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1. INTRODUCAO

O estado do Rio Grande do Sul (RS) é atualmente o segundo maior
produtor de leite do Brasil, com uma producdo anual superior a 2,9 bilhdes de
litros, o que representa 11,3% da producdo nacional (EMBRAPA, 2010). A
producdo de leite neste estado vem crescendo em escala e produtividade nos
dltimos anos, principalmente nas bacias leiteiras ligadas as cooperativas,
responsaveis pela maioria da captacdo. As regides’ com maior destaque na
producéo leiteira no Estado sdo: Noroeste Colonial com 11,3%, Producdo com
11%, Fronteira Noroeste com 9,4% e Serra com 8,1% (IBGE, 2010).

No Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul é produzido um queijo
artesanal, popularmente denominado queijo colonial, cujo conhecimento das suas
técnicas de fabricacdo tem sido transferido verbalmente ao longo das geracoes.
Por ser fabricado, na grande maioria dos casos, com leite cru e sem a adi¢ao de
um indculo inicial, possui uma diversificada populagdo microbiana indesejada,
proveniente do proprio leite e também das condi¢cbes higiénico-sanitarias as quais
€ submetido. Este produto caracteriza-se como um perigo aos consumidores, ja
gue além de micro-organismos deteriorantes pode servir de veiculo para micro-
organismos patogénicos, como Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella sp. (SANTANA et al., 2008).

Além dos micro-organismos indesejaveis, estdo presentes as bactérias
acido-laticas (BALs). Essas bactérias sao inerentes da matéria-prima leite, e
desempenham um papel primordial no processo de fermentagcdo do mesmo, além
de produzir substancias capazes de combater patdégenos contaminantes
naturalmente, sendo sua utilizacdo um dos métodos mais antigos de preservacao.

Esta capacidade de combate a patdgenos é conhecida como atividade
antagonista das BALs. Ela ocorre devido ao crescimento competitivo com outros
micro-organismos, potencializado pelos efeitos inibitérios dos seus metabdlitos. O
principal é o Aacido latico, além de per6xido de hidrogénio, CO;, diacetil e as
bacteriocinas (NAIDU et al., 1999).

A existéncia de um paradoxo muito grande leva a crer que as bactérias
laticas nativas sdo responsaveis pelo antagonismo a patdégenos. . Isto sugere que
a microbiota natural interfere no desenvolvimento de patdogenos (ORTOLANI,
2009). Neste sentido, o desenvolvimento e otimizacdo de BAL ou de seus
metabdlitos antimicrobianos para aplicacdo como inibidores “naturais” direcionada
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a biopreservacéo de alimentos tem o objetivo de controlar bactérias indesejaveis,
sejam elas deteriorantes ou patogénicas. Este aspecto pretende atender aos
anseios do consumidor, exigente por produtos sem adicdo de conservantes
quimicos, minimamente processados e com elevada vida Util.

A populacdo microbiana de cada produto lacteo varia de acordo com a
regido geogréfica onde este é produzido, podendo se atribuir variagdes em razao
do leite utilizado, do clima predominante e dos métodos empregados no
processamento. O presente estudo possibilitara conhecer o0s niveis das
populacées de BALs de interesse, com atividade antagonista frente Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium
para futura utilizacdo destas como culturas iniciadoras na producdo de queijos
tipo colbnia.

2. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa faz parte de um projeto financiado pela Secretaria de
Ciéncia e Tecnologia do Estado do RS, que estda sendo realizado junto a
produtores rurais, da regidao Fronteira Noroeste do estado do RS. Foram
inicialmente, selecionados dez pequenos produtores de queijo artesanal, de sete
municipios da regido. Estes foram indicados pela EMATER, por se tratarem de
queijos feitos com leite cru e sem adicao de inoculo inicial. Os experimentos estdo
sendo realizados junto aos Laboratérios de Microbiologia e Fisico-quimica da
UNIJUI — Universidade Regional do Noroeste do Estado do RS, campus Santa
Rosa.

De cada propriedade foram coletadas: 01 amostra de leite in natura e dois
gueijos, com 01 dia de fabricacdo. Um dos queijos foi analisado imediatamente,
caracterizando o Tempo 01 (T1). O outro queijo foi maturado, por sete dias, sob
refrigeracéo, caracterizando o Tempo 07 (T7).

Destas amostras, as bactérias isoladas em &gar DE MAN, ROGOSA e
SHARPE (MRS), foram analisadas quanto a forma, coloracdo de Gram e
catalase. Os isolados caracterizados como cocos ou bacilos, Gram positivos e
catalase negativa foram mantidas em agar MRS e submetidas posteriormente, ao
teste em gota (“spot”’) segundo JACOBSEN et al. (1999) para determinacao de
atividade antagbnica frente a E. coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC
1901), Salmonella typhimurium (ATCC 13076 ) e Listeria monocytogenes (ATCC
7466), 27 cepas de BALs.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na tabela 1 se pode observar que 59,26% dos isolados de bactérias acido-
laticas apresentaram atividade antagdnica contra E. coli, Staphylococcus aureus e
Salmonella typhimurium e 55,56% contra Listeria monocytogenes. Dos isolados
gque apresentaram atividade antagbnica contra E. coli, Staphylococcus aureus e
Salmonella typhimurium, 6,25% s&o provenientes do leite “in natura”, 56,25% dos
gueijos T1 e 37,5% dos queijos T7. Ainda, dos isolados que promoveram
antagonismo contra Listeria monocytogenes, 60% sé&o oriundos dos queijos T1 e
40% dos queijos T7.

Obtiveram-se halos de inibicdo de diametros entre 18,24 mm e 49,72 mm
para E. coli, 22,21 mm e 43,94 mm para Staphylococcus aureus, 18,82 mm e
49,09 mm para Salmonella typhimurium e 23,39 mm e 41,57 mm para Listeria
monocytogenes. As cepas com maiores diametros de halos de inibicdo foram Y5



®ENPOS

para E. coli, O4 para Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium e E4 para
Listeria monocytogenes.

CHIODA et al. (2007) analisou cepas de Lactobacillus acidophilus e
confirmou atradves de zonas de inibicdo a atividade antagbnica destes contra
Escherichia coli. De MARTINIS et al. (2001) isolou linhagens de BALs de produtos
carneos e observou zonas de inibicdo de onze isolados contra Listeria
monocytogenes. NETO et al. (2005) isolou Lactobacilos de queijo coalho e
verificou que todos isolados foram capazes de inibir Staphylococcus sp. e E. coli.
SANTOS et al. (2003), usaram 58 cepas de Lactobacillus de espécies diferentes e
as testaram contra diversos micro-organismos para verificar sua atividade
antimicrobiana, utiizando o método do “spot-test”. Os autores verificaram que
75% dos Lactobacillus mostraram atividade antimicrobiana contra E. coli, 50%
contra Listeria monocytogenes e 81% contra S. typhimurium.

O presente trabalho ndo avaliou a natureza das substancias antagonistas
produzidas pelas culturas produtoras, porém as atividades inibitorias verificadas
justificam-se pela producédo de substancias inibidoras que teriam se difundido pelo
agar e impedido o crescimento das culturas reveladoras. Entre elas, podem ser
citadas: acidos orgéanicos (como acido lactico), peréxido de hidrogénio, didxido de
carbono, diacetil, acetaldeido e substancias antimicrobianas de natureza protéica,
denominadas bacteriocinas (NAIDU et al., 1999).

Tabela 1 — Atividade antag6nica de cepas de bactérias acido-laticas isoladas
de leite e queijos da regido Fronteira Noroeste do estado do RS frente a E. coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella tiphymurium e Listeria monocytogenes.

Cepas isoladas E. coli Staphylococcus aureus Salmonella Listeria monocytogenes

(ATCC 8739) (ATCC 1901) tiphymurium (ATCC 7466)
(ATTCC 13076)

A5 + + + +

AC2 - - - -

AC4 aF aF aF aF

BA1 - - - -

BA2 -

BC2 -

C1 -

Cc4 + + + +

E4 + + + +

F4 + + + +

14 -

L5

M4

o1

o4 + + +

P2 + + + +

P4 - -

R1 + + + +

R2 + + + +

R3 + + + _

R4 + + + +

S4 + + + +

U3 aF aF aF aF

ua + + + +

us T aF aF ar

Y1 - -

Y5 + + + +

(-) Inexisténcia de atividade antagdnica; (+) Existéncia de atividade antag6nica.
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4. CONCLUSOES

As bactérias acido-laticas isoladas dos leites e queijos artesanais da regido
Fronteira Noroeste que promoveram atividade antagbnica frente aos patégenos
testados, apos identificadas e caracterizadas, poderdo ser utilizadas como
culturas iniciadoras para a producdo de queijos coloniais visando melhorar a
qualidade sanitaria do produto.
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