterite, sindrome do intestino irritavel, cancer,
doenca inflamatdria do intestino (doenca de Crohn e colite ulcerosa), auxilia no bom
funcionamento do sistema imunolégico do hospedeiro, na digestdo da lactose, previne alergia
infantil e doengas hepéaticas (BROWN e VALIERI, 2004). Existem relatos ainda de suas
aplicacbes na pratica clinica como controle do colesterol e melhoria da resposta imune

intestinal através da imunomodulacdo de mucosa (OLIVEIRA et al., 2017).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencéo das amostras de queijo de coalho

As bacteérias 4cido laticas utilizadas neste estudo foram isoladas de treze amostras de
queijo de coalho artesanal provenientes de estabelecimentos comerciais das cidades de
Capoeiras, Correntes, Sdo Bento do Una, Cachoeirinha, Caetés e Garanhuns, localizadas no
Agreste de Pernambuco. As amostras de queijo foram adquiridas de estabelecimentos
comerciais (mercadinhos) da cidade de Garanhuns e transportados até o Laboratério de
Pesquisa em Microbiologia e Imunologia (LAPEMI) do CENLAG da UAG/UFRPE.

3.2 Isolamento de bactérias acido laticas a partir de queijo de coalho artesanal

Para o isolamento das BAL, a partir de amostras de queijo de coalho artesanal, foi
utilizado o meio agar Man-Rogosa-Shape (MRS) como descrito por Carvalho (2007), porém
com algumas modificacbes descritas no anexo 1. O agar foi totalmente formulado em
laboratério, com a adi¢do dos principais componentes da formulacdo comercial. Antes do
ensaio de isolamento das BAL dos queijos de coalho, o meio elaborado in house foi testado
com cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (ATCC 11842) e Lactobacillus

casei cepa Shirota.

Inicialmente para o isolamento, foram retiradas assepticamente em capela de fluxo
laminar, porcGes de vérias partes do queijo, de forma a obter uma amostra representativa de
10 g do produto, o qual foi homogeneizado em 90 mL de agua peptonada 0,1% (p/v), em saco
de stomacher. Diluicdes seriadas foram preparadas a partir da primeira diluicdo (107 até a
obtencéo da diluicdo 10, onde um volume de 100 pL de cada diluicéo foi adicionado 900 pL
de agua peptonada em microtubos de 1,5 mL e homogeneizados em vortex. Em seguida, 100
uL das diluicdes 10 10®° e 10° foram semeadas em superficie de 4gar MRS pelo método
espalhamento de superficie (spread-plate) com auxilio da al¢a de Drigalski, e incubadas em
jarra de anaerobiose a 25°C por até 72 horas, como descrito por Costa (2016). Transcorrido
esse periodo, foram selecionadas placas para realizagdo de caracterizacdo das col6nias,
coloracdo de Gram, teste de producdo de urease e catalase. Apds estes testes, as colonias
foram semeadas em caldo MRS a 35°C por 48 horas e, apds seu crescimento, estriadas em
placas de agar MRS, incubadas em estufa a 35°C por 24 horas. Por fim, os isolados
identificados como BAL foram armazenados a -70°C em caldo BHI com glicerol a 20% (v/v)

para realizacdo de estudos futuros.
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3.3 Caracterizacgao de colénias

As caracteristicas das colbnias foram definidas quanto ao tamanho, podendo ser
puntiformes, pequenas, médias ou grandes. Quanto a forma da colbnia, se circular,
filamentosa, irregular, rizoide ou fusiforme. Quanto a elevagdo da col6nia, na forma plana,
elevada, convexa, crateriforme ou papilada. Quanto & margem da colbnia, se inteira,
ondulada, lobulada, filamentosa ou espiral. Quanto a densidade, se transparente, opaca ou
translicida. Quanto a consisténcia, se brilhante, cremosa, seca ou mucoide; quanto a
coloracéo, a depender do meio em que foi cultivada, podendo-se observar as seguintes cores:
amarela, branca, branca acinzentada, cinza, rosa, esverdeada, preta, alaranjada, creme e
incolor (ANVISA, 2004).

3.4 Caracteristicas morfotintoriais

A identificacdo morfoldgica e tintorial foi realizada pelo método de coloracdo de
Gram. No caso das bactérias &cido laticas sdo exclusivamente Gram-positivas e podem ser

agrupadas como cocos, cocobacilos ou bacilos (AXELSSON, 2003).

3.5 Teste de producéo de catalase e urease

Para o teste de producdo de catalase, observou-se a formacédo imediata de bolhas de
gas ao colocar a bactéria em contato com perdxido de hidrogénio a 3%, sendo este um
indicativo da presenca da enzima catalase na amostra. Esta reagdo justifica-se devido a
conversao do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio gasoso ap0s entrar em contato com
a enzima catalase. No caso das bactérias acido laticas, estas se enquadram no grupo das
catalase negativa (NOGUEIRA E MIGUEL, 2009; FORSYTHE, 2013).

O teste de urease foi realizado com intuito de avaliar a produgdo de urease, uma
enzima que degrada a ureia, liberando aménia e CO,, a qual reage formando carbonato de
amonio que aumenta o pH do meio de cultura, indicada pela mudanca de sua coloracdo. Para
0 teste, foi coletada amostra da colonia isolada em placa de Petri, utilizando-se agulha
bacterioldgica, e inoculando-se em tubos de ensaio contendo agar ureia pela técnica de picada
em profundidade (NOGUEIRA E MIGUEL, 2009). De acordo com Mora (2014), algumas
BAL com caracteristicas probioticas sdo urease positivas, assim como algumas bactérias que
compdem a microbiota intestinal humana. Microrganismos considerados urease positivos
apresentam como vantagem o fornecimento de uma fonte extra de nitrogénio para as bactérias

benéficas ao corpo humano, proveniente do amonio liberado durante a degradacao da ureia.
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3.6. Teste de antagonismo in vitro.

Foram selecionadas para o teste de antagonismo as bactérias Gram-positivas em
formato de cocos ou bastdes, catalase negativas, as quais apresentaram caracteristicas de

bactérias laticas, de acordo com Forsythe (2013).

Os ensaios para o teste de antagonismo foram realizados de acordo com o método
descrita por Tagg et al., em 1976, com adaptacdes de Costa (2014). As bactérias acido laticas
foram cultivadas em caldo MRS a 36°C durante 72 horas. ApoOs este periodo, foram
adicionadas trés discos de papel estéreis com seis mm de didmetro (tamanho equivalente a um
disco de antibiograma) na superficie do &gar MRS com a utilizacdo de uma pinca estéril. Em
sequida, 10 pL do caldo contendo as BAL foram inoculadas sobre os discos, conforme
descrito por Silva e Paulo (2018). As placas foram feitas em triplicata, e incubadas sob

aerobiose em estufa a 36°C por 48 horas.

Segundo Duarte et al. (2013), ha uma necessidade do periodo de incubagdo de
bactérias acido laticas ser mais extenso para que possam exibir sua atividade antimicrobiana,
sendo que esses autores demonstraram que o periodo de 72 horas de incubacdo a uma
temperatura de 37°C sob condicdes de aerobiose apresentou os melhores resultados para a

producédo de &cido latico e inibicdo de bactérias patogénicas.

As cepas utilizadas no teste para serem inibidas pelas BAL foram Escherichia coli
(ATCC 8739), Salmonella enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028) e Listeria innocua
(CLIP 12612), as quais foram cultivadas em caldo TSB enriquecido com 0,6% de extrato de
levedura (TSB-YE) por 24 horas a 36°C. Decorrido este periodo, foi inoculada uma
sobrecamada de 10 mL de agar BHI semi-sélido (0,75%), contendo as cepas a serem inibidas,
previamente diluidas em solugdo salina na concentracdo de 0,5 de acordo com a escala de Mc
Farland sobre a superficie do 4gar MRS contendo os discos de papel filtro impregnados com
as bactérias acido laticas conforme adaptacdo citada por Costa (2016). As placas foram
incubadas em condicdes de aerobiose em estufa a 36°C durante 24 a 48 horas. Decorrido este
periodo, verificou-se a presenca de halo de inibicao, independente do seu didmetro, sendo este
um forte indicativo de atividade antagonista frente as bactérias Escherichia coli, Salmonella

Typhimurium e Listeria innocua.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 13 amostras de queijo de coalho analisadas, foram selecionadas para avaliacdo 42
colbnias de micro-organismos nas placas de MRS, entre estas foram verificadas a presenca de
leveduras e bactérias com morfologia de cocos ou bacilos, todas Gram-positivas. Destas, 36
(85,71%) apresentaram-se negativas para o teste de catalase, 14 (33.3%) apresentaram
morfologia de cocos, 24 (57,14%) apresentaram morfologia de bacilos, caracteristicas tipicas
de bactérias acido laticas, conforme descritas por Axelsson (2004), e trés col6nias (7,14%) se

apresentaram como leveduras na coloracdo de Gram (Figura 1).

Os resultados apresentados apds o teste de urease foram considerados como “fraco
positivo”, visto que a alteracdo de coloracdo do meio de cultura utilizado ocorreu de forma
muito leve em 10 (4,2%) dos 25 (59,52%) isolados testados (Figura 2). A producéo de urease
no meio de cultura é indicada pela mudanca de sua coloragdo, alterando de amarelo (controle
negativo) para rosa intenso ou vermelho (FERNANDES, 2014). Estudos realizados por Mora
(2014) relataram a existéncia de algumas BAL urease positivas utilizadas em produtos lacteos

fermentados, a exemplo do Lactobacillus reuteri e S. thermophilus.
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Figura 1 - Caracteristicas morfotintoriais de bactérias acido laticas isoladas de queijos de coalho
do agreste de Pernambuco. a) bacilos agrupados; b) bacilos agrupados como diplobacilos; c)
leveduras; d) cocos. Fonte: Arquivo pessoal (2019).

Figura 2. Teste de urease em col6nias presuntivas de bactérias acido laticas. Fonte: Arquivo
pessoal (2019).
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A escolha do &gar MRS para cultivo de bactérias acido laticas justifica-se devido a sua
capacidade de manter viavel uma grande variedade de espécies destas bactérias, como
comprovaram em seus experimentos Carr et al. (2002). Durante este experimento até a fase de
teste de antagonismo, observou-se a perda da viabilidade de varios isolados as sucessivas
repicagens em caldo MRS, o que também foi observado por Carvalho (2007) durante a
verificagdo da morfologia dos microrganismos, sendo considerados ndo cultivaveis devido sua
fragilidade quando isolados individualmente. Conforme Axelsson (2003), as necessidades
nutricionais das BAL sdo complexas, sendo estas dependentes da presenca de um carboidrato
fermentavel para seu crescimento ativo e producdo de acido latico, se homofermentativas ou
producdo de &cido acético, etanol e dioxido de carbono além do &cido latico, no caso de

heterofermentativas.

Em meio agar MRS, as col6nias presuntivas de bactérias &cido laticas crescem com
uma coloragdo esbranquigada, consisténcia mucoide ou cremosa, de tamanho pequeno e

forma arredondada ou ovalada (Figura 3).

Figura 3: Col6nias presuntivas de bactérias 4cido laticas. Em a) coldnias formadas sobre Agar
MRS pela técnica de espalhamento em superficie (spread plate); b) coldnias formadas em meio ao
Agar MRS pela técnica de espalhamento em profundidade (pour plate). Fonte: Arquivo pessoal
(2019).

Para o teste de antagonismo foram selecionados 12 isolados (Tabela 3) com
caracteristicas indicativas de BAL, com morfologia de cocos ou bacilos, Gram-positivos e

catalase negativo, utilizando-se como controle Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
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pertencente ao banco de cepas do LAPEMI. A atividade antag6nica in vitro frente as estirpes
de Salmonella Typhimurium, E. coli e L. innocua foi demonstrada pela presenca de halo de

inibicdo independente do seu tamanho.

Tabela 3. Teste de agdo antagonista in vitro pela formacdo de halo de inibi¢do. Bactérias acido
laticas provenientes de queijo de coalho artesanal que apresentaram acdo inibitéria contra
Salmonella Typhimurium, E. coli e L. innocua.

Teste de antagonismo

Isolados Morfologia E. coli S. Typhimurium L. innocua
(ATCC 8739) (ATCC 14028) (CLIP 12612)

Q113 Cocos (+) (+)

Q5.1 Bacilos (+) (+)

Q6.1 Cocos (+)

Q6.2 Bacilos

Q8.1 Bacilos

Q8.2 Bacilos

Q9.2 Bacilos (+) (+)

Q10.1 Bacilos (+) (+)

Q 10.2 Bacilos (+)

Q11.2 Bacilos (+)

Q121 Cocos (+) (+) (+)

Q131 Bacilos (+) (+)

L. delbrueckii Bacilos (+) (+) (+)

No presente estudo, 9 (64,27%) colbnias apresentaram forte halo de inibi¢do contra E.
coli, 5 (35,71%) formaram halo contra Salmonella Typhimurium, e 5 (35,71%) formaram
halo de inibicdo para L. innocua. Os resultados deste experimento apresentam uma forte
concordancia com os obtidos por Duarte et al. (2013), os quais demonstraram acgdo
antagonista contra E. coli, onde em 3,3% (um) houve formacdo de halo de 10 mm e 16,6%

(cinco) apresentaram halos de 12 mm de diametro.
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Os halos de inibi¢éo sobre o crescimento das cepas patogénicas utilizadas neste estudo

ao redor das areas correspondentes ao crescimento de bactérias acido laticas podem ser

visualizados nas figuras 4, 5,6 e 7.

Figura 4: Inibicdo de E. coli por BAL Figura 5: Inibicdo de L. innocua por BAL
isolado Q 5.1. Fonte: Arquivo pessoal isolado Q 13.1. Fonte: Arquivo pessoal

(2019) (2019)

Figura 6: Inibi¢do de E. coli por BAL Figura 7: Inibi¢&o de E. coli por BAL
isolado Q 6.1. Fonte: Arquivo pessoal isolado Q 13.1. Fonte: Arquivo pessoal

(2019) (2019)

Resultados semelhantes também foram obtidos por Chioda et al. (2007), os quais
observaram em seus experimentos acdo antagonista de algumas cepas de BAL contra
Salmonella spp., E. coli O157:H7, S. aureus, Listeria innocua e Pseudomonas fragi pela
simples presenca de halo de inibicdo, e afirmam que a variagdo da formacdo de um halo para
outro pode ocorrer em decorréncia da producdo em maior ou menor quantidade de substancias
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antimicrobianas como perdoxido de hidrogénio, acidos organicos e bacteriocinas. Tais
resultados também corroboram com os encontrados por Pereira e Gomes (2007), onde em
seus experimentos observaram que a maior inibicdo encontrada ocorreu contra E. coli e S.

aureus, respectivamente.

Neste experimento, a avaliacdo da natureza das substancias antagonistas produzidas
pelas culturas utilizadas ndo foi realizada, assim como no trabalho desenvolvido por Duarte et
al. (2013), sendo as atividades inibitorias possivelmente justificadas pelo trabalho
desenvolvido por Pereira e Gomes (2007) e Chioda et al. (2007), os quais observaram que,
durante a fase de multiplicacdo das bactérias acido laticas, ocorre a queda do pH do meio em
decorréncia da presenca de acido latico e outros por elas produzidos, fatores estes que podem
determinar a inibicdo do crescimento de culturas patogénicas e deteriorantes de alimentos por
proporcionar um ambiente indspito para sua sobrevivéncia.

De acordo com Moreira (2007) e Aradjo (2016), bactérias do género Salmonella
crescem em uma ampla faixa de pH que varia entre 4,5 e 8,0, com sua faixa 6tima de 6,0 a
7,5. Ja o género Listeria cresce em pH 6timo de 6,0 a 8,0, embora consiga se multiplicar em
pH entre 4,0 e 9,5, e E. coli, pertencente ao grupo dos coliformes termotolerantes, apresenta
um pH étimo em torno de 6,0 a 8,0. Estudos realizados por Sabo et al. (2014) e Loureiro
(2015), apontam que as bactérias acido laticas apresentam certa tolerancia a meios acidos, o
principal produto da sua fermentacdo é o acido latico e o seu pH 6timo de crescimento varia
de 4,0 a 7,5, apesar de suportarem pH tdo baixo quanto 3,8, como relata Forsythe (2013).

Uma segunda hipétese que pode justificar a influéncia na formagdo dos halos de
inibicdo é o fato das bactérias acido laticas se desenvolverem ao mesmo tempo em que as
cepas de Salmonella Typhimurium, E. coli e L. innocua utilizadas neste trabalho,
proporcionando a inibicdo por competicdo pelos nutrientes do meio de cultura utilizado
(DUARTE et al., 2013).

Levando-se em consideracdo a importancia da fabricacdo e comercializacdo de queijos
de coalho artesanais no estado de Pernambuco, sobretudo em relacdo a promoc¢édo da Saude
Publica, incluindo em sua confeccdo as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), pesquisas
relacionadas com a utilizacdo de bactérias acido laticas como bioconservantes e inibidoras de
patdgenos estdo em crescente avango, pois sua habilidade em promover atividade antagonista
pode contribuir para sua utilizacdo na industria de alimentos.

A crescente busca das industrias por microrganismos capazes de compor a microbiota
de alimentos considerados probioticos tem aumentado o interesse por estudos mais detalhados

acerca dos seus efeitos no organismo humano e da forma correta de sua utilizagdo, com
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intuito de proporcionar saude e bem estar a populagdo, na tentativa de melhorar a qualidade
nutricional e aumentar a expectativa de vida destes individuos, através da alimentacao, por ser
esta, um fator primordial na prevencéo e controle de varias doencas e na promogao da saude.
O estudo do efeito inibitdrio das bactérias acido laticas frente as bactérias patogénicas,
de um modo geral, é de extrema importancia, visto ser esse um dos pré-requisitos para a
utilizacdo de BAL como bioconservadores pelas indastrias de alimentos. Uma vez que
demonstram grande capacidade de proporcionar um meio acido e sobreviver nele, a0 mesmo
tempo preservando sua capacidade de produzir bacteriocinas, 0 que faz com que algumas
bactérias patogénicas e deteriorantes ndo sobrevivam neste tipo de ambiente, considerado

desfavoravel para sua multiplicacéo.
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CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel isolar e identificar bactérias acido laticas de queijos de
coalho artesanais, bem como testar e comprovar sua capacidade inibitoria frente a bactérias

consideradas prejudiciais aos alimentos e consumidores.

Sendo assim, as caracteristicas de resisténcia ao meio acido, as proprias bacteriocinas
e 0 poder antagbnico observados nas bactérias testadas podem contribuir para sua utilizacdo
em alimentos, uma vez que podem aumentar seu tempo de prateleira, conservar suas

caracteristicas originais, trazendo ainda grandes beneficios a satde da populacéo.
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ANEXO 1. CONFECCAO DO MEIO DE CULTURA AGAR MRS: FORMULA PARA
1L.

Os principais compostos quimicos comerciais utilizados para a formulagdo do agar
MRS estdo descritos na tabela abaixo com suas respectivas propor¢des. As substituicdes de
compostos quimicos foram as seguintes: Substituiu-se o polissorbato 80 (Tween 80) por
polissorbato 20 (Tween 20) em meio liquido em concentracdo proporcional ao primeiro -
Citrato de amonio foi substituido por citrato de amdnia com ferro, e o sulfato de manganés foi
substituido por cloreto de manganés. Ao final, o pH foi ajustado para 6,4 +/- 0,2.

Tabela 4. Confeccdo do meio de cultura MRS (Man, Rogosa e Sharpe), modificado in house.

Composto Quimico Quantidade
Enzima Tecidual Animal 10g
Extrato de Carne 10g
Extrato de Levedura 59
Dextrose 209
Acetato de Soédio 59
Polissorbato 80 (Tween 80) 1mL
Citrato de Amonio e Ferro 24
Cloreto de Manganés 0,05 g
Sulfato de Magnésio 0,1g
Agar Bacteriol6gico 159

Modo de preparo do meio de cultura: Pesar em balanca de precisdo todos 0s
componentes do meio conforme recomendacGes do fabricante, suspender em 1 L de &gua
destilada, ajustar o pH e sé ap0s acrescentar o agar. Ferver no micro-ondas por 1 minuto ou
até diluicdo e homogeneizacdo total dos componentes, autoclavar por 15 minutos a
temperatura de 121°C. Apos esterilizacdo, o meio tem aspecto ligeiramente turvo e ambar
claro a médio.



