BACTERIAS ACIDO LATICAS ISOLADAS DE QUEIJO ARTESANAL:
POTENCIAL TECNOLOGICO E ATIVIDADE ANTAGONISTA CONTRA
Staphylococcus aureus
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a busca por produtos artesanais e com menor adicdo de
conservantes quimicos tem aumentado e nesse contexto, surgem 0s produtos
fermentados por bactérias é&cido laticas (BAL), amplamente utilizados pelas
indUstrias de alimentos na maturacdo, processamento e conservacdo de alimentos
(LEROY; DE VUYST, 2004; ROSS et al., 2002). Estes micro-organismos fazem
parte da microbiota natural de muitos alimentos, e sdo conhecidos por produzirem
moléculas antimicrobianas, como &cidos orgéanicos, diéxido de carbono, peréxido de
hidrogénio e bacteriocinas (CARR et al., 2002).

Entre os metabdlitos produzidos, as bacteriocinas destacam-se, pois séo
capazes de dificultar o crescimento e multiplicacdo de diversos micro-organismos
patogénicos e deteriorantes (TAMANINI et al., 2012; MARQUES, 2014).

Estudos demonstram que as BAL empregadas em alimentos sdo mais
vantajosas quando isoladas da microbiota natural desses alimentos, pois
apresentam potencial metabdlico melhor adaptado as caracteristicas do produto
(CAMARGO, 2011).

Além da atividade antimicrobiana, € importante caracterizar as BAL quanto ao
potencial tecnoldgico, ou seja, avaliados quanto a capacidade de suportardiferentes
temperaturas, concentracfes de NaCl, e valores de pH, para que sejam aplicadas
industrialmente (GUCHTE et al., 2002). Nesse sentido, o objetivo do presente
trabalho foi isolar BAL de queijos artesanais e caracterizad-las quanto ao potencial
tecnoldgico e a atividade antagonista contra Staphylococcus aureus.

2. METODOLOGIA

Foram coletadas duas amostras de queijos artesanais provenientes de
Eldorado do Sul e Santana do Livramento. Para o isolamento das bactérias foram
homogeneizadas 25 g de cada amostra em 225 mL de agua peptonada 0,1% e
feitas diluicbes decimais seriadas, onde 0,1 mL do indculo foi semeado na superficie
do agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS). As placas foram incubadas em jarra de
anaerobiose a 36°C por 72h. Apds este periodo, foram selecionadas dez colénias
caracteristicas de BAL de cada amostra, transferidas para tubos contendo agar MRS
inclinado e incubados a 36°C, perfazendo um total de 20 isolados.

Para caracterizacdo dos isolados, os mesmos foram submetidos a testes de
coloracdo de Gram e de producdo de catalase. Com a finalidade de avaliar o
potencial tecnoldgico, os isolados caracterizados como BAL foram submetidos ao



crescimento em duas temperaturas (10 e 45°C), dois valores de pH (4,0 e 9,0) e
duas concentracdes de NaCl (4,5 e 6,0%). Esses testes foram realizados utilizando
caldo MRS ajustado para cada condicéo, e os tubos foram incubados a 36°°C por 7
dias, conforme proposto por DROSINOS et al. (2005).

Para verificar a habilidade de fermentar glicose e produzir CO,, os isolados
foram semeados em tubos de ensaio contendo tubos de Durhan e caldo MRS
acrescido de 3% de glicose e incubados a 37°C por 48h (LIMA et al., 2009).

Com os isolados que apresentaram crescimento em todas as condigoes
tecnoldgicas, foi realizado o teste para deteccdo da atividade antagonista contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (FLEMING et al.,1975). Os isolados foram
recuperados em caldo MRS e incubados a 36°C por 24 horas. Apos, aliquotas de 2
uL do cultivo em caldo MRS foram inoculadas na superficie de placas contendo agar
MRS e incubadas em jarra de anaerobiose a 36°C por 24 horas. Também foi
realizado o teste com o sobrenadante dos cultivos dos isolados, os quais foram
centrifugados (6.800 x g) por 20 minutos a 4°C. Foi coletado o sobrenadante de
cada isolado e neutralizado o pH antes de serem adicionados as placas de MRS
(TODOROV, 2008).

A concentracdo dos inoculos de S. aureus foram ajustadas utilizando os
padrdes de McFarland, na escala 3 [correspondendo a 9x10° unidades formadoras
de colbnias (UFC) mL™] e realizadas diluicbes, até a concentracdo aproximada de
10° UFC mL™, inoculados em &agar BHI (Brain Heart Infusion) semi-sélido adicionado
nas placas como uma sobrecamada. As placas foram incubadas a 36°C por 24h.

A atividade antagonista foi avaliada pela formacéo de halos inibitorios ao redor
da colénia de cada isolado. O didmetro dos halos foi medido com o auxilio de
paquimetro (King tools®), sendo a medida de inibicdo, a diferenca entre os
didametros do halo de inibicdo frente ao patdgeno menos o didmetro do crescimento
do isolado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos dez isolados das amostras de Eldorado do Sul submetidos a
caracterizacdo morfologica (coloracdo de Gram) e teste de producdo de catalase,
80% apresentaram-se como gram-positivos e 100% apresentaram-se como catalase
negativa, enquanto que dos dez isolados das amostras de Santana do Livramento,
90% apresentaram-se como gram-positivos e 100% apresentaram-se como catalase
negativa. Todos os isolados das amostras de Eldorado do Sul apresentaram
morfologia de cocos, enquanto que 20% os isolados das amostras de Santana do
Livramento apresentaram morfologia de bacilos e 80% de cocos. Os isolados
classificados como gram-positivos e catalase negativa foram submetidos aos testes
de aplicacado tecnoldgica.

Em relacdo a identificagdo do potencial tecnologico, dos 17 isolados
submetidos aos testes de crescimento em diferentes temperaturas (10°C e 45°C),
concentracbes de NaCl (4,5% e 6%), valores de pH (4,0 e 9,0), todos se
desenvolveram em pelo menos uma das condi¢des propostas.

De oito isolados das amostras de Eldorado do Sul, 37,5% (3/8) apresentaram
crescimento a 10°C. Nas outras condi¢des testadas (45°C, NaCl 45e 6% e pH 4 e
9) houve crescimento de 100% dos isolados. Em relacdo ao metabolismo
fermentativo, todos os isolados foram homofermentativos, ou seja, produzem apenas
acido latico como produto final.



Quanto aos isolados das amostras de Santana do Livramento, 56%
apresentaram crescimento a 10 e 45°C. Quando submetidos as concentragfes de
NaCl (4,5 e 6%) houve crescimento de 89 e 78%, respectivamente, ja em pH 4 e 9,
100% dos isolados foram resistentes. Em relagdo ao metabolismo fermentativo,
apenas um isolado apresentou-se como heterofermentativo, ou seja, produz alcodis
e &cidos como produtos finais da fermentacdo. Em queijos artesanais geralmente
sao utilizadas bactérias homofermentativas, visto que o principal metabdlito da
fermentacao é o 4cido latico (CARR et al., 2002).

Dos isolados procedentes de queijos artesanais de Eldorado do Sul e Santana
do Livramento, 37,5% (3) e 22,2% (2), respectivamente, apresentaram crescimento
em todas as condicbes submetidas e esses foram selecionados para realizar a
atividade antagonista. O crescimento em diferentes condi¢gdes possibilita a aplicacao
dos isolados em diferentes produtos, processos e condicdes de armazenagem
(FRANCIOSI et al., 2009; THAPA et al., 2006).

Os in6culos contendo células viaveis dos isolados testados apresentaram
antagonismo frente a S. aureus ATCC 25923, com halos de inibicdo entre 10 a 13
mm de diametro. Os sobrenadantes (livre de células) de cada isolado promoveram
halos de inibicdo que variaram de 7 a 14 mm indicando que o mecanismo de agao
antagonista esta relacionado amoléculas secretadas no meio de cultura.

Oitenta por cento (4/5) dos isolados avaliados apresentaram antagonismo
frente a S. aureus ATCC 25923. Alexandre et al. (2002) ao isolar BAL de queijo-de-
minas artesanal encontrou 15% (30/192) de isolados com atividade antagonista
contra S. aureus. Muitos trabalhos tém verificado atividade antimicrobiana de BAL
frente a patdégenos, principalmente contra bactérias Gram-positivas, ja que as
bactérias Gram-negativas apresentam membrana externa, dificultando a
permeabilidade dos compostos antimicrobianos (MEIRA et al., 2010).

4. CONCLUSOES

Foi possivel isolar BAL a partir de queijos artesanais com potencial tecnologico
e atividade antagonista frente S. aureus. Para aplicacdo em queijos sdo necessarias
analises posteriores, como a identificacdo molecular para confirmacdo de género e
espécie, teste da atividade antagonista frente a outros micro-organismos
patogénicos e a caracterizacdo das moléculas responsaveis por esta atividade.
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