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Resumo

Em queijos artesanais como o queijo de Alagoa, as bactérias laticas
autéctones sdo fundamentais para suas caracteristicas e qualidade. Este estudo
objetivou isolar bactérias laticas mesdfilas e termafilas de amostras de leite cru,
soro-fermento e queijos nos tempos de maturagdo de zero, sete, 14 e 28 dias,
provenientes de cinco propriedades. Nas amostras de leite cru predominaram
lactococos e lactobacilos mesdfilos, ja no soro fermento e queijos predominaram os
grupos de lactobacilos mesofilos e termofilos. Todos os grupos reduziram em
nimero no decorrer da maturagdo de até 28 dias. Um total de 366 isolados Gram
positivos e catalase negativos, divididos em 167 isolados com morfologia de cocos
(127 mesdfilos e 40 termdfilos) e 201 de bastonetes (87 meséfilos e 114 termdfilos)
foram armazenados a - 80°C para identificagdo e caracterizagao molecular.
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Introducao

A produgdo de queijos artesanais é uma atividade tradicional e geradora de
renda para inimeros produtores rurais em Minas Gerais. No municipio de Alagoa,
situado na Serra da Mantiqueira, o queijo artesanal Alagoa, também referido como
queijo parmesdo de Alagoa, € produzido ha mais de um seculo em pequenas
propriedades a partir de leite cru integral e soro-fermento (Passil, 2016).

Na produgdo de queijos artesanais, a biodiversidade de bactérias laticas e

considerada fator fundamental para as caracteristicas e gualidade do produto final

_(Morandi et al., 2011). Portanto, para preservar as caracteristicas do queijo artesanal

de Alagoa e minimizar variagbes na sua qualidade é necessario conhecer a
biodiversidade das bactérias laticas em todo o processo de sua producdo. No
entanto, até o presente, nenhum estudo sobre a microbiota latica foi realizado.
Assim, o objetivo deste estudo foi realizar a contagem em placas, isolamento e

identificacdo presuntiva de bactérias laticas presentes em amostras de leite cru,



soro-fermento, quéijo recém fabricado e apds 7, 14 e 28 dias de maturacao,

provenientes de cinco propriedades.

Material e Métodos

Amostragem: Amostras de leite cru, soro-fermento e queijos artesanais foram
coletadas em cinco propriedades rurais de agricultores familiares situadas no
municipio de Alagoa na Serra da Mantiqueira, MG. Os queijos, oriundos de um
mesmo lote, foram maturados nos respectivos locais de fabricagdo e amostrados
nos tempos zero, sete, 14 e 28 dias. As amostragens foram realizadas nos meses
de maio, junho, julho, novembro e dezembro de 2016, sendo as amostras
transportadas sob refrigeragdo a temperatura em torno de 4°C para o Laboratorio de
Microbiologia da Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG, onde foram analisadas

dentro de 24 horas apds a coleta.

Contagem em placas e isolamento de bactérias: Amostras de 25 mL de leite cru e

soro-fermento foram diluidas serialmente em solucdo tampao fosfato (Weher&Frank,
2004), alternativamente, 25 g de queijo foram primeiramente homogeneizadas em
solugdo citrato de sodio a 2% e entdo diluidas serialmente como indicado para o
leite e soro-fermento para plaqueamento. Para estas amostras, foram realizadas as
analises de contagem de bactérias laticas em agar Man Rogosa e Shape (MRS) e
Agar M17 acrescido de 5% de lactose, respectivamente em anaerobiose e
aerobiose, ambos incubados a 30 °C e 42 °C. O periodo de incubacdo das placas
contendo o meio Agar M17 foi de 48 h e o do agar MRS de 72 h. Placas contendo
entre 20 a 300 colénias foram selecionadas para contagem e isolamento. ColGnias
isoladas apresentando diferentes morfologias foram repassadas para novas placas
para verificagdo da pureza das culturas e identificagao presuntiva pelos testes de
coloragdo de Gram e produgédo de catalase. Os isolados Gram positivos e catalase
negativos foram divididos em dois grupos: cocos e bastonetes e foram preservados

em Litmus Milk a -20 °C e -80 °C para posterior identificagdo e caracterizagao

molecular.

Resultados e Discussao
Os resultados das contagens de bactérias laticas em amostras de leite cru,
soro-fermento e queijos a diferentes tempos de maturagdo, provenientes de cinco -

propriedades, constam na Tabela 1. Nas amostras de leite cru verificou-se



predominio de grUpos mesofilos, tanto em condigdes aerobias e anaercbias de
cultivo, com contagens médias de 6,77 e 6,82 logsy UFC/mL nos meios M17
(lactococos) e MRS (lactabacilos) a 30°C, respectivamente. Ja para o soro-fermento,
verificou-se predominio de lactobacilos com contagens médias de 8,25 e 8,18 log1o
UFC/mL em MRS a 30°C e 42°C, respectivamente. Os grupos de lactobacilos
também predominaram nos queijos em todos os tempos de maturacéo
considerados. Segundo Liu et al. (2012) a variedade de bactérias laticas presentes
em produtos lacteos fermentados depende do leite cru e fermento latico usado na
fabricacéo.

Os dados evidenciam que todos 0s grupos reduziram em ndmero no decorrer
damaturagdo de até 28 dias: 0 grupo de lactococos mesofilos reduziu de 7,05
log1oUFC/mL para 6,31 logio UFC/mL: o grupo de lactococes termofilos reduziu de
5,65 para 5,22 logig UFC/mL; o grupo de lactobacilos mesofilos reduziu de 7,43 para
6,54 logio UFC/mL e o grupo de lactobacilos terméfilos reduziu de 7,44 para 5,81
logioUFC/mL. Estas redugdes podem estar associadas a inibicdo do crescimento de
algumas estirpes de bactérias laticas causada por variagdes no queijo durante este
periodo de maturacao, tais como: aumento na concentracdo de acidos organicos,
abaixamento do pH e do teor de umidade, concentragdo de sal e redugao de
nutrientes disponiveis.

Foram obtidos muitos isolados das amostras de leite cru, soro-fermento e
queijos a diferentes tempos de maturagdo. A maioria dos isolados foram
identificados presuntivamente como bactérias laticas por apresentarem reagao
positiva na coloracao de Gram, auséncia de catalase € morfologia de cocos ou
bastonetes. Ao final uma colecé@o de 366 isolados divididos em167 isolados com
morfologia de cocos (127 mesofilos e 40 temoéfilos) e 201 de bastonetes (87
mesofilos e 114 termofilos) foram armazenados a - 80°C para posterior identificacao

e caracterizacgdo molecular.
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Conclusao

Considerando que ndo ha informagdes disponiveis na literatura sobre a
caracterizacdo deste queijo tradicional, este estudo € a primeira etapa para
conhecimento das bactérias laticas envolvidas na sua produg&o.Nossos resultados
sugerem que grupos de bactérias laticas presentes no leite e soro-fermento tendem
a predominar no queijo, e, portanto, esta microflora autoctone deve ser identificada,

caracterizada, protegida e conservada.
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