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Resumo

Dentre os produtos fermentados naturalmente por bactérias laticas (BAL) encontram-se os queijos artesa-
nais. Essas bactérias sdo capazes de produzir substancias antimicrobianas frente a microrganismos deterio-
rantes e patogénicos, com destaque a Listeria monocytogenes. Na regido fronteira noroeste do estado do Rio
Grande do Sul é produzido um queijo tipico, denominado “colonial”, que devido as condi¢cdes de processa-
mento possui uma diversificada populacdo microbiana. O objetivo do presente estudo foi isolar e identificar
BAL de leite cru e queijos artesanais dessa regido com capacidade de produzir substdncias antimicrobia-
nas de natureza proteica, classificadas como bacteriocinas, podendo ser utilizadas como potenciais cultivos
iniciadores. Para isso, foram coletadas amostras em dez produtores de leite e queijos, em duas épocas do
ano (inverno e verdo). As BAL foram isoladas desses produtos e entdo testadas quanto a sua capacidade de
produzir tais substancias, frente a enzimas proteoliticas, usando L. monocytogenes como microrganismo
indicador. Do total de bactérias laticas isoladas, com potencial antagonista, 33,33% mostraram-se capa-
zes de produzir substancias antimicrobianas de natureza proteica, sendo classificadas como possivelmente
bacteriocinogénicas. A identificacdo molecular dos isolados revelou que estes se tratavam de Enterococcus
durans. Concluiu-se que as BAL isoladas podem ser utilizadas como potenciais cultivos iniciadores antimi-
crobianos, supostamente bacteriocinogénicos, em queijos.
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Abstract

Artisanal cheeses are products naturally fermented by lactic acid bacteria (LAB). These bacteria are able to
produce antimicrobial substances against spoilage and pathogenic microorganisms, more noticeably against
Listeria monocytogenes. The Northwest region of Rio Grande do Sul produces a typical cheese called “colonial’,
that presents a diverse microbial population due to processing conditions of this product. The aim of this study
was to isolate and identify LAB in raw cow milk and artisanal cheeses from this region with capacity to produce
antimicrobial substances of protein nature. These compounds are classified as bacteriocins, and the isolated
bacteria may be used as starter cultures. Samples were collected from ten farmers who manufactured milk
and cheese during two seasons (winter and summer). LAB were isolated and their ability to produce protein-
aceous antimicrobial substances was tested against L. monocytogenes in the presence of proteolytic enzymes.
Among the isolated lactic acid bacteria with antagonist potential, 33.33% were able to produce antimicrobial
substances of protein nature, and therefore, were classified as supposedly bacteriocinogenic. Isolates were mo-
lecularly identified as Enterococcus durans. The results of this study indicate that the isolated LAB may be used
as potential starter cultures with antimicrobial properties for cheese production.
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Introducao

0 emprego de leite cru e sem adigao de fermentos
lacteos, na grande maioria dos processos de produ-
¢do artesanal de queijos, fornece a esse produto uma
diversificada populagdo microbiana indesejada, pro-
veniente do préprio leite e também das condigdes hi-
giénico-sanitarias as quais é submetido. Esse aspecto
se caracteriza como um perigo aos consumidores, ja
que além de microrganismos deteriorantes, o produto
pode também servir como veiculo de microrganismos
patogénicos (CAVALCANTE et al,, 2007).

Além dos microrganismos indesejaveis, a micro-
biota é composta também de bactérias laticas (BAL),
as quais sdo inerentes ao leite e desempenham um
papel primordial no processo de fermentacio do
leite e maturacdo dos queijos, conferindo caracte-
risticas sensoriais essenciais (NESPOLO, 2009).

Muitas BAL também apresentam poder de inibi-
c¢do frente a patégenos e deteriorantes como Staphy-
lococcus spp., Listeria spp., Salmonella spp., Bacillus
spp., Pseudomonas spp., Escherichia coli e outras bac-
térias do grupo coliforme (HERNANDEZ; CARDELL;
ZARATE, 2005; NESPOLO, 2009; ORTOLANI, 2009).
A capacidade antagonista deve-se a producdo de
compostos formados em pequenas quantidades a
partir do catabolismo celular, dentre os quais po-
demos citar os acidos organicos (como acido lac-
tico), peréxido de hidrogénio, diéxido de carbono,

diacetil, acetaldeido e substincias antimicrobianas
de natureza proteica, denominadas bacteriocinas
(NAIDU; BIDBLACK; CLEMENS, 1999).

As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobia-
nos sintetizados ribossonalmente, biologicamen-
te ativos, produzidos por diversas espécies de bac-
térias, caracterizados por agirem contra um grupo
especifico de microrganismos da mesma espécie,
ou de diferentes géneros (MARTINIS et al,, 2001;
NESPOLO, 2009; ORTOLANI, 2009). Gragas a sua
natureza proteica, testes de inibigao de sua a¢do an-
tibacteriana com diferentes enzimas proteoliticas
podem ser utilizados para caracterizar a presen-
¢a de bacteriocinas produzidas por BAL (LEWUS;
MONTVILLE, 1991).

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi iso-
lar e identificar bactérias laticas supostamente bacte-
riocinogénicas, em leite cru e queijos artesanais pro-
duzidos na regido da fronteira noroeste do Rio Grande
do Sul, com o intuito de averiguar a viabilidade de uti-
liza-las como culturas iniciadoras em queijos.

Materiais e métodos

A pesquisa foi realizada, inicialmente, junto a
dez propriedades rurais da regido da fronteira no-
roeste do estado do Rio Grande do Sul, onde fo-
ram coletadas amostras de leite (n = 20) e queijos
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(n = 40), em dois tempos de maturacao (1 dia = T1;
7 dias = T7) e em duas épocas do ano (inverno e
verdao). Os experimentos foram realizados junto
aos Laboratérios de Microbiologia e Fisico-Quimica
da Universidade Regional do Noroeste do Estado
do Rio grande do Sul (Unijui) e ao Laboratério de
Bioquimica do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (ICTA/UFRGS).

As BAL foram isoladas em placas de 4gar De Man
Rogosa e Sharpe - MRS (Oxoid Ltda. Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra), sob anaerobiose (Anaerobac,
Probac do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) a 35 °C por 72h
(INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION - IDE 1983).
Destas, foram coletadas cinco coldnias aleatoriamen-
te e purificadas em dgar MRS (Oxoid) para avaliagio
quanto a morfologia, coloracdo de Gram e catalase.
Posteriormente, os isolados purificados e identifica-
dos como Gram positivos e catalase negativos foram
transferidos para caldo MRS (Oxoid), onde foram
cultivados por 18-24h para determinagdo da ativi-
dade antagonista.

A atividade antagonista foi realizada a partir de
linhagens de referéncia de E. coli ATCC 8739, Listeria
monocytogenes ATCC 7466, Staphylococcus aureus
ATCC 1901, Salmonella Typhimurium ATCC 13076 e
como controle positivo a linhagem de Lactobacillus
plantarum ATCC 8014. O teste de antagonismo e a
leitura dos halos de inibi¢do foram realizados de
acordo com o teste da gota (spot-on-the-lawn) pro-
posto por Jacobsen et al. (1999).

Osisolados com atividade antagonista foram tes-
tados quanto a capacidade de producdo de substan-
cias antimicrobianas de natureza proteica frente as
enzimas: pepsina (= 250 un./mg), a-quimotripsina
(=40 un./mg), e proteinase K (2 30 un./mg) (Sigma,
St. Louis, MO, USA), conforme descrito por Lewus
e Montville (1991), com as seguintes modificacdes:
inicialmente, os isolados de BAL foram cultivados
em caldo MRS (Oxoid) a 35 °C por 24h. Dessas cultu-
ras foram inoculadas quatro gotas de 5 pL cada, em
pontos distantes um do outro, em placa de 4gar MRS
(Oxoid). As placas foram incubadas em anaerobiose
a 35 °C por 24h. Decorrido esse tempo, foram per-
furados orificios de 5 mm de didmetro, a 5 mm de
distancia de cada colonia. Trés orificios foram pre-
enchidos com solucao de cada uma das enzimas ci-
tadas a 20 mg/mL. Um quarto orificio foi preenchido
com agua destilada estéril, servindo como controle.

Apés absorcdo, as placas foram recobertas com
uma sobre camada de agar BHI semissdlido a
0,8% contendo aproximadamente 10¢ UFC/mL de
L. monocytogenes. Em seguida as placas foram in-
cubadas a 35 °C/24 sob aerobiose.

A interpretacdo dos resultados foi feita me-
diante observac¢do dos halos de inibicdo; a retra-
¢do do halo (formato de meia-lua) préximo a enzi-
ma, por exemplo, indicou sensibilidade a mesma,
caracterizando a substancia antimicrobiana como
uma possivel bacteriocina.

As BAL supostamente bacteriocinogénicas
foram identificadas por biologia molecular no
Laboratério de Bioquimica do ICTA/UFRGS, por
meio da obten¢do e sequenciamento do rDNA 16S.
O DNA total foi extraido pelo método fenol/cloro-
férmio e as Reacoes em Cadeia da Polimerase fo-
ram realizadas empregando os primers univer-
sais 27f (5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3‘) e 1525r
(5'-AGA-AAGGAGGTGATCCAGCC-39, conforme
Lisboa et al. (2006). Os produtos de PCR purifi-
cados foram enviados para sequenciamento no
Laboratério de Andlises Moleculares da ACTGene.
As sequéncias obtidas foram comparadas com o
banco de dados depositado no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) por meio do
software Basic Alignment Search Tool (BLAST).

Resultados e discussao

Durante os dois periodos de coleta de amostras
de leite cru e queijos artesanais (verao e inverno),
foram isoladas 112 col6nias caracteristicas de
BAL, das quais 54,46% eram positivas para colo-
racdo de Gram e negativas para catalase; destes,
25,89% apresentaram morfologia de bacilos e
29,46% de cocos.

Diversos estudos apontam uma microbio-
ta especifica em cada local de producido de leite
e queijos artesanais (MORAES et al,, 2010; LIMA
et al.,, 2009; SOUZA; ROSA; AYUB, 2003). Segundo
Moraes et al. (2010), a populagdo microbiana de
cada produto lacteo varia de acordo com a re-
gido geografica onde este é produzido, podendo
ser atribuida a variagdes em razdo do leite utili-
zado, do clima predominante e dos métodos em-
pregados no processamento. O conhecimento de
uma microbiota diversificada é de fundamental
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importancia para a produgdo de alimentos, uma
vez que cada cultura microbiana propicia ca-
racteristicas especificas aos produtos nos quais
sdo aplicados.

Conforme Quadro 1, os resultados obtidos tam-
bém mostraram que sete isolados (33,33%) dos 21

que apresentaram atividade antagonista foram sen-
siveis ao menos a uma das enzimas proteoliticas tes-
tadas. Isso sugere que esses isolados foram capazes
de produzir substancias antimicrobianas de natureza
proteica ante a L. monocytogenes, sendo caracteriza-
dos como possiveis produtores de bacteriocinas.

Quadro 1 - Sensibilidade dos isolados de bactérias laticas (BAL), com atividade antagonista, frente a enzimas proteoliticas

Sensibilidade a enzimas proteoliticas

Isolados
Pepsina

Proteinase K O - Quimotripsina

BB9 +

AB7 +

R7 +

F9 +

VK =

U4 -

R3 ®

R2 -

F4 -

R1 +

4 8

AC4 °

04

Y5

A5

+ +

Legenda: + = sensibilidade do isolado frente a enzima; - = isolado nao se mostrou sensivel frente a enzima.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Esses resultados se assemelham aos encontra-
dos por Schittler (2012) que, isolando e caracte-
rizando BAL de leite in natura do oeste de Santa
Catarina, demonstrou que 36% dos isolados com
atividade antagonista frente a L. monocytogenes
apresentaram-se capazes de produzir bacterioci-
nas. Uma quantidade menor de isolados (14,9%)
com sensibilidade a enzimas proteoliticas foi en-
contrada por Ortolani (2009) em trabalho similar,
ao identificar BAL nativas de leite cru e queijo mi-
nas frescal. Ainda, Furtado (2010), através do isola-
mento de BAL de queijo frescal produzido a partir
de leite de cabra, identificou 10% de seus isolados
como sendo produtores de bacteriocinas. Os resul-
tados relatados afirmam mais uma vez que a regiao
de producao influencia na diversidade microbiana
e nas caracteristicas das espécies envolvidas.

Neste estudo, a maioria dos isolados com capa-
cidade de produzir substancias antimicrobianas de
natureza proteica mostrou-se sensivel a mais de
uma enzima de forma simultanea. Segundo Arauz
etal. (2009), a sensibilidade a mais de uma enzima
proteolitica sugere a produg¢io concomitante de di-
ferentes bacteriocinas. No entanto, ndo é possivel
determinar qual bacteriocina é produzida pelo iso-
lado apenas avaliando-se o perfil de sensibilidade
as proteases.

A identificacdo molecular dos isolados de BAL
supostamente bacteriocinogénicas por meio da ob-
tencdo e sequenciamento do rDNA 16S demons-
trou tratarem-se de Enterococcus durans.

De acordo com Centeno, Menéndez e Rodriguez-
Otero (1996), E. durans, E. faecium e E. faecalis sdao
as espécies mais frequentemente encontradas em
produtos lacteos, sendo de grande importancia
para a producdo de alguns queijos tipicos. O meta-
bolismo desses microrganismos durante o proces-
so de maturacdo libera enzimas e compostos aro-
maticos, responsaveis pelo sabor, aroma e textura
desses queijos.

Nos alimentos, os enterococos também podem
ser utilizados como culturas protetoras, pois pro-
duzem varias substincias antagonistas, em es-
pecial as enterocinas, que agem no controle ou
na inibicdo do desenvolvimento de diversos mi-
crorganismos patogénicos; isso é de grande valia
para a seguranca alimentar e para o controle do
crescimento de microrga- nismos deteriorantes
(GIRAFFA, 2002).

Conclusao

O leite e o queijo artesanal produzido na re-
gido da fronteira noroeste do Rio Grande do Sul
apresentam bactérias laticas produtoras de subs-
tancias antimicrobianas de natureza proteica, su-
postamente caracterizadas como bacteriocinas.

As bactérias laticas isoladas podem ser utili-
zadas como potenciais cultivos iniciadores anti-
microbianos, supostamente bacteriocinogénicos,
em queijos.
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