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Resumo: Dentre os produtos fermentados naturalmente por bactérias láticas (BAL) encontram-se os
queijos artesanais. Sua utilização constitui-se em uma das técnicas mais antigas de conservação de
alimentos, já que são capazes de produzir substâncias com caráter antagônico frente a microrganismos
deteriorantes e patogênicos, com destaque à Listeria monocytogenes. Na região Fronteira Noroeste do
estado do RS é produzido um queijo típico, denominado colonial. Por ser fabricado, geralmente, com
leite cru, sem a adição de culturas iniciadoras e sob condições deficientes de higiene, possui uma
diversificada população microbiana indesejada. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
presença de BAL produtoras de bacteriocinas, em leite e queijos artesanais desta região. Para isso,
foram coletadas amostras em dez produtores de leite e queijos, em duas épocas do ano (inverno e
verão). As BAL foram isoladas destes produtos e então testadas quanto a sua capacidade de produzir
bacteriocinas, frente à Listeria monocytogenes. Do total de bactérias láticas isoladas, com potencial
antagonista, 33,33% mostraram-se capazes de produzir bacteriocinas.
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Introdução
O emprego de leite cru e sem a adição de fermentos lácteos, na grande maioria dos processos de
produção artesanal de queijos, fornece a este produto uma diversificada população microbiana
indesejada, proveniente do próprio leite e também das condições higiênico-sanitárias às quais é
submetido. Este aspecto se caracteriza como um perigo aos consumidores, já que além de
microrganismos deteriorantes pode também servir como veículo de microrganismos patogênicos. 

Além dos microrganismos indesejáveis, a microbiota é composta também de bactérias ácido-láticas
(BAL). Estas são inerentes da matéria-prima leite, e desempenham um papel primordial no processo de
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fermentação do mesmo. Demonstram-se predominantes durante a produção e maturação de queijos,
conferindo características organolépticas essenciais (NESPOLO, 2009).

Além disso, muitas apresentam poder de inibição frente a patógenos e deteriorantes como
Staphylococcus spp.,Listeria spp., Salmonella spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp., E. coli e bactérias
do grupo coliforme (HERNANDEZ et al., 2005; JAY, 2005; NESPOLO, 2009;  ORTOLANI, 2009).

A capacidade antagonista que muitas BAL apresentam deve-se a produção de compostos formados em
pequenas quantidades a partir do catabolismo celular, dentre os quais podemos citar ácidos orgânicos
(como ácido láctico), peróxido de hidrogênio, dióxido de carbono, diacetil, acetaldeído e substâncias
antimicrobianas de natureza proteica, denominadas bacteriocinas (NAIDU et. al., 1999). Estas são as
mais estudadas pela importância na aplicação em indústrias de alimentos como bioconservantes
(ORTOLANI, 2009) e também como probióticos (NESPOLO, 2009). 

As bacteriocinas são peptídeos antimicrobianos sintetizados ribossonalmente, biologicamente ativos,
produzidos por diversas espécies de bactérias, caracterizados por agirem contra um grupo específico de
microrganismos da mesma espécie, ou de diferentes gêneros (MARTINIS et. al., 2001; NESPOLO,
2009; ORTOLANI, 2009). Devido a sua natureza proteica, testes de inibição com diferentes enzimas,
podem ser utilizados para caracterizar as bacteriocinas produzidas por BAL.

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar a presença de bactérias ácido-láticas produtoras
de bacteriocinas em leite e queijos artesanais, produzidos na região Fronteira Noroeste do RS, com o
intuito de virem a ser utilizadas como cultura iniciadora, conferindo características únicas e seguras aos
queijos regionais.

Metodologia
A pesquisa foi realizada, inicialmente, junto a dez propriedades rurais, da região Fronteira Noroeste do
estado do RS, de onde foram coletadas vinte amostras de leite e quarenta de queijos, em duas épocas do
ano (inverno e verão). Os experimentos foram realizados junto aos Laboratórios de Microbiologia e
Físico-química da UNIJUÍ – Universidade Regional do Noroeste do Estado do RS.

As BAL foram isoladas em ágar De Man, Rogosa e Sharpe - MRS, sob anaerobiose a 35°C por 72h
(IDF, 1983).

Vinte e uma cepas de bactérias ácido-láticas, com atividade antagonista, 06 oriundas de amostras do
inverno e 15 de verão, foram testadas quanto à capacidade de produção de bacteriocinas. Para isso a
natureza proteica das substâncias antimicrobianas foi identificada frente a enzimas (Sigma): pepsina,
&#945;-quimotripsina e proteinase K, segundo Lewus et. al., 1991.
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Inicialmente, as cepas de BAL foram cultivadas em caldo MRS a 350C por 24h. Destas culturas foram
inoculadas quatro gotas de 5µL, cada, em placa de ágar MRS. As placas foram incubadas em
anaerobiose a 350C por 24h. Decorrido este tempo foram perfurados orifícios de 5mm de diâmetro, a
5mm de cada colônia. Três orifícios foram preenchidos com solução de cada uma das enzimas citadas,
a 20mg/mL. E, um quarto orifício com água destilada estéril, servindo como controle. Após absorção,
as placas foram recobertas com uma sobrecamada de ágar BHI semi-sólido a 0,8% contendo em torno
de 106UFC/mL de Listeria monocytogenes. Em seguida as placas foram incubadas a 350C/24 sob
aerobiose.

A interpretação dos resultados foi feita mediante observação dos halos de inibição, sendo que a retração
do halo (formato de meia lua), próximo à enzima, indicou sensibilidade à referida enzima,
caracterizando a substância antimicrobiana como sendo uma bacteriocina.

Resultados e Discussão
Os resultados obtidos mostraram que 33,33% dos isolados com atividade antagonista foram capazes de
produzir substâncias antimicrobianas de natureza proteica, frente à Listeria monocytogenes, sendo
caracterizados como produtores de bacteriocinas. Destes 83,33% foram oriundos de amostras coletadas
no inverno e 13,33% de amostras coletadas no verão. Na Tabela 01 pode ser observada a sensibilidade
dos isolados frente às enzimas pepsina, proteinase K e &#945;-quimotripsina e na Figura 01 é
demonstrado o comportamento de um dos isolados frente a estas enzimas.
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Figura 01 – Sensibilidade de um dos isolados (AB7) de BAL frente às enzimas pepsina, proteinase K e
&#945;-quimotripsina.

Tabela 01 – Sensibilidade dos isolados de BAL frente a enzimas proteolíticas.

(+): indica sensibilidade do isolado frente à enzima; (-): indica que o isolado não se mostrou sensível frente à enzima.
(I): isolado proveniente de amostra coletada no inverno; (V): isolado proveniente de amostra coleta no verão.

Ortolani (2009) em trabalho similar, procurando identificar BAL nativas de leite cru e queijo minas
frescal com capacidade de produzir substâncias antimicrobianas, detectou 14,9% dos isolados com
sensibilidade a enzimas proteolíticas, sendo estes classificados como supostamente produtores de
bacteriocinas. Furtado (2010), através do isolamento de BAL de queijo frescal de leite de cabra,
identificou 10% de seus isolados como sendo produtores de bacteriocinas.

As bacteriocinas produzidas por BAL e as culturas iniciadoras de BAL produtoras de bacteriocinas são
de grande interesse para a indústria de alimentos como preservativos naturais devido à sua habilidade
de inibir o crescimento de bactérias deterioradoras e patogênicas, incluindo Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereuse Clostridium botulinum (HERNANDEZet. al., 2005).

Conclusão
O leite e o queijo artesanal produzido na região Fronteira Noroeste do RS apresentam bactérias láticas
produtoras de bacteriocinas.

As bactérias láticas isoladas podem vir a ser utilizadas como potenciais cultivos iniciadores
bacteriocinogênicos em queijos.
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