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1. INTRODUCAO

As bactérias acido laticas (BAL) apresentam-se na forma de cocos ou
bacilos, Gram positivos, ndo formadores de esporos, catalase e oxidase negativa,
anaerobios, anaerobios facultativos ou microaerdfilos e estritamente
fermentativos, produzindo &cido latico como unico ou principal produto final do
metabolismo dos carboidratos (AXELSSON, 2004). As BAL representam um
grupo de diversos micro-organismos presentes em habitats ricos em nutrientes
como nos alimentos, particularmente em produtos lacteos, carneos e vegetais
(MASSAGUER, 2005). Essas bactérias tém relevancia, tanto na industria de
alimentos quanto em saude publica, por apresentarem caracteristicas
transformadoras, probidticas e bioconservadoras (LEROY; DE VUYST, 2004).
Particularmente, em funcdo do metabolismo da glicose, sdo classificadas como
homofermentativas, pela producdo de acido lactico como o principal ou Unico
produto e heterofermentativas, produtoras de igual quantidade de acido lactico,
diéxido de carbono e etanol, além da producdo de compostos de flavor e aroma,
como acetaldeido e diacetileno (JAY et al., 2005). No presente estudo objetivou-
se isolar BAL com potencial tecnolégico para posterior aplicacdo em produtos
lacteos.

2. METODOLOGIA

A coleta das amostras ocorreu em estabelecimentos localizados na Fronteira
entre Brasil (Santana do Livramento) e Uruguai (Rivera), sendo adquirida uma
amostra de queijo sbrinz e uma de queijo parmesdo. As amostras foram
transportadas na propria embalagem em ambiente isotérmico até o laboratério de
Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).
Primeiramente, procedeu-se com a determinacdo de umidade dos queijos de
acordo com INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2004).

Para realizar uma prévia selecéo dos isolados, optou-se por modificar o meio
de cultura 4gar De Man Rogosa e Sharpe (MRS) (Oxoid), simulando fatores
tecnolégicos. Para isso, foram realizadas um total de (7) sete formulacdes
diferentes com NaCl a 3% e 9%, NaNO, a 150 mg.kg-1, adi¢do de &cido latico
para obtencéo de pH 4,5 e 3,0 e sais biliares a 0,3 e 1%. Para a realizacdo das
analises microbiolégicas foram pesadas 25 gramas da amostra e adicionado 225
mL de agua peptonada a 0,1%. ApoOs, procedeu-se as diluigbes decimais, onde
0,1mL de cada uma dessas diluicdes foi semeada em placas de petri, contendo
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agar MRS modificado. As placas foram incubadas em anaerobiose por 72 horas a
37°C.

As bactérias que cresceram nas condi¢des de pré-selecao foram isoladas e
transferidas para tubos contendo caldo MRS (Oxoid) modificado com as mesmas
formulacdes ja citadas para que fossem avaliados os demais fatores tecnoldgicos.
Os tubos foram incubados por cinco dias a 37°C. Adotou-se a turvacdo do meio
como indicativo da resisténcia do micro-organismo. Os isolados resistentes a
todos os fatores tecnoldgicos foram submetidos a coloracdo de Gram e ao teste
da catalase. Posteriormente, bacilos e cocos Gram positivos e catalase negativa
foram avaliados quanto ao seu perfil fermentativo. A capacidade de fermentar
glicose com producéo de gas foi determinada em tubos de ensaio contendo tubos
de Durhan e caldo MRS suplementado com 3% de glicose. A incubacao se deu a
37°C por 48h (LIMA et al., 2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Determinacao do teor de umidade dos queijos

Os queijos, Sbrinz e Parmesdo apresentaram teores de umidade de
(31,2%) e (29,63%), respectivamente. O teor de umidade dos alimentos reflete o
tipo de micro-organismos presentes, pois as bactérias sdo mais exigentes em
umidade quando comparadas a leveduras e bolores (FRANCO e LANDGRAF,
2008). Sendo assim, queijos maturados e mais secos, possuem uma microbiota
mais seletiva e resistente. O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos
queijos Parmeséo e Sbhrinz os classifica como queijos de baixa umidade (umidade
menor que 36%), estando de acordo com o0s resultados obtidos no presente
estudo.

3.2. Perfil tecnoldgico dos isolados

Foram selecionados dezoito (18) isolados, sendo que desses, onze (11)
apresentaram-se resistentes aos sete fatores tecnologicos (Tabela 1).

Tabela 1: Perfil Tecnoldgico de BAL Isoladas de Queijo Parmeséo e Sbrinz.

Fator de Condicdes testadas
Isolado  Queijo Pre- NaCl NaCl 03% 1%

selegao 9% 3% pH45 pH3 bile bile  NaNO,
1 Parmesdo 9% NaCl @) 0] X X @) X (0]
3 Parmesdo 9% NaCl O 0] X X X X O
4 Parmesdo 9% NaCl @] (@] X X X X (0]
7 Sbrinz 9% NaCl o] (0] X X X X (0]
11 Sbrinz 9% NacCl O (0] X X O X (e}
12 Sbrinz 9% NaCl o] (0] X X X X (0]
13 Parmesdo NaNO2 @) 0] @) @) @) @] O
15 Parmesdo NaNO2 O o @) @) @) O O
18 Parmesdo NaNO2 @) 0] @) @) @) @] O
22 Sbrinz pH 4,5 o] (0] o] o] o] o] (0]
23 Sbrinz pH 4,5 o] (0] o] o] o] @] (0]
24 Sbrinz pH 4,5 o] (0] o] o] o] o] (0]
28 Sbrinz NaNO2 o] (0] o] o] o] o] (0]
29 Sbrinz NaNO2 o] (0] o] o] o] o] (0]
30 Sbrinz NaNO2 @) 0] @) @) @) @] O



34 Sbrinz ~ 0,3% bile o) @) o) o) o) 0] @)
35 Sbrinz ~ 0,3% bile o) @) o) o) o) O o
36 Sbrinz__ 0,3% bile O] ) O] X O] O] 0]

O =resistente X= nao resistente

Bactérias probidticas devem possuir a capacidade de sobreviver as
condi¢bes do trato gastrointestinal (TGI) para entdo colonizar o intestino e causar
efeito benéfico ao hospedeiro (FAO/WHO, 2001). Sendo assim, 0 presente
trabalho revela que os isolados resistentes ao pH &cido e a concentracfes de sais
biliares possuem um potencia probidtico.

Os isolados resistentes a todos os fatores tecnolégicos (13, 15, 18, 22, 23,
24, 28, 29, 30, 34 e 35) ndo apresentam a enzima catalase. Desses onze
isolados, cinco apresentaram morfologia de bacilos e seis morfologia de cocos.
HERMANNS et al. (2012) isolaram durante dois periodos de coleta de amostras
de leite in natura e queijos artesanais (verdo e inverno), cento e doze col6nias
onde 54,46% dos isolados demonstraram-se positivos para coloracdo de GRAM e
negativos para catalase, caracterizando-se como BAL.

Para a fermentacdo da glicose ndo se constatou formacdo de gas no tubo
de Durhan o que indica perfil homofermentativo. A utilizacdo de bactérias homo
ou heterofermentativas vai depender do produto que se deseja obter,
considerando as caracteristicas de cada produto. Queijos artesanais geralmente
utilizam bactérias homofermentativas, pois seu principal metabdlito consiste em
acido latico (CARR et al., 2002).

4. CONCLUSOES

Conclui-se que é possivel isolar BAL com potencial tecnoldgico e probiotico
a partir de queijos com baixo teor de umidade. Andlises posteriores, de
identificacdo molecular para confirmacdo de género e espécie dos micro-
organismos serao necessarias, para futura aplicacdo em lacteos.
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