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1 INTRODUCAO

O leite de bufala e seus produtos derivados vém assegurando mais espaco
no mercado, devido as caracteristicas muito proprias que despertam o interesse
do publico consumidor. Parte das propriedades organolépticas destes produtos
podem ser atribuidas a microbiota lactica presente, responsavel pela producéo de
uma diversidade de metabdlitos (BUZI, 2009). Em relacdo as propriedades
sensoriais, as bactérias lacticas (BAL) apresentam potencial na conferéncia
destas caracteristicas. As BAL sao produtoras de uma variedade de compostos,
incluindo: acidos organicos, diacetil, peroxido de hidrogénio, didxido de carbono,
alcool, aldeido e bacteriocinas. Alguns destes compostos podem afetar o
desenvolvimento de outros microrganismos como bactérias deteriorantes e
patogénicas presentes nos alimentos (HUGAS, 1998).

As BAL sao bactérias Gram-positivas, ndo esporuladas, cujo principal
produto da fermentacdo é o &cido lactico. Elas compreendem varios géneros
bacterianos como o0s Lactococcus, Vagococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Aerococcus, Tetragenococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Carnobacterium,
Bifidobacterium. Dentre estes géneros especialmente o0s Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus tém sido utilizados como culturas
“starters” para a fermentacdo de alimentos e bebidas devido as suas
contribuicbes para com as caracteristicas sensoriais destes produtos,
promovendo da mesma forma estabilidade microbiologica aos mesmos (DE
VUYST AND VANDAMME, 1994).

A producdo de substancias antimicrobianas vem sendo explorada nestas
bactérias, associando a capacidade de biopreservacdo, ao potencial como
culturas fermentadoras de alimentos. O potencial antagbnico promotor de
biopreservacdo deve-se a producdo de: enzimas bacterioliticas, subprodutos de
via metabdlica, como a producéo de acidos organicos e bacteriocinas (PEREIRA,
2007). As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos sintetizados
ribossomicamente e que apresentam atividade antimicrobiana contra uma ampla
gama de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Nisina e pediocina sdo as
bacteriocinas de bactérias lacticas mais estudadas (BENECH et al., 2002). A
reducdo no conteudo de patdgenos, tal como Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus e Staphylococcus aureus tem sido associada a producdo de substancias
antimicrobianas como as bacteriocinas (MORGAN et al, 2001).

Com isso, o interesse deste trabalho esta na pesquisa e na identificacdo de
BAL isoladas de leite cru de bufala, produtoras de compostos antimicrobianos do
tipo-bacteriocina. Outras substancias podem estar sendo produzidas e a presenca
das culturas lacticas em alimentos passa a contribuir para a estabilidade
microbioldgica dos produtos.
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2 METODOLOGIA
2.1 MICRORGANISMOS E MEIOS DE CULTIVO

As BAL isoladas foram mantidas em meios especificos como Agar
MRS e Agar M17. Outras culturas de microrganismos foram empregadas neste
trabalho para avaliagcdo das propriedades de antagonismo das BAL bem como
para avaliar o0 espectro de atividade antimicrobiana destas culturas.
Corynebacterium fimi NCTC 7547 € descrito como sendo uma linhagem sensivel
a todas as bacteriocinas ja testadas e foi utilizada nos testes de atividade. As
demais culturas foram mantidas em Agar TSB ou BHI em refrigeracdo e
renovadas periodicamente.

2.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO PRELIMINAR DAS BACTERIAS
LACTICAS ISOLADAS DE LEITE CRU DE BUFALA.

O leite cru de bufala foi obtido do Laticinio Dabufala (Cassino-RS).
Amostras de 10 mL do leite cru foram homogeneizadas em 90mL de agua
peptonada 0,1%, obtendo-se a primeira diluicAo das amostras. Foram feitas as
demais diluicbes das amostras em agua peptonada 0,1% e o isolamento de
lactobacilos foi feito em meio de cultura Agar MRS em aerobiose e anaerobiose
usando Anaerobac, a 30°C por 48-72h. Para o isolamento das bactérias lacticas
em forma de cocos foi empregado o meio Agar M17, com o mesmo procedimento.
Colbnias caracteristicas foram selecionadas ao acaso e purificadas no mesmo
meio em caldo e estocados a -20°C em caldo MRS e caldo M17 contendo 25%
(v/v) de glicerol. Todos os isolados passaram por uma caracterizagao preliminar
constituindo-se de reacdo de coloracdo de Gram, prova da catalase e perfil de
homofermentacao e heterofermentacdo de acucares.

2.3 A\,/ALIAQA’O DA PRODUCAO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS
BACTERIAS LACTICAS ISOLADAS PELO TESTE DA SOBRECAMADA

Em placas de Agar MRS e M17 foi feita a semeadura em forma de
picada de cada cultura de BAL a ser analisada. As placas foram incubadas a 30°C
por 24h. Ap6s o crescimento, foi vertido Agar BHI semi-sélido (0,6% agar)
previamente inoculado com C.fimi NCTC 7547 e aguardou-se a solidificacdo. As
placas foram invertidas e incubadas a 37°C e foi observada a formacéo de halos.
Este teste foi realizado em triplicata.

2.4 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO TIPO BACTERIOCINA

Estdo sendo realizados testes para avaliar a natureza das substancias
que estdo sendo produzidas uma vez que procuramos substancias de natureza
protéica, as bacteriocinas. Para o0 teste de atividade antimicrobiana sera
empregado o método de difusdo em Agar com discos (MOTTA e BRANDELLLI,
2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 ISOLAMENTO DAS BAL DE LEITE CRU DE BUFALA

Duas amostras de leite cru de bufala foram semeadas utilizando dois
meios: Agar MRS e M17. O primeiro isolamento das BAL (L1) foi realizado em
meio de cultura Agar MRS, incubado a 30°C em aerobiose (A) e anaerobiose
(AN). Enquanto que o segundo isolamento (L2) procedeu-se da mesma forma,
porém no meio de cultura Agar M17. No primeiro isolamento (L1) houve o
crescimento de 31 coldnias caracteristicas de BAL, em anaerobiose, dentre as
quais apenas uma apresentou as caracteristicas preliminares de bactéria lactica.
Em aerobiose, das 19 BAL isoladas, 8 bactérias apresentaram as respectivas
caracteristicas de bactérias laticas: coco ou bacilo Gram-positivo e catalase
negativa.

No segundo isolamento (L2), realizado em agar M17, houve o
isolamento de 30 BAL em anaerobiose, dentre as quais 6 apresentaram as
caracteristicas preliminares de BAL. Em aerobiose, das 20 BAL isoladas nao
houve a identificac@o de culturas com as caracteristicas desejadas.

3.2 IDENTIFICACAO PRELIMINAR DAS BAL

Para a selegédo das BAL com as caracteristicas desejadas, realizou-se
uma pré-selecdo baseada na morfologia das coloénias das bactérias.
Posteriormente foi realizada a prova de coloracdo de Gram e o teste de catalase.
Das 50 bactérias isoladas em L1, 9 BAL apresentaram as caracteristicas de coco
ou bacilo Gram- positivo e catalase negativa. Ja das 50 bactérias isoladas em L2,
6 apresentaram as caracteristicas desejadas.

3.3 TESTE DA SOBRECAMADA

No primeiro isolamento realizado, 4 das 9 bactérias selecionadas
apresentaram a formacdo de um halo, o qual representa a producdo de
substancias antagonicas com potencial de inibicdo da bactéria testada (C. fimi ).
J4 no segundo isolamento realizado, 6 bactérias foram selecionadas pela
identificacdo preliminar das BAL, sendo que 3 apresentaram a formacéo do halo.
Mais testes da sobrecamada seréo realizados para que haja a confirmagao dos
resultados. Porém com estes resultados tem-se uma idéia do potencial
antag6nico sem que possa ser atribuida a natureza da atividade antimicrobiana. A
producdo de acidos organicos € provavel, porém a inibicdo da cultura indicadora
C. fimi, a qual é sensivel a todas as bacteriocinas ja testadas pode indicar a
producao de outro metabdlito, como as bacteriocinas.

3.4 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO TIPO
BACTERIOCINA.

Este projeto esta em fase de inicio e a avaliacdo da atividade
antimicrobiana do tipo-bacteriocina encontra-se em processo, onde bactérias
patogénicas e deteriorantes estdo sendo testadas considerando a importancia das
mesmas na qualidade e inocuidade dos alimentos.

4 CONCLUSOES
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As culturas tipicas de bactérias lacticas isoladas até o momento foram
testadas com o intuito de avaliar o potencial da inibicdo de uma cultura indicadora.
Baseado nos resultados observou-se a producdo de atividade antimicrobiana
contra a cultura de C.fimi NCTC 7547 indicando, por este teste qualitativo, a
presenca de compostos de natureza antimicrobiana, secretados pelas BAL.
Poucos trabalhos tém sido observados, explorando a microbiota lactica de leite de
bafala, o que desperta também o interesse desta pesquisa. Mais testes também
estdo sendo realizados para a identificacéo das BAL isoladas.
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