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RESUMO - A producédo artesanal de queijos € uma atividaae perdura, mesmo frente aos processos
industriais. Estes queijos, mesmo sem a adicaoutteras iniciadoras, podem conter bactérias acidicds
(BAL), as quais podem produzir alteracbes desejéaei caracteristicas sensoriais e possuir antagorirente

a micro-organismos patogénicos. Este trabalho igbjeto isolamento de BAL de queijos artesanais e a
verificacdo de antagonismo frent&&phylococcus aureuBoram adquiridas 4 amostras de queijos de producé
artesanal em feiras locais, a partir dos quaisrdaiizada o isolamento de BAL. De cada amostranfora
selecionadas 5 col6nias e caracterizadas quantofalogia e prova da catalase, para a identificgg@suntiva
como BAL. As colbnias que apresentaram caractesstitipicas de BAL foram submetidas ao teste de
antagonismo frente 8taphylococcus aurewstravés do métoddSpot-on-the-lawn!” Apenas dois isolados ndo
foram classificados como BAL, totalizando 18 isaladaracteristicos (90%). Destes, apenas um néseagiou
antagonismo, enquanto os 17 restantes apreserttatasde inibigdo variando entre 12 e 35 mm, caraeindo

um antagonismo médio/alto. Com isso, pode-se mfie BAL isoladas de queijos artesanais apresentam
potencial para uso como culturas iniciadoras, pddexontribuir com uma maior uniformidade das
caracteristicas sensoriais, além de garantiremdesdo consumidor através da inibicdo de patégdaasigem
alimentar associados a estes produtos.

Palavras-chave Spot-on-the-lawnBactérias acido laticas, Antagonismo, Bactératsgenicas.

1 INTRODUCAO

Atualmente, apesar da intensa modernizagdo dosegsos de producdo de alimentos, as praticas

tradicionais de fabricacdo de produtos artesafiaisgerduram.
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No Estado do Rio Grande do Sul, a producao arésknqueijos ainda é elevada. A preferéncia por
este tipo de produto é justificada pelos consumisipor possuir melhores caracteristicas sensar@is) sabor
e aroma, quando comparados com outros queijos pomuindustrialmente. Segundo Funck et al. (20a4),
processos necessarios a producao de queijos aitesdo transferidos verbalmente de geracédo paagagee
ndo sédo padronizados, porém todos utilizam leiteeomo matéria-prima, o qual possui uma microbiatéada,
que inclui bactérias &cido lacticas (BAL) respomssaipela fermentagdo espontédnea do produto (ALEXRED
et al., 2002).

As BAL contribuem com o desenvolvimento de candstieas sensoriais desejaveis nos produtos,
devido a atividade proteolitica e lipolitica, beonmm com a conservacao do valor nutritivo da maifgtiima
(MAGRO et al., 2000). Outra caracteristica impatathessas bactérias € a atividade antagonistappmlacéo
de acidos organicos, peroxido de hidrogénio, diacattabdlitos de oxigénio, entre outros (JUVENGHSYED;
LINDNER, 1992), frente a micro-organismos patogésie deteriorantes, con8taphylococcuspp.,Listeria
spp., Salmonellaspp.,Bacillus spp.,Pseudomonaspp. e bactérias do grupo coliforme (ALEXANDREagt
2002).

Para detectar e quantificar a atividade antimiard existem diversas técnicas. Dentre as pes@ssad
encontram-se ensaio de difusdo em pocos (LEWUSSER, MONTVILLE, 1991), ensaio de difusdo em disco
(PULUSANI et al.,1979) e o métodspot on the lawh(LEWUS; KAISER; MONTVILLE, 1991), entre outros.
Algumas dessas técnicas sdo baseadas na diluicggedte microbiano em caldo, enquanto a maiorizseia
na difus@o destes agentes em culturas semeadagaerséfido ou semi-sélido, com inibicdo de crescitoale
organismos sensiveis.

Staphylococcus auredsum micro-organismo amplamente pesquisado eneatos, pois sua presenga
estd associada a praticas de higiene e manipulagdequadas, podendo causar intoxicagdo alimerfar p
producéo de enterotoxina (PINTO; GUIMARAES, 2001).

Dentro deste contexto, o objetivo do presentedestoi isolar bactérias lacticas (BAL) de amostlas
queijos artesanais comercializados na cidade detaBel RS, e testar sua atividade antagOnica frante

Staphylococcus aureus

2 MATERIAL E METODOS

Quatro amostras de queijos produzidos artesansneeocomercializados em feiras livres da cidade de
Pelotas — RS foram adquiridas entre os anos de 202012 (duas em cada ano). As amostras foram
acondicionadas sob refrigeracdo e encaminhadas amratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimerffeguldade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas (DCTA/FAEM/UFPel).

Para o isolamento de bactérias acido lacticaamasstras de queijo, foi seguido o protocolo prapost
por Silva et al. (2010), onde 25 g de cada amdsiraomogeneizada com 225 mL de agua peptonadag@il
10%) , tendo sido preparadas diluicées decimais sasiaté 10. De cada diluicdo foram retiradas aliquotas de

0,1 mL e espalhadas sobre a superficie de placBstdecontendo agar De Man Rogosa Sharpe (MRSjuas
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foram incubadas em anaerobiose 8C3for 48 horas. Apds este periodo de incubacaamfeelecionadas, da
maior diluicdo (10) de cada amostra, 5 colénias morfologicamenténtist sendo cada uma destas inoculada
separadamente em tubos de ensaio contendo 5 maldie MRS, e, posteriormente, incubadas a 37°C por 2
horas. Apds a incubacédo, de cada tubo de ensamfogtiradas aliquotas e inoculadas, separadaneite,
técnica de esgotamento, sobre a superficie degpticRetri contendo agar MRS, a fim de garanturdigacao

das colbnias. As placas foram incubadas em anasmbi 37°C por 48 horas. As coldnias isoladas abpela
técnica de esgotamento foram espalhadas, sepanai@arsebre a superficie de tubos de ensaio contagalo
MRS inclinado, os quais foram incubados a 37°C Zrhoras. As colbnias crescidas sobre o agar MRS
inclinado foram utilizadas para a realizacdo datete de coloracdo de Gram, catalase e determirdasio
caracteristicas morfologicas. As cepas identifisadamo Gram positivas e que apresentaram auséacia d
enzima catalase foram avaliadas quando a atividatteagbnica frente ao micro-organismo indicador
Sthaphylococcus aureUSTCC 6538. Para isso, através do méto8pdt-on-the-lawh (LEWUS; KAISER;
MONTVILLE, 1991) aliquotas de 2 uL de cada ceparioinoculadas em placas de Petri contendo agar, MRS
seguidas de incubacado a 37°C por 24h. Decorridopesiodo, as placas com crescimento em gota negebe
uma sobrecamada de, aproximadamente, 10 mL de Biltlacrescido de 0,8% de &gar-agar e inoculado com
10° UFC/mL do micro-organismo indicad&r. aureusATCC 6538, e foram incubadas em aerobiose®g por

24 horas. A medida dos halos de inibicdo (em mimefalizada com o auxilio de um paquimetro apésriopdo

de incubacéo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinco cepas foram selecionadas de cada amostatizando 20 cepas), tendo sido identificadas como
A ou B aquelas isoladas no ano de 2011, e C ouuBlas)isoladas em 2012, e analisadas quanto alog&p
através do método de coloragdo de Gram, e a acdnzima catalase na decomposicao do peroxido de
hidrogénio (HO,) em agua e oxigénio. Com excec¢do dos isolados AS, ¢odas as cepas foram caracterizadas
como Gram positivas e catalase negativas, sendsifitadas presuntivamente como pertencentes qo glas
bactérias lacticas e testadas quanto a acdo artagfiante ao micro-organismo indicadStaphylococcus
aureusATCC 6538.

A tabela 1 apresenta a morfologia e as caradtardstlas colénias das cepas de bactérias acidcakct
isoladas de queijos artesanais nos anos de 20012 2em como os halos de inibicdo (em mm) encdosrao

teste de antagonismo.



AN
NUPE |y

Universidade | Engenhariade
de Passo Fundo Alimentos

PARA A REGIAO SUL p 4/6
Passo Fundo/RS, 17 e 18 de outubro de 2013

) SIMPOSIO DE  ssN 2236-0409
\’ ALIMENTOS v. 8 (2013)

Tabela 1 — Caracteristicas das colénias e morfaldgs cepas de bactérias acido lacticas isoladgsa®s

artesanais nos anos de 2011 e 2012 e halos dgdimiphm) do teste de antagonismo.

Ano do Cddigo do o . Morfologia dos Halos de inibicdo
isolamento| isolado Caracteristicas das colonias micro-organismos (mm)

Al Brancas, redondas, lisas e grandes Bacilos 30
A2 Brancas, redondas, lisas e grandes Bacilos 33
A4 Brancas, redondas, lisas e pequenas Cocos " s/C

2011 Bl Brancas, redondas, lisas e grandes Codlodac 27
B2 Brancas, redondas, lisas e grandes Bacilos 31
B3 Brancas, redondas, lisas e grandes Bacilos 24
B4 Brancas, redondas, lisas e pequenas Bacilos 27
B5 Brancas, redondas, lisas e pequenas Bacilos 35
C1 Brancas, redondas, lisas e grandes Cocos 12
Cc2 Brancas, redondas, lisas e grandes Coco-bacilgs 13
C3 Brancas, redondas, lisas e grandes Cocos 22
C4 Brancas, redondas, lisas e grandes Cocos 15

2012 C5 Brancas, redondas, lisas e grandes Cocos 20
D1 Brancas, redondas, lisas e grandes Cocos 25
D2 Brancas, redondas, lisas e grandes Cocos 17
D3 Brancas, redondas, lisas e grandes Cocos 15
D4 Brancas, redondas, lisas e grandes Cocos 17
D5 Brancas, redondas, lisas e grandes Cocos 15

"S/C: Sem crescimento

Todas as cepas apresentaram colbnias caracteyiipgeas do grupo das bactérias lacticas (brancas,
redondas, lisas e grandes), algumas diferindo apemarelacdo ao tamanho, como os isolados A4, B8, e
cujas colbnias apresentaram tamanho inferior asigem

Quanto a morfologia das colbnias, verificou-se udii@renca expressiva entre as amostras das
diferentes coletas, com predominéncia de bacilb%of7entre os isolados com potencial antagdnicorimagpra
coleta (2011), e predominéncia de cocos (90%) garska coleta (2012).

De acordo com De Vuyst e Vandamme (1994), exist@mgéneros de BAL considerados validos:
Aerococcus Alloiococcus Bifidubacterium Carnobacterium Enterococcus Lactobacillus Lactococcus
Leuconostoc Pediococcus Streptococcus Tetragenococcuse Vagococcus Destes géneros, cinco séo
comumente encontrados em queijbactococcusLactobacillus StreptococcusLeuconostoe Enterococcus
(BERESFORD et al., 2001; FOX et al., 2000). Obsetieaas morfologias encontradas nos isolados, pede-s
inferir a presenca do génelractobacilluse de pelo menos um dos géneros cujos micro-omgasisipresentam
forma de cocos.
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Com relagdo ao teste de antagonismo, com excecéepd A4, todas as demais apresentaram formacao
de halo durante o teste (média dos halos de imibica2,2 mm), indicando potencial acao antagdnmieaté ao
micro-organismo indicadd@taphylococcus aureus

Sip et al. (2012) testaram a acdo antagbnica de@@as de bactérias lacticas isoladas a partju€eio
golkafrente alisteria monocytogeneg encontraram 284 isolados ativos contra esteomiganismo. Destes,
83% apresentaram zonas de inibi¢cdo variando eftee 22 mm, o que, segundo os autores, é considerado
antagonismo médio/alto.

Com o objetivo de caracterizar a microbiota deijquminas frescal, Ortolani (2009) observou altas
frequéncias de amostras contendo BAL com atividadéagonista frente d.isteria monocytogenes
Staphylococcus aureusdo tendo sido encontrada, porém, atividade ants@ frente &. Typhimurium. De
acordo com o estudo, 11% das amostras apresensiddade antagdnica frentela monocytogenes 2%
contraS. aureussugerindo uma maior acao inibitéria de BAL sgagdgenos Gram-positivos.

As bactérias lacticas responsaveis pela fermemtdedinimeros produtos alimenticios podem ser
capazes de inibir ou reduzir a contaminacéo poravcganismos deteriorantes e patogénicos. Isidese a
producéo de acidos e varios outros agentes antibi@ros, como diacetil, diéxido de carbono, perdxitanol
e bacteriocinas (HELANDER et al., 1997).

4 CONCLUSAO

Foi possivel isolar bactérias lacticas das amesteaqueijos artesanais, e estas apresentaranssixpre
atividade antagbnica frente & aureus Com isso, pode-se inferir que BAL isoladas deijgseartesanais
apresentam potencial para uso como culturas imicéeg podendo contribuir com uma maior uniformiddede
caracteristicas sensoriais, além de garantiremidesdo consumidor através da inibicao de patogéeasigem

alimentar associados a estes produtos.
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