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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as propriedades antimicrobianas e tecno-
I6gicas de bactérias acido-lacticas de queijos artesanais do tipo Colonial comercializados em
feiras de rua de Pelotas, RS. Um total de 63 isolados de BAL gelatinase e DNase negativas, ndo
hemoliticas e sensiveis aos antibidticos cloranfenicol e tetraciclina foram utilizadas no estudo.
A atividade antagobnica foi verificada pelo método spot-on-the-lawn frente a micro-organis-
mos patogénicos e BAL de referéncia e pela avaliacdo da producdo de substancias inibitorias
semelhantes a bacteriocinas pela técnica de difusdo em pogos contra L. monocytogenes e S.
aureus. Quatro BAL (Q1BAL10, Q2BAL2, Q4LBAL1 e Q4BAL5) conseguiram produzir BLIS anti-
Listeria, proteinases extracelulares e destas Q2BAL2 e Q4BAL1 foram caracterizadas como cul-
turas de acidificacdo rapida. Apds os testes moleculares, foram identificadas como Lactobaci-
llus acidophilus e Lactococcus lactis, respectivamente. Os resultados sugerem as linhagens
como potenciais candidatas na biopreservacao de produtos lacteos.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the safety, antimicrobial and technological proper-
ties of lactic acid bacteria from artisanal Colonial-type cheese marketed at streets fair in Pelo-
tas, RS. A total of 73 isolates were characterized as BAL after Gram’s method and catalase test.
All strains were gelatinase and DNase negative, regarding hemolytic activity, seven were de-
tected as a and two as B-hemolytic, exerting 63 BAL that demonstrated sensitivity to the chlo-
ramphenicol and tetracycline antibiotics. The antagonistic activity was verified by the spot-on-
the-lawn method and the evaluation of the production of bacteriocins by the diffusion tech-
nique in wells. Four BAL (C1BAL10, C2BAL2, C4BAL1, and C4BAL5) were able to produce BLIS
anti-Listeria, extracellular proteinases, and of these C2BAL2 and C4BAL1 were characterized
as rapid acidifying cultures. After molecular testes were identified as Lactobacillus acidophilus
and Lactococcus lactis. The results suggest two strains as potential candidates in the biopres-

ervation of dairy products.

Keywords: antagonism, pathogenicity, bacteriocinogenic.

INTRODUCAO

As bactérias acido-lacticas (BAL) represen-
tam um grupo de cocos e bastonetes Gram-positi-
vos, catalase negativa, ndo esporulada, aerdbia, mi-
croaerofilica ou anaerdbia facultativa que produ-
zem acido latico como principal produto final du-
rante a fermentagdo de carboidratos (LAHTINEN,
2012). A utilizacdo desses micro-organismos na pre-
servagao de alimentos tem elevada importancia de-
vido a demanda por menor utilizagdo de compos-
tos quimicos pelos consumidores e ao aumento do
numero de espécies bacterianas resistentes a anti-
bidticos e conservantes (FOX et al., 2017).

As BAL sdo capazes de produzir diversos me-
tabdlitos antimicrobianos como acidos organicos,
acidos graxos de cadeia curta, perdxido de hidrogé-
nio, reuterina, diacetil, bacteriocinas e substancias
inibidoras semelhantes as bacteriocinas (BLIS),
sendo estes compostos antibacterianos benéficos
na biopreservacdo de alimentos (VARSHA; NAM-
POQOTHIRI, 2016). As bacteriocinas, por exemplo,
sdo inerentemente tolerantes ao estresse térmico
severo e conhecidas por sua atividade em uma am-
pla faixa de pH. Esses peptideos antimicrobianos
também s3o incolores, inodoros e insipidos, o que
aumenta ainda mais seu potencial, além de atua-
rem como conservantes naturais, proporcionando
protecdo contra contaminagdo por patdgenos
(SNYDER et al., 2013).

Este grupo de bactérias possui habitats vari-
ados, incluindo alimentos lacteos fermentados, a
exemplo dos queijos artesanais, principalmente os
deleite cru (FOX et al., 2017). Esses produtos sdo re-
conhecidos por manter algum grau de processa-
mento realizado nas fazendas de producdo, geral-
mente familiar, através de um procedimento ma-
nual de fabricacdo, que sdo normalmente comerci-
alizados em feiras agroecoldgicas, e entre eles, o
gueijo tipo Colonial artesanal produzido no sul do
Brasil, a partir de uma cultura natural do soro do
leite como coagulante e consumido fresco ou em
graus variados de maturagdo. (CARVALHO et dl.,
2019).

Por questdes sanitdrias, no estado do Rio
Grande do Sul, os queijos artesanais ndo podem ser
comercializados a partir do leite cru, o que acarreta
a perda da caracteristica da microbiota nativa e a
necessidade do uso de culturas lacteas industriais,
resultando na redugdo das propriedades orga-
nolépticas. Outra possibilidade é a realizagao de es-
tudos técnicos que comprovem a qualidade micro-
bioldgica a partir do grau de maturagdo, processo
gue pode ser acelerado com a utilizacdo de culturas
tipicas isoladas desses produtos (SETTANNI; MOS-
CHETTI, 2010). Para a sele¢do de novas cepas de
BAL para aplicacdo na industria de lacticinios, é fun-
damental que estas bactérias promovam a acidez
necessdria ao desenvolvimento da coagulagdo do
leite, podendo assim apresentar uma caracteristica
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desfavoravel a multiplicagao de bactérias patogé-
nicas e a capacidade de produzir proteases extra-
celulares, permitindo novas oportunidades de me-
Ihoria de sua qualidade e seguranca alimentar,
preservando suas caracteristicas organolépticas
(EL-GHAISH et al., 2010). Diante do exposto, o ob-
jetivo do estudo foi avaliar as propriedades antimi-
crobianas e tecnoldgicas de BAL de queijos artesa-
nais do tipo Colonial comercializados em feiras de
rua de Pelotas, RS.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

Para o desenvolvimento deste estudo, fo-
ram utilizadas 63 BAL negativas para DNases, gela-
tinase e hemdlise previamente isoladas de queijos
coloniais artesanais comercializados em feiras li-
vres de Pelotas, RS. Estes isolados sdo amostras es-
tocadas do Laboratério de Microbiologia da Facul-
dade de Nutri¢do (FN/UFPel) e as analises ocorre-
ram durante o 12 semestre de 2019.

As BAL de referéncia utilizadas (Lactobaci-
llus acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus brevis
ATCC 367, Lactobacillus plantarum ATCC 8014 e
Lactobacillus fermentum ATCC 9338) foram adqui-
ridas pelo Laboratdrio de Microbiologia de Ali-
mentos do Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial da Faculdade de Agronomia, UFPel.
As cepas patogénicas indicadoras empregadas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria mo-
nocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli ATCC
43895, Salmonella Typhimurium ATCC 13311 e
Salmonella Enteretidis ATCC 1306) pertenciam ao
Laboratdrio de Ciéncia Alimentar e Biologia Mole-
cular, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas
e Alimentares, UFPel.

Os micro-organismos foram armazenados
em ultracongelador (Coldlab, Piracicaba, Brasil) a -
80 °C em caldo MRS (Man Rogosa Shape) (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra) para BAL e BHI (Brain He-
art Infusion) (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) para
os patdgenos, suplementado com glicerol (50/50)
e para a reativacdo foram realizados dois reculti-
vos em MRS ou BHIa 37 °Cpor 24 h.

Atividade antimicrobiana

Teste de antagonismo pelo método spot-on-the-
lawn

A metodologia utilizada foi preconizada por
Lewus et al. (1991). Placas contendo MRS agar fo-
ram semeadas com 2 L de caldo MRS contendo a
reativacdo das cepas de BAL. As placas foram incuba-
das em aerobiose a 30 °C por 24 h. Apos o recultivo
dos micro-organismos indicadores, 100 pL de cada
cultura foram adicionados a um erlenmeyer con-
tendo 50 mL de BHI fundido, suplementado com
0,8% de agar bacterioldgico (Labysynth, Diadema,
Brasil) e a um segundo erlenmeyer contendo MRS
agar a fim de obter uma concentracdo de 5 a 6 Logio
UFC.mL? em espectrofotdbmetro de cada cultivo.
Ap0s esse procedimento, as placas inoculadas com
as cepas patogénicas e com as BAL foram incubadas
em aerobiose a 37 °Cdurante 18-24 horas. Ainibicdo
foi realizada em duplicata e verificada pela formacao
de um halo caracteristico transltcido ao redor das
colonias relacionadas com cada micro-organismo in-
dicador testado.

Detecgdio da produgéo de bacteriocina pela técnica
de difusdo em pogos

A bacteriocina produzida pelas BAL foi detec-
tada pela aplicagdo da técnica de difusdo em pogos,
conforme Lewus et al. (1991). Os isolados de BAL fo-
ram cultivados em 100 mL de caldo MRS a 37 °C por
24 h. O caldo foi centrifugado a 10.844 x g por 15 min
a4 °C(Quimis, Diadema, Brasil) e o sobrenadante foi
esterilizado por filtracdo em membrana com porosi-
dade correspondente a 0,22 um (GVWP Durapore,
Millipore, Massachusetts, EUA). O pH do sobrena-
dante foi ajustado em 6,5 utilizando solugao de
NaOH 1N (Labsynth, Diadema, Brasil) para eliminar a
possibilidade de inibicdo causada pela presenga do
acido latico. Apds o recultivo de L. monocytogenes e
S. aureus, 100 pL foram adicionados a um erlenme-
yer contendo BHI caldo (Oxoid, Basingstoke, Ingla-
terra), adicionado de 0,8% de dgar bacterioldgico (La-
bsynth, Diadema, Brasil), a fim de obter uma concen-
tracdo de 5 a 6 Logio UFC.mL™ destes micro-organis-
mos. Apds a incubacdo, 20 mL de cada cultivo, cor-
respondente a cada cepa patogénica, foram transfe-
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ridos para placas de Petri e, entdo, no meio solidifi-
cado, foram realizados pogos com 5 mm de didme-
tro. Nestes pocos foram adicionados 40 plL dos so-
brenadantes neutralizados de BAL em placas com
BHI fundido, correspondentes aos cultivos de L. mo-
nocytogenes e S. aureus. As placas foram mantidas
a20°Cpor 4 h para permitir a difusdo do indculo no
agar. Em seguida, foram incubadas em aerobiose a
37 °C durante 18-24 h. O antagonismo foi detec-
tado pela formagdo de uma zona de inibi¢do identi-
ficada por um halo caracteristico. A auséncia de
crescimento da cepa indicadora ao redor da cultura
de BAL indicou sua inibigao frente a presenca da
bacteriocina produzida por este micro-organismo
testado. Como controle positivo, 0os pogos foram
impregnados com 5 plL da solugdo de nisina na con-
centragdo de 1 g de Nisyn (Prozyn, Butantd, Sdo
Paulo, Brasil) para 5 mL de 4gua destilada.

Propriedades tecnoldgicas

Capacidade de acidificacdo

Para avaliagdo da capacidade acidificante e
alteracdo do pH, utilizou-se o método descrito por
Franciosi et al. (2009), com alteragGes no tempo de
avaliagdo do pH e teor de acido latico (6 e 12 h), em
medidor de pH (PH140, Simpla) por imersado do ele-
trodo, previamente calibrado. A producdo de aci-
dez foi determinada por titulaggo com NaOH 0,1 N
(HORWITZ et al., 2016), sendo o resultado expresso
em porcentagem de acido latico.

Para uma cultura lactica ser considerada pro-
dutora de acido rapido, ela deve reduzir o pH do
leite de 6,5 para 5,3 em até 6h de incubacdo na
temperatura adeqguada. Conforme a velocidade de
acidificacdo, as cepas capazes de reduzir o pH do
leite em 1,2 U foram classificadas como acidifican-
tes rapidas e selecionadas como iniciadoras, en-
quanto as acidificantes lentas foram selecionadas
como culturas adjuvantes (SETTANNI; MOSCHETTI,
2010).

Atividade proteolitica

Para determinagao da atividade proteolitica
extracelular qualitativa, as bactérias foram semea-
das em meio sdlido composto por 1% (v/v) de leite
em po desnatado e 1,5% de agar bacterioldgico a

37 °C, conforme descrito por Jones et al. (2007), ob-
servada em intervalos de 24 h durante trés dias.
Como controle positivo foi utilizada uma cepa de
Lactococcus lactis proveniente da Chr. Hansen (Va-
linhos, Sao Paulo, Brasil). A atividade proteolitica foi
indicada como uma zona clara ao redor das col6-
nias.

Identificagdo molecular

A identificacdo molecular foi realizada por
meio da obten¢do do sequenciamento do rDNA
16S. As cepas que apresentaram melhor desempe-
nho no decorrer do trabalho, passaram por sequen-
ciamento genético. O DNA total foi extraido pelo
método fenol/cloroférmio e as reagbes em cadeia
da polimerase foram realizadas empregando os pri-
mers 27f (5 - GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1525r
(5'-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3’), conforme Lis-
boa et al. (2006).

Andlise estatistica

As anadlises foram realizadas em duplicata e
uma média aritmética foi gerada a partir dos resul-
tados. Na analise da detecc¢do bacteriana e das pro-
priedades tecnoldgicas, a média foi seguida do des-
vio padrdo. Os dados coletados foram tabulados no
software Microsoft Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade antimicrobiana

Antagonismo pelo método spot-on-the-lawn

Os resultados da atividade antagonista das
63 BAL pelo método spot-on-the-lawn frente as
bactérias patogénicas encontram-se na Tabela 1 e
para as indicadoras na Tabela 2. A maioria das BAL
conseguiram inibir o crescimento de S. aureus
(93,7%), L. monocytogenes (93,7%), S. Typhimu-
rium (92,1%), S. Enteretidis (92,1%) e E. coli (88,8%).
Foi observado que os maiores halos de inibi¢do for-
mados foram nos queijos Q5 (46,5 mm) e Q4 (44,7
mm), utilizando a L. monocytogenes como micro-
organismo indicador. Observa-se ainda, pela ana-
lise da Tabela 2, que cerca de 20,3% dos isolados de
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BAL (12/59) apresentaram antagonismo frente ao
menos uma BAL de referéncia, sendo L. acidophilus
e L. brevis as que apresentaram maior inibi¢ao
de 20,3% (12/13) e 17% (10/13), respectiva-
mente. Foram descartadas quatro BAL (Q2BALS5,

Q3BALS8, Q8BAL76, Q9BAL3) por ndo apresenta-
rem antagonismo frente as bactérias patogéni-
cas. Um total de 59 cepas apresentaram ativi-
dade inibidora em relacdo a pelo menos 2 das
cepas patogénicas.

Tabela 1 - Atividade antagonista pelo método spot-on-the-lawn das BAL isoladas de queijos coloniais arte-
sanais comercializados em Pelotas, RS, frente aos micro-organismos patogénicos*

} . SA LM EC ST SE
Queljos N° —9— v N Aa N Aa N Aa N Aa
Q1 7 7 261 7 319 7 270 7 360 7 24,1
Q2 9 8 268 8 303 6 245 7 301 7 21,6
Q3 4 3 293 3 43 3 313 3 261 3 33,0
Q4 5 5 264 5 47 5 31,7 5 397 5 25,1
Qs 3 3 23 3 45 3 263 3 218 3 22,8
Q6 7 7 26 7 291 7 239 7 284 7 25,3
Q7 5 5 243 5 270 5 238 5 281 5 21,4
Qs 9 8 246 8 268 8 233 8 271 8 24,5
Q9 4 3 390 3 205 2 300 3 323 3 28,3
Q10 10 10 242 10 223 10 188 10 30,8 10 23,4

Total 63 59 - 59 - 56 - 58 - 58 -

*Staphylococcus aureus ATCC 25923 [SA]; Listeria monocytogenes ATCC 7644 [LM]; Escherichia coli ATCC 43895 [EC];
Salmonella Typhimurium ATCC 13311 [ST]; Salmonella Enteretidis ATCC 1306 [SE]; Cepas analisadas [N]; Cepas que
apresentaram atividade antimicrobiana [N]; médias dos didmetros de halos de inibigdo em milimetros obtidos em

duplicata [Aa*].

A atividade antimicrobiana das BAL em rela-
¢do a inibicdo de micro-organismos patogénicos, a
exemplo da L. monocytogenes, é bastante variavel,
levando-se em consideragdo a espécie, condigGes
de incubacdo e substrato envolvido (CADIRC; Cl-
TAK, 2010). O amplo espectro de atuacdo de BAL
frente a diversos patdgenos alimentares também
foram encontrados por Silva et al. (2019) e
Sant’anna et al. (2017) em isolados de gueijos Mi-
nas artesanal de Minas Gerais, Brasil.

Wang et al,, (2014) analisaram o mecanismo
de acdo do acido latico frente aos patdgenos S. En-
teritidis, E. coli e L. monocytogenes por meio das
técnicas de mensuragdo do tamanho, SDS-PAGE e
Microscopia eletrdnica de transmissdo. Segundo os
resultados, o teor de 0,5% de acido latico foi deter-
minante para inibir o crescimento das cepas. As cé-
lulas bacterianas tratadas com o acido perderam a
integridade da estrutura da camada da membrana
celular, por meio da formacao de poros locais, com

isso favorecendo o vazamento de proteinasintrace-
lulares e assim, perdendo totalmente sua viabili-
dade. Apds o tratamento com o acido, todas as ce-
pas tiveram o tamanho da membrana reduzido, es-
pecialmente para Salmonella.

Para a sele¢do de BAL, isoladas com a finali-
dade de compor culturas que poderiam melhorara
gualidade sanitaria do queijo Colonial artesanal, o
ideal seria que elas ndo interferissem na atividade
de outras BAL desejaveis. Embora tenha ocorrido
antagonismo entre algumas BAL testadas, por-
tanto, interferéncia na sua atividade, poderiam ser
utilizadas com a finalidade de melhorar a qualidade
sanitaria do produto (GASPAR; CRESPO, 2016). De
acordo com dados da literatura, culturas selvagens
isoladas de ecossistemas complexos de alimentos
tradicionalmente fermentados exibem uma diver-
sidade de atividades metabdlicas que divergem
fortemente de cepas comparaveis usadas como
starters industriais. Isso inclui diferencas na taxa de
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crescimento e comportamento estratégico compe-  pela técnica de difusdo em pogos é mostrada na
titivo de crescimento em culturas mistas, adapta- Tabela 3. Foram utilizadas 59 isolados que apre-
¢do a um substrato ou matéria-primaem particular, sentaram inibicdo frente a L. monocytogenes e S.
propriedades antimicrobianas e atributos de sabor, aureus pelo método spot-on-the-lawn, destas
aroma e qualidade. As cepas selvagens precisam apenas quatro (Q1BAL10, Q2BAL2, Q4BALl1 e
suportar a competicdo de outros micro-organismos  Q4BAL5) apresentaram atividade antimicrobiana
para sobreviver em seu ambiente natural hostil, de  contra L. monocytogenes com halos variados en-
modo que frequentemente produzam antimicrobi-  tre 13,0 e 17,5 mm. Enquanto, o efeito inibitdrio

anos (LERQY; DE VUYST, 2004). nao foi verificado contra S. aureus. Mais estudos
serdo necessarios para determinar a natureza pro-

Detecgéio da produgéio de bacteriocinas pela téc- teica da substancia antimicrobiana, como sensibi-
nica de difuséo em pogos lidade enzimatica, estabilidade em diferentes valo-
A avaliacdo da produgdo de bacteriocinas res de pH e temperaturas (HERMANNS et al., 2013).

Tabela 2 - Atividade antagonista pelo método spot-on-the-lawn das BAL isoladas de queijos coloniais arte-
sanais comercializados em Pelotas, RS, frente aos micro-organismos indicadores

Quei . LA LP LB LF
jos  N° —§ Aa* N Aa N Aa N Aa
a1 7 3 15,6 3 15,2 3 14,5 3 14,5
Q2 8 0 0 0 0 1 19 0 0
Q3 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Q4 5 0 0 0 0 0 0 0 0
Qs 3 0 0 0 0 0 0 0 0
Q6 7 0 0 0 0 0 0 0 0
Q7 5 0 0 0 0 0 0 0 0
Q8 8 2 20,5 2 20,5 2 19,5 2 19
Q9 3 2 16,2 2 17,2 1 23.0 1 16,5
Q10 10 5 14,9 2 12,6 3 17,5 3 16,0
Total 59 12 - 9 - 10 - 9 -

*Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 [LA]; Lactobacillus plantarum ATCC 8014 [LP]; Lactobacillus brevis ATCC 367
[LB); Lactobacillus fermentum ATCC 9338 [LF]; Cepas analisadas [N']; Cepas que apresentaram atividade antimicro-
biana [N]; médias dos didametros de halos de inibicdgo em milimetros obtidos em duplicata [Aa*].

Tabela 3 — Atividade antagonista* pela técnica da difusdo em pogos das BAL isoladas de queijos coloniais
artesanais comercializados em Pelotas, RS, frente aos micro-organismos indicadores

Cepas
Micro-organismos indicadores
Q1BAL10 Q2BAL2 Q4BAL1 Q4BAL5
S. aureus (25923) - - - -
L. monocytogenes (ATCC 7644) 16,5+0,71 175+0,71 13,5+0,71 13,0+141

*médias dos halos de inibicdo em milimetros obtidos em duplicata e seguidos de desvio padrdo.
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As bacteriocinas produzidas pelas BAL tém
um espectro antibacteriano naturalmente limitado
a bactérias taxonomicamente préximas a cepa pro-
dutora, que inclui organismos em deterioragdo e
patdgenos de origem alimentar, como L. mono-
cytogenes e S. aureus, mas também outras BAL
(HECHARD; SAHL, 2002). Mezaini et al. (2009) avali-
aram a atividade antagonista do sobrenadante de
20 cepas de BAL isoladas de queijos tradicionais ar-
gelinos, destas, apenas seis apresentaram espectro
de a¢do contra Gram-positivos, exceto S. aureus. Di-
versos modos de acdo das bacteriocinas tém sido
descritos, como modulagdo enzimatica, inibicdo do
crescimento de esporos e sintese de peptidogli-
cano, capaz de favorecer a formagdo de poros na
membrana citoplasmatica, apds interagdo com o li-
pideo I, precursor essencial da membrana celulare
conseqguente efluxo de metabdlitos intracelulares,
resultando em despolarizagdo da membrana e
morte celular (PEREZ et al., 2018).

Em um estudo conduzido por Macaluso et dl.
(2016) com 223 BAL isoladas de queijos tradicionais
sicilianos com atividade anti-Listeria pelo método

spot-on-the-lawn, 37 cepas foram positivas contraa
cepa patogénica pela técnica de difusdo em disco.

Propriedades tecnoldgicas

Capacidade acidificante

As propriedades tecnoldgicas, como capaci-
dade proteolitica e acidificante, sdo fatores impor-
tantes na selecdo de novas cepas de BAL para apli-
cacdo como cultura iniciadora ou adjunta na pro-
dugdo de queijos. Para avaliagdo da capacidade
acidificante, as BAL foram cultivadas em leite des-
natado UHT e avaliados as 6h e 12h. Conforme os
resultados expressos na Tabela 4, as cepas varia-
ram o pH de 5,62 (5,20-6,19) em 6h a 5,44 (4,96-
6,09) em 12h. Os isolados C2BAL2 e C4BAL1 con-
seguiram reduzir o pH do leite de 6,5 para 5,3 a 37
°C em até 6h, caracterizando-as como culturas de
acidificagdo rapida com potencial tecnoldgico para
aplicagcdo como starter ou costarter em laticinios.
Os valores variaram de 0,91% (0,65-1,06) em 6h a
1,02% (0,68-1,3) em 12h, conforme Tabela 4.

Tabela 4 —Valores médios seguidos de desvio padrdo de pH e acidez em acido latico (%) das BAL produto-
ras de bacteriocinas isoladas de queijos coloniais artesanais comercializados em Pelotas, RS, apds 6h e 12h

de incubacdo

pH pH Acidez pH Acidez
Cepas

Oh 6h 6h 12h 12h
Q1BAL10 6,50 5,80+0,11 0,94 +£0,03 5,57 £0,03 0,99 +0,03
Q2BAL2 6,50 5,20+ 0,01 1,00 £ 0,05 4,96 + 0,20 1,13 £ 0,05
Q4BAL1 6,50 5,30%0,12 1,06 £ 0,03 5,01+0,01 1,30+ 0,02
Q4BAL5 6,50 6,19 £0,01 0,65 +0,01 6,09 £ 0,01 0,68 + 0,03
Média 5,62 + 0,47 0,91+0,18 5,44 + 0,55 1,02+ 0,26

A rapida capacidade de acidificacdo das BAL
e a intensidade da producdo de acido sao fatores
importantes no desenvolvimento de produtos lac-
teos. A lactose é geralmente metabolizada pela via
glicolitica nos estagios iniciais do amadurecimento
do queijo, resultando em uma diminui¢do do pH
(MARTINOVIC et al., 2018). Segundo a literatura,

a atividade acidificante de cada cepa estd relacio-
nada a sua capacidade especifica de decompor
substancias no meio ambiente e torna-las assimi-
laveis para seu metabolismo (SAVIIOKI et al.,
2006). Portanto, as BAL chamadas acidificantes ra-
pidas apresentam potencial tecnoldgico como cul-
turas iniciadoras. No entanto, BAL com atividade

Rev. Inst. Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 77, n. 1, p. 21-31, jan/mar, 2022



Propriedades antimicrobianas e tecnoldgicas... 28

lenta pode ser usado como culturas secundarias
para equilibrar o teor de umidade em produtos
lacteos (PEREIRA et al., 2019).

Quando a produgdo de acido latico é sufici-
ente, a caseina coagula em seu ponto isoelétrico
(pH 4,6), essencial na fabricacdo de queijos, ca-
racterizando a firmeza da coalhada e contro-
lando contaminantes indesejaveis, dada sua
maior tolerancia em faixas de pH proximas da
neutralidade ou levemente alcalinas (PASQUALE
et al., 2019). Assim, o controle da acidificacdo
nas fases iniciais da fabricacdao de queijo tam-
bém é um fator limitante na prevengao do

crescimento de L. monocytogenes (@S TER-
GAARD et al., 2014).

Atividade proteolitica

A avaliacdo da atividade proteolitica extrace-
lular de isolados de BAL produtoras de bacteriocina é
apresentada na Tabela 5. O teste foi eficaz para os
guatro isolados (CIBAL10, C2BAL2, C4BAL1 e C4BALS),
capazes de produzir a enzima por meio da formagdo
de um halo caracteristico. Os halos formados pela hi-
drélise da caseina variaram entre 11,5 e 52 mm. A
cepa C4BAL1 representou o desempenho mais satis-
fatdrio da atividade proteolitica extracelular.

Tabela 5 - Atividade proteolitica extracelular* das BAL produtoras de bacteriocinas isoladas de queijos co-

loniais artesanais comercializados em Pelotas, RS

Cepas

Parametro
Q1BAL10

Q2BQL2

Q4BAL1 Q4BALS

Atividade proteolitica 32,5+0,71

11,5+0,71

52,0+ 1,41 37,5+0,71

*médias dos halos de hidrdlise em milimetros obtidos em duplicata e seguidos de desvio padrdo.

Resultados semelhantes empregando a
mesma metodologia também foram obtidos por
Cabral et al. (2016), ao analisar BAL isolado de re-
gueijdo de Pernambuco, Brasil. A capacidade de
producdo de enzimas extracelulares representa
uma caracteristica significativa do BAL (SETTANNI;
MOSCHETTI, 2010). Segundo a literatura, as protea-
ses extracelulares sdo cruciais na hidrélise da case-
ina em oligopeptideos, fornecendo aminoacidos
essenciais para o seu crescimento, além de permitir
a sua liberagdo e de outros peptideos menores, al-
guns considerados bioativos com fung®es imuno-
moduladoras, anticarcinogénicas, anti-hipertensi-
vas, antioxidantes, antimicrobiano e/ou a capaci-
dade de favorecer a acidificagdo rapida do meio du-
rante o processo de fermentacdo (VENEGAS-OR-
TEGA et al.,, 2019).

A degradagdo da caseina também desempe-
nha um papel vital no desenvolvimento de produ-
tos fermentados, pois estdo associadas a liberagao
dessas moléculas diretamente responsaveis pelo
aroma desejavel, precursoras de compostos vola-
teis como acidos, alcoois, aldeidos, amonia, éster de

enxofre, entre outros. Além de modificar a textura
e reduzir a atividade de agua de alguns produtos,
como os queijos maturados (GARCIA-CANO et al.,
2019).

Identificagdo molecular

Através da identificagdo molecular dos isola-
dos C2BAL2 e C4ABAL1 por meio da obtengao e se-
guenciamento de rDNA 16S, foram identificados
como Lactobacillus acidophilus e Lactococcus lactis,
respectivamente.

Esse resultado corrobora com o estudo de
Kamimura et al. (2019), onde realizaram um mape-
amento em larga escala da diversidade microbiana
de 11 diferentes categorias de queijos artesanais,
produzidos em cinco regides geograficas do Brasil.
Destes, o queijo Colonial produzido de modo arte-
sanal no sul do pais apresentou maior populacdo
para Lactococcus, Enterococcus durans os isolados
obtidos de queijo Colonial e leite cru, o que pode
justificar a ado¢do de parametros de seguranga
neste estudo como critério de eliminagdo.
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CONCLUSAO

O estudo detectou o queijo Colonial artesa-
nal como fonte de BAL produtoras de substancias
antimicrobianas de natureza proteica, suposta-
mente caracterizadas como bacteriocinas e com
potencial de cultivo como starters. No total de 59
cepas que apresentaram efeito inibitdrio em pelo
menos dois dos micro-organismos patogénicos uti-
lizados, apenas quatro (C1BAL10, C2BAL2, C4BAL1
e C4BALS5) conseguiram produzir atividade antimi-
crobiana contra L. monocytogenes pela técnica de
difusdo em pogos. Assim, as cepas C2BAL2 e
CABAL1 apresentaram melhor desempenho como
potenciais culturas iniciadoras com atividade anti-
Listeria. Apos a identificacdo molecular, foram reco-
nhecidas como Lactobacillus acidophilus e Lacto-
coccus lactis, respectivamente. Outros estudos para
avaliagdo do metabdlito antimicrobiano e sua apli-
cabilidade em uma matriz lactea serdo necessarios
para que esses micro-organismos possam ser usa-
dos na biopreservacdo de alimentos.
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