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lNTROOUÇi\O 

Nos últimos anos, pesquisadores em todo o mundo têm se preocupado em 
selecionar cepas pertencentes à mícrobiota lática natural do leite cru e de queijos 
artesanais de suas regiões. de modo a obter fermentos iniciadores e adjuntos 
especificamente preparados para adição ao leite tratado termícamente e destinado à 
produção de queijos (CARVALHO et ai., 2006: DURLU-OSKA YA et ai. 2001: 
t'\iEDINA et al., 200 i ). 

Após o isolamento. a identificação e o estudo de propriedades ka1uh:réit.ct~ d,b 
bactérias áciâo iáticas são reaiiz.aâos com o intuito óe se obter dados para áesenvoiver 
(ulh!i.1', \jUI:! "ej.1m ap1opriJJa!) para eld.Lora<i,ào de um determinado tipo de queijo, 
Yis.mdo a preservação àe suas caracrerísricas (CARVALHO eI al.,2006; DLKLL"­
OSK .i,. Y .\ et :.~, ~:}0!, '1ED!~A e!:.!, ~00!) 

Este rrabaiho teve como objeúvo avaliar as proprieáJ.des tecnológicas àe 
,,,, ,.,.,,.;_ l::.. b .-! ... "L~l·J: r;,,.,ç.::o C" n·~c1· ,1,:,Jp l'\fl"ltPol 1' tJ.C" e C" "'"CJ·,-1.,. b dp l'\fl"l,,!ll,'.>0 c!p arr.m,:, 
__ t"_..,_ .. ..._ __ -- - ·" .\o...;;i. ~ ' -1"'- _._. ..., t" v .. ._ • .. - -t'- \,,;...:.-\,,, - t' ,w-;.J.y- - ...,.;.,J;~ 

de bactérias áciào iáiicas isoiacias àe queijos àe Coaiho comerciaiizaàos no Ceará e que 
f2Z=::'? p.?r!~ & c0!~-ª0 cl~ C!.!~!~:2s eh E!:?b:2p2 .. ~1~::;!!:d:i.St:!.; Tr0µ!e2!. 

For~n, ~\ ~ !;~A2 s l 9 b~cté:;~s 2.c~cl0 ~t!c~, ~:!e~:~e:?!es ~!:.5 gê::e:cs 

Emerococcus e S1rt!pwcoccus, ísoiaàas de amosrras de queijos de Coalho, 
. ,. ' ...., , C , T' • • f ,1_ , - d 

CC!!'?~rc!2!!2'.2QOS em rort.2!e->...a, eara. c.!>tes m1crorga1:!S!:!CS az~!Tl ::-a.rte u2 co1eç20 e 

bactérias ácido iáricas do Laboratório de 1íicrobiologia de Aiímemos da Embrapa 

ativados em meio LDR (ieite desnatado reconstituído) 10% a 35~C por 24 horas, 
t:9.1:sferidcs para cak!c MR.S ~ inc'!.lbados a 35nc per 24 horas 

Avaiiação da capacidade de ac:idificação - Uma alíquota de 1% da cuitura 
• • ' • t ... ,n~ r. • r. • ' • L~"' ( "" ' 

::-r~v!2!!!e~te 2!!V2(!2 e~ C2!!...~ .\·!!\._ .. ~! !!2!'.S.~!!~ ~~!2 !!!e!O U!\.. It.r'Ó..J, 

suplementado com 0,3% de extrato de levedura e 0,2% de glucose, e incubada a 35~C 
n,,,r ~4 l,r.r2c ~"" ~.,.,_,,.;{í•" um., .,J:r .. ,At,:, ,IP '1º-'o 1I-, ,J.,,s., c,,lt11r,:, f,oi ;..,A,ul"(!" em ')f'vr:~1 
.t"-'" - ........ ~.,._ ..... _,._o-'-· .,.. , •• -... --- 1 .,,J, ........ ~ -- ~ li,,.,...., - ~- .. -·- .. • ;.i...,_ ,._ w. • - -..rr~ 

de LDR e incubada a 35ºC. Após os tempos de O, 6 e 24 horas, amostras de 20ml foram 
r~t!r2A';)s, ~Sef'!!c2!~~!t~, ~~!2 d~!~rrn!!'2~~~ cl~ :)H (DIJR.LU-OL<.~ .. Y.~, e! 2!., 20•')!), 
em pHmêtro Digimed Dt\120. O controle ào experimento foi reaiizado pela incubação 
de 100ml de m~io LDR, se:n inéct!lo. 

A raliaçJo da capt.1cidt.1dt.! protl!oiítica - Uma alíquota de 1 % da cultura 
;:-rev!~!?!e!?te 2t!v2rf-2 f0i tr~!?Sf~!!A~ p2r2 !!!e!~ LDR p2st~~r!~<l'J (é3ºC/30rr?!!'?u!0s) e 

incubada a 35~C. Após 16 horlS, 3ml dessa cultura foi retirado e misturado a 3ml de 
~~~ de~tifaili e 10ml de ácido tricloroacéti<lo 0,7'2N e hom0geneindo Jur:rn!e 5 
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minutos. Depois de um repouso de 15 minutos, a mistura foi filtrada. Do filtrado foi 

recolhido uma quantidade de 2ml, a qual foi adicionado 4mJ de uma solução de 

carbonato de sódio ( l 5%) e pirofosf ato de sódio (2%), aquecida a 4D°C e 1 ,2ml do 

rrogente fenol Folin-Ciocalteau. Em seguida, a densidade ótica foi medida a 650nm em 

cspectrofotômetro Vnrinn CARY 50. A atividade proteolltica foi expressa em µg de 

tirosinn por mi de amostra por hora, usando tirosina como padrão. O branco foi 

reali111do utili111ndo filtrado de meio LDR pasteurizado, sem inóculo (HULL, 1947). 

Avaliação da capacidade de formação de aroma - foi determinada em um tubo 

de ensaio contendo 2,5ml da cultura ativada em meio LDR, 2,5ml de sofução de NaOH 

10N e 1ml de solução de creatina (1%). Após agitação do tubo por 20 minutos, o 

aparecimento de coloração rósea indicou a formação de diacetiJ e acetil metil carbinol, 

representado a positividade do teste (FURTADO, 1990). 
ldenn.ficação das espécies de bactérias ácido láticas - A identificação das 

espécies para os diferentes gêneros encontrados foi realizada utilizando o sistema APl 

20 Strep (BioMérieux) para estreptococos, enterococos e microrganismos semelhantes. 

O teste de termorresistência, no qual uma alíquota de 1 % de cada isolado foi inoculada 

em LDR (10 %) estéril e em seguida submetida à tratamento térmico de 60ºC/ 30 

minutos, foi utiliz.ado para a identificação de Streptococcus them,ophíllus. A 

positividade do teste foi verificada pelo crescimento após a incubação a 42ºC por 24-

48h (HARDTE; WHILEY, 1995). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados da capacidade de acidificação das culturas estão apresentados na 

Tabela 1. Segundo Cogan et ai. (1997), culturas boas produtoras de ácido são aquelas 

que reduzem o pH do leite de seu valor normal(~ 6,6) para 5,3 em 6 horas. Este critério 

foi atendido apenas por três isolados de Streptococcus e por nenhum dos Enterococcus, 

demonstrando que estas culturas não são boas produtoras de ácido. Embora outros 

pesquisadores tenham isolado microrganismos bons produtores de ácido da microbiota 

de outros queijos (COGAN et aJ., 1997; DURLU-OZKA YA, et al. 2001, :MEDINA et 

aL, 200i), Carvalho et al., 2006 também encontraram resultados semelhantes com 

isolados de bactérias ácido láticas de queijos de Coa!ho. A seleção de microrganismos 

pouco acici1ficames pocie ocorrer cievicio à própria caracterísuca cio queiJo cie Coaino cie 

apresentar o pH elevado, em torno de 6,0 (NA.SSU et al., 2001). 

Taheb J· Jsolac!os que recl11.úram o pH do leite de r,,5 para 5,3 após incubaç:fo de 6h e, para 4,6, após 
;,_.,. ... 1 ...... ::-, .. l .. .,.,,i.. .,. ~cor 
"'"'""".__.,.. .... " -·..., - ......... .,_, -· 

l\'ficrorganismo 
Total 

~~--~,:.-.!!~ 

StrPpl&·nr·cus IO 

Enterococcus 9 

Nº de isolados que reduziram o pH par.t 
< 5.; <"' 1 r. 

~~ 

1 7 

o 2 

No entanto, após 24 horas de incubação, a maior parte dos isolados de 

S1rep1ococcus foi capaz de reduzir o pH do leite de 6,5 para 4,6, que é o ponto 

isoelétrico da caseína (Tabela 1 ). Esta característica de não reduzir o pH do leite em 

demasia, demonstra que os microrganismos avaliados apresentam potencial nara serem 

usados como fermento lático endógeno para fabricação de queijo de Coalho. • 
A -,tíui,bn<> prnt<>nl:t;,-., Anc ;.,nl,,rf.n,, ,..,.,; !>pr,:,c:,<>nt!>,f,,. "" T,."'-J!> ?_ n,. ,,,.... tnt!! 

de 19 culturas avaliadas. 79% apresentaram atividade proteolítica baixa. 
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independenteme~lte do gênero, produzindo até 1,99 pg de tirosina.ml '.h·' (linhas_ 1 e . .2 
da Tab~la 2). Microrganismos muito proteollticos não são recomendados na fabncaçao 

de queijos que serão consumidos frescos como é o caso do queijo de Coalho, uma vez 

que a proteólise pode levar ao desenvolvimento de sabor amargo e ao amolecimento da 

textura. camcteristicas indesejáveis neste tipo de queijo. 

TAbt'IA 2. t\hvidndc protcolfl1cn dos ,solndos do!! gfü1cros Streptococe11., e Hnlerococcu.,, cm meio LDR 

J\1Slcuri,ndo. npós 16 horns de incuhaçllo o 35ºC 

AtMdAdc 1n•otffllftica (P« de tlro1lna.ml 1.h 1) N" de l1oladoJ aHlladoJ 

(O - 0,99) 9 47,4 

(1 - 1,99) 6 31,6 

(2 - 2,99) 2 J0,5 

(>3,00) 
2 10,5 

Total- 19 100,0 

A capacidade de produção de aroma foi verificada pela formação de diacetil e 

acetil metil carbinol, após o cultivo das culturas em meio LDR, por 24 horasª. 35ºC. Os 

compostos avaliados fazem parte das substâncias responsáveis P_elo desenv0Jv1mento do 

aroma em queijos (FOX et ai., 2000). Dos 19 isolados avahados, 16 .apresen~am 

resultado positivo para este teste, representando 84,2% do total de m1erorgarusmos 

analisados (Tabela 3) 

Tabela 3: Capacidade de produção de aroma dos isolados dos gêneros Streptococcus e Enlerococcus, 

cultivados em LDR por 24 horas a 35ºC. 

Microrganismo 

Streptococcus 

Enterococcus 

Total 

Nº de isolados avaliados 

10 

9 

19 

Isolados Positivos 

8 

8 

16 

Todos os isolados pertencentes ao gênero Streptococcus (1 O) foram positivos 

para o teste de termorresistência sendo, portanto, classificados como Streptococcus 

thennophillus. Dentre os microrganismos pertecentes ao gênero Enterococcus, 66, 7% 

foram identificados como sendo E. faecium. Dois isolados não puderam ser 

identificados com o• uso do kit API 20 Strep. Para um outro isolado, confirmado como 

Enterococcus, não foi possível discriminar a espécie, mesmo com o auxílio do kit API 

20 Strep. Neste caso, necessita-se de testes mais acurados para identificação da espécie. 

CONCLUSÃO 

A caracteriz.ação das propriedades tecnológicas das bactérias ácido láticas 

avaliadas neste trabalho mostrou que a maioria ·dos isolados estudados foram pouco 

acidificantes, pouco proteoJíticas e bons produtores de aroma Estas características são 

interessantes para elaboração de um fermento lático apropriado para a elaboração de 

queijo de Coalho a partir de leite pasteurizado. 

Os &terococcus fazem parte da microbiota natural do queijo de Coalho 

artesanal e devem ter uma contribuição significativa nas características do mesmo. No 
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entanto, para que est . 

necessária a realiz,açã es micro~ganismos sejam adicionados a um ferment~ lático é 

patogenicidade. 
0 de ma,s estudos, principalmente no que diz respeito a 5 ua 
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