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RESUMO

Existe, no Brasil, uma caréncia de informagdes a res-
peito da flora latica do leite cru, tal como chega na plataforma
de recepgao da indistria. Assim, com o objetivo de .caracterizar
essa flora, foram isoladas, a partir de 50 amostras de leite cru,

300 culturas de bactérias laticas.

Para a realizagdo dos isolamentos foi utilizado o meio

de cultura agar APT-S, desenvolvido, neste trabalho, a partir do

o

agar APT, pela incorporagdo de 0,1% de sorbato de potassio, 0,5
de agar e concomitante redugdo do pH para 6,0, pela adigdo de aci
do latico. Comprovou-se que este meio teve um bom comportamento
para contagem e isolamento dos microrganismos do grupo latico,
apresentando uma eficiéncia seletiva nas condig¢des utilizadas. Ne

nhuma inibigao sobre culturas puras de bactérias laticas foi de-

tectada.

Dentre os isolados, S. faciis apresentou uma expressi
va predominancia, correspondendo a 79,20% do total. As demais es
pécies isoladas compreenderam: S. factis subsp diacetylactis (6,55%),
S. cremonis (6,55%), L. cased (4,40%), L. Lactis (2,20%) e Leuco-
nostoc cremondis (1,10%). De todas as espécies isoladas, S. Lactis
foi encontrado em cem por cento das amostras, enquanto que as de-
mais tiveram um Indice de ocorréncia inferior a 15%. Tais resul-
tados, possivelmente estao relacionados com as condigdes ecologi-

cas e de manuseio na fase de producao do leite no pais.

Na caracterizagao das culturas isoladas foram determi
nados: comportamento frente a diferentes temperaturas, atividades
acidificantes, tempo de geragdo e atividades proteoliticas. Foi

constatado que varias culturas mostraram capacidade de crescer

ix



igualmente nas temperaturas de 21°, 329 e 429C. Entre 0os isola-
dos, varios apresentaram atividade acidificante superior aquela

normalmente descrita para os microrganismos mesdfilos.

A metodologia empregada no presente trabalho mostrou
-se adequada para o isolamento e selegao do microrganismos 1ati-
cos com potencialidade de serem empregados como fermentos indus-

triais.



SUMMARY

There is very little information about the lactic flora

of the fresh raw milk by the time it arrives at the reception
platform in the dairy industry in Brazil. For this reason, the
present research work was undertaken to study 300 cultures of

lactic acid bacteria isolated from 50 raw milk samples.

The isolation was performed on APT-S agar medium which
was developed during this research by the adaptation of the APT
agar through the incorporation of 0.1% of potassium sorbate, 0,5%
of bacto agar and pH adjustment to 6.0 with lactic acid. The
resulting culture medium proved to be quite suitable for the
enumeration and isolation of typical lactic microorganisms. There
was a good selectivity under the conditions adopted and no inhibition
was detected when tested with known pure cultures of lactic acid

bacteria.

Among the isolates, S. Lactis showes a predominance
of 79,20% of the total. The other species were: S.Lactis subsp
diacetylactis (6,55%), S. cremonis (6.55%), L. cases (4.40%), L.
Lactis (2.20%) and Leuconostoc cremonis (1.10%). S. Lactis was
also present in one hundred percent of the samples, while the
others had occurence values below 15%. These results indicate a
possible influence of the production conditions mainly in aspects
related to climate and way of handling the raw milk in this

country.

The characterization of the isolated cultures included
different incubation temperatures, acid production activity, gene
ration time and proteolytic activity. Several isolates presented

regular growth in all three temperatures tested: 21, 32 and 42°C.



Also, were detected cultures with higher acid production activity
than the results indicated in the literature for similar microor-

ganisms,

The isolation sequence utilized in the present research
work indicated an adequate procedure for isolation and selection
of lactic acid bacteria with good potencial for being used as

starter cultures in the dairy industry,

xii



INTRODUGAO

A utilizagdo das bactérias ldticas pelo homem data
dos mais remotos tempos, sendo que, ainda hoje, constituem um dos
grupos de microrganismos de maior importancia dentro da microbio-
logia de alimentos. Assim, sua utilizacdo & imprescindivel em al
guns processos tecnolodgicos envolvendo a conservagao de alimentos,
como leite e hortaligas. No caso do leite, especificamente, a
agdo das diferentes bactérias laticas contribui de modo decisivo
na elaboragdo de diversos derivados do leite, como os queijos e

os leites fermentados.

Os microrganismos laticos apresentam como habitat na-
tural os vegetais. Porém, &€ com o leite que esses organismos es-
tdo mais intimamente relacionados, pois a sua presenca em leite
cru € devida a contaminacdes relacionadas com varios fatores, co
mo por exemplo os proprios animais, o homem, os utensilios, etc.
Dessa forma, reveste-se de fundamental importdncia o conhecimento
das caracteristicas dessa flora ldtica, visto que podem fornecer

subsidios importantes na elucidagdo da qualidade da matéria prima,

bem como para processos tecnoldgicos de transformagdo do leite,

Em paises de climas frio ou temperado, varios estudos
tém sido feitos procurando caracterizar bactérias ldticas de lei-
te cru. Porém, muito pouco se sabe sobre o éomportamento dessa
flora em paises de clima tropical, e, especialmente, no Brasil,
Por outro lado, os varios estudos apresentados na literatura, ge-
ralmente referem-se a grupos especificos de microrganismos 1ati-

cos, nao se abordando a flora como um todo.

A par da sua importancia, as bactérias laticas, por

serem organismos nutricionalmente muito exigentes, requerem meios



de cultura muito ricos, dificultando, assim, a utilizacgao de meios
seletivos que visam a incluir somente os microrganismos tipicamen

te laticos.

Em vista disso, objetivou-se, no presente trabalho, de
»senvolver um meio de cultura e uma metodologia que proporcionassem
uma maior seletividade no isolamento dos microrganismos laticos,
permitindo, assim, estudar e caracterizar a flora latica do leite
cru nacional na forma em que ela naturalmente se apresenta, tanto

em termos qualitativos como quantitativos.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Qualidade Microbiologica do Leite

A qualidade do leite esta associada, de uma forma ge-
ral, com a carga microbiana presente no produto. Segundo HUHN et

alii (56), no Brasil, o leite "in natura" apresenta baixa qualida

de, sendo que esse fator estd relacionado com a influéncia das es
tagoes do ano, as priticas de produgdo e manuseio a nivel de fa-
zenda, localizagdo geografica, temperatura prevalente do leite e
a distancia de transporte entre a fazenda e a plataforma de recep
cao da indistria, que contribuem para o desenvolvimento de micror

ganismos contaminantes do leite.

Fatores como a qualidade bacterioldgica das aguas, qua
lidade do ar dos estabulos, estado de sanidade dos ordenhadores e
dos animais e, principalmente, utensilios ndo perfeitamente higie
nizados, também contribuem de modo decisivo no estado microbiold-

gico do leite (28,56,60).

COVARRUBIAS e HAVERBECK (28) observaram que, de uma
forma geral, existe um baixo nivel sanitidrio no momento da orde-
nha, ja que encontraram resultados de contagens totais da ordem
de 10* ufc/mL, o que fez com que, no momento da recepgao indus-

trial as contagens do leite estivessem por volta de 107 ufc/mL.

HUHN et alii (52) comprovaram que o emprego de orde-
nha mecamica nem sempre diminui a carga microbiana do leite cru.
Esses autores observaram que, com ordegha manual, a carga total
média de microrganismos, a nivel de fazenda, foi de 1,48.105 ﬁfc/
mL, e a nivel de plataforma de 1,55.10% ufc/mL. Ji através de or

denha mecanica, a carga microbiana foi de 3,80.105 ufc/mL a nivel



de fazenda 8,51.10° ufc/mL a nivel de plataforma de recepgio. Cos
TA et aliji (27) também observaram elevadas contagens em leites ob
tidos por ordenha mecanica, sendo que, nesse estudo, as contagens
de coliformes sempre suplantaram aquelas de leite ordenhado manu-
almente, numa clara alusdao a uma possivel falta de cuidados higié
nicos-sanitdrios com o equipamento de ordenha. Resultados seme-
lhantes de contagens de leite cru foram obtidos por MUIR et alii
(79) que verificaram, em leites destinados ao beneficiamento, uma
variacao na contagem total de mes6filos entre 1,00.10° e 4,99.10°
ufc/mL, e para bastonetes Gram negativos, entre 1,00.10%e 4,95.10

ufc/mL.

Em trabalhos realizados na regiao de Campinas, Sao
Paulo (73,113), foi observado que a populagdo microbiana total de
leite cru mostrou-se entre 10® e 108 ufc/mL. Jessouroum, citada
por BARROS et alii (5), observou em leite cru industrial, na cida
de de Sdo Paulo, variacdes de 1,4.10% a 3.0.108 ufc/mL para conta
gem total e de 1,5,103 a 1,1.10% ufc/mL para as contagens de coli

formes totais.

BARROS et alii (5), analisando leite cru destinado a
pasteurizagao em Sao Paulo, S.P., obtiveram resultados entre
2,0.10% e 6,9.107 ufc/mL para contagens de microrganismos mesofi-

los totais e 3,6.10% e 1,1.10% ufc/mL para os coliformes totais.

KARIN e KACHANI (65) estudando a flora de leite cru,
verificaram que a maioria das amostras analisadas mostrou conta-
gens totais entre 5,10.10% e 3,00.107 ufc/mL e que predominavam
bastonetes ésporulados, micrococos e coliformes sobre a flora aci
dificante. Por outro lado, GAHLOT et alii (42) constataram que
62,35% da microflora de leite cru era constituida por microrganis

mos formadores de acido e 8,27% por proteoliticos, e essa relagao



permanecia no produto, mesmo apds ser pasteurizado.

Com o leite cru apresentando contagens tdo elevadas,
fica facil de se prever que a qualidade do produto pasteurizado
oferecido ao consumidor seja igualmente prejudicada, e € o que re
almente tem acontecido. OLIVEIRA (80), em 1973, observou que o0s
niveis totais de microrganismos em leites pasteurizados comercia-
lizados na cidade de Campinas, S.P., estavam na faixa de 103 - 106
ufc/mL. Em trabalhos posteriores, MACHADO (73), OLIVEIRA e BORGES
(81) e VILLAFANE (113) obtiveram resultados semelhantes, para a
mesma regido, sendo que os valores médios se elevaram para a fai-
xa de 10" - 10% ufc/mL. GOLDONI et alii (46) conseguiram resulta
dos de 10°> - 10® ufc/mL para contagens totais e 103 - 105 wufc/mL
para coliformes totais, em leite pasteurizado e comercializado na
cidade de Botucatu, S.P., Brum e Mussoli, citados por GOLDONI et
alii (46), obtiveram, na regido extremo sul do Brasil, resultados
idénticos para contagem total, porém, os coliformes totais apre-
sentaram resultados menores que 10 ufc/mL, em 79,9% das amostras
analisadas. Ja em S3o Paulo BARROS et alii (5) relatam que a con
tagem total do leite pasteurizado esteve entre 10 e 10“ ufc/mL e

os coliformes totais estiveram sempre abaixo de 10 ufc/mL.

Esses dados vem corroborar com a afirmacgao de que €
dificil melhorar significativamente a qualidade e a conser
vagao do leite e seus derivados partindo=-se de um lei-
te que em estado cru apresenta carga microbiana muito elevada (28,

46).

A Microflora do Leite

O leite, por ser um alimento com alto teor de umidade

e Tico em nutrientes importantes, como: proteinas, carboidratos,



lipideos, sais minerais, etc, e um excelente meio de cultura para
muitos microrganismos. A quantidade e o tipo de carga microbiana
passivel de estar presente no leite depende de uma série de fato-
res, tais como: cuidados tomados na ordenha, limpeza e manuseio de
utensilios, higienizagdo do animal, do ordenhador e do estabulo,
condigdes de saide do animal e do ordenhador, condigoes de trans-

porte, etc (41,62).

Embora o leite seja originalmente estéril, sua micro-

flora consiste daqueles organismos que podem estar presentes no
Ubere, superficie externa dos animais, equipamentos, solos, etc
(41,60,98). Pelas condigdoes de manuseio e armazenamento a predomi

nancia da flora e de organismos Gram-positivos, embora bolores, le
veduras e bactérias Gram-negativas possam ser vistas junto com as
bactérias Gram-positivas (62). Segundo MACHADO (73), 70% dos mi-
crorganismos isolados de leite s3ao cocos Gram-positivos, sendo o
genero Sitreptococcus altamente predominante em amostras de leite
Cru, e o genero Mchrococcus predominante em leite pasteurizado. Am
bos os generos constituiram 50% dos cocos Gram-positivos isolados

em cada tipo de leite.

As bacterias mais importantes que podem ser encontra
das no leite pertencem as familias: Streptococcaceae, Lactobacitla
ceae, Propionibacterniaceae, Mchrococcaceae, Bacillaceae, Conynebac
teniaceae, Enternobacteniaceae, Pseudomonadaceae, Achromob acteriaceae
¢ Brucellaceae (9,41,62), sendo que, segundo as condig¢oes de arma-
Zenamento, pode ocorrer prevalencia de um ou mais tipo microbiano

(41) .
Pertencentes aquelas familias de ocorréncia no leite,

os generos de microrganismos mais comumente citados como componen-

tesda microflora do leite cru, quer sejam patogenicos ou nio, sao:



Lactobacillus, Streppacoceus, , Leuconostoc, Pediococcus, Mycobac-
terium, Propionobacterium, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas,Ach-
nomobacten, Flavobaterium, Baciflus, CLostridium, Senratia, Conry-
neb.actenium, Staphylococcus, Nocardia, Brucella e os coliformes

(9,16,41,60,62,73) .

O Grupo Latico

Dentro da escala evolutiva dos microrganismos, as bac
térias laticas se encaixam na linha dos actinomicetos, os quais
sdao divididos em trés grupos principais. O primeiro grupo com -
preende as bactérias laticas e os micrococos, com os seguintes ge
neros representantes: Strepfococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Lac
tobacillus, Staphylococcus, Micrococcus e Sarcina (16,110). Esse
grupo € caracterizado por células regulares esféricas ou em bas-
toes, reprodugdo por fissdao binaria (110) e € de maior importancia
pratico-industrial. O segundo grupo, caracterizado por organis-
mos unicelulares, cujas células apresentam tendéncia a formas va
riaveis, s@o irregulares ou miceliais, com reproducio por fragmen
tagao do micélio, € composto pelas bactérias corineformes (Conyne
bacternium, Anthrobacter e Propionibacternium) e pelos proactinomi-
cetos (Bifidobactenium, Actinomyces, Mycobacterium, Nocardia e
Geodermatophilus) (16,110), das quais os géneros Propionibactenium
e Bifidobacterium sao aqueles utilizados na produgido de alguns
produtos fermentados de leite. O terceiro grupo, composto por or
ganismos desprovidos de atividade latica, apresenta os geéneros:
Streptomyces, Micromonospora, Actinoplhanes, Streptosporangium e

Thermoactinomyces {110), com diferentes atividades metabdlicas.



O conceito de grupo latico apresentando as bactérias
laticas como uma entidade, surgiu das caracteristicas de fermenta
¢ao e coagulagdo do leite por parte desses microrganismos, e foi
desenvolvido no inicio do século (59). Desde entdo, uma série de
relagoes com outros microrganismos foi desenvolvida, e varios gru

pos foram criados, em que tomaram parte microrganismos muito dife

rentes, como: micrococos proteoliticos, coli-aerogenes, Strepto-
coccus, Lactobaciflfus, etc (59). Hoje, o grupo latico, mesmo re-
duzido em muito em relagdo aquele inicial, compreende uma gama

muito grande de microrganismos altamente distribuidos pela nature
za, podendo ter como habitat: vegetais, leite, mucosas intestinais
de mamiferos e solo, além de agua por contaminacdo via animais e
plantas (16,35,83,98). A propria presenca desses microrganismos
no leite se deve a contaminagao durante a ordenha e manuseio do
produto (83). Os microrganismos laticos também podem ser encon-
trados em forragens enciladas, vegetais em férmentagéo (83) e em

produtos carneos, principalmente os embalados a vacuo (59).

Os microrganismecs do grupo coli-aerdgenes que antiga-
mente eram agrupados como latico, atualmente sdo considerados co-

mo microrganismos "pseudo-laticos" (59).

Caracteristicas microbioldgicas e nutricionais

As bactérias laticas, reunidas dentro do conceito
atual de grupo latico, sdo organismos em forma de cocos ou basto-
netes, essencialmente Gram-positivos; anaerdobios facultativos, que
podem crescer na superficie de meios sG6lidos; im6veis; ndo esporu
lados nem redutores de nitrito, que pela inabilidade de sintetiza-

rem heme-proteinas sdo catalase-negativos, geram ATP (tri-fostato



de adenosina) através da fermentagdo de carboidratos, onde o aci
do latico aparece como principal - e as vezes Gnico - produto fi-
nal (9,15,35,83,109,110). Exigem complexos fatores de crescimento,
requerendo, invariavelmente, vitaminas do complexo B e um nimero
consideravel de aminoacidos, tendo, dessa forma, de serem cultiva-
dos em meios sintéticos que contenham peptona, extrato de levedu-
ra ou outras substancias de digestdao de materiais animais ou vege
tais, aliadosa carboidratos fermentesciveis (110), purinas e piri

midinas (15).

Quando cultivadas em meios de cultura muito ricos, as
bactérias laticas formam coldnias relativamente pequenas (devido
ao baixo rendimento energético de seu metabolismo fermentativo ),
nunca pigmentadas, com uma aparéncia esbranquigada, em consequén-
cia da auséncia de citocromos (16,110). Algumas espécies podem
produzir colonias largas quando crescidas em meios contendo saca-
rose, como resultado da sintese intensa de polissacarideos, espe-

cialmente dextranas e levanas (110).

As bactérias laticas sdo microrganismos que obtém ener
gia através de metabolismo fermentativo, podendo utilizar diver-
sos carboidratos, os quais, se ndo forem monossacarideos, preci-
sam ser previamente hidrolisados a glicose (83). Com base na uti
lizagdo desses carboidratos, as bactérias laticas podem ser divi-
didas em dois grupos: homofermentativas e heterofermentativas (9,

15,16 ,59,83,110).

As bactérias homofermentativas degradam os carboidra-
tos fermentesciveis através da via metabdlica de Embden-Meyerhoff-
-Parnas, gerando unicamente acido latico, apresentando um saldo
energético de 2 moléculas de ATP por molécula de glicose fermen-
tada (15,83,110). As bactérias heterofermentativas, por outro la

do, por utilizarem a via das hexoses monofosfato ou via das pento



ses, formam quantidades equimoleculares de acido latico, etanol e
CO,, podendo ainda aparecer em quantidades menores: dcido acético,
acido formico e glicerol, oriundos de vias metabglicas alternati-
cas (15,110). Apresentam um saldo positivo de somente uma molécu
la de ATP por molécula de glicose fermentada (15). Os estrepto
cocos e a maioria dos lactobacilos sido homofermentativos, enquan-
to alguns lactobacilos e os leuconostoc sio heterofermentativos

(9,23,110).

0 acido latico resultante do metabolismo das bacteé -
rias laticas pode ser de diferentes tipos: D(-), L(+), DL ou uma

mistura deles (24,70,100).

Algumas linhagens das bacté€rias laticas podem desen-
volver-se utilizando 0,, através da mediagdo do sistema flavopro-
teinas-oxidase, produzindo HZOZ (15,83). Nenhuma molécula de ATP

€ produzida (15).

Segundo LAWRENCE et alii (70), o metabolismo das bac-
térias laticas somente passou a ser compreendido realmente, do
ponto de vista bioquimico, apds a proposigdo do sistema fosfoenol
piruvato-fosfotransferase (PEP-PTS). Através desse sistema, a
lactose, e talvez glicose e galactose, ao serem transportadas atra
vés da membrana celular s3o fosforiladas pelo sistema PTS as ex-
pensas de PEP, sendo, entdao, metabolizadas no citoplasma celular
(9,24,70,110). Enquanto a glicose-6-fosfato inicia diretamente
as vias metabolicas dentro da c€lula, a lactose-fosfato & hidroli
zada a glicose e galactose-6-fosfato (24,70). A galactose pode
ser metabolizada como galactose-6-fosfato pelavia datagatose- 6 -
fosfato até gliceraldeido-3-fosfato ou dihidroxiacetona-fosfato
(24,70), ou entdo, apos ser fosforilada pelo sistema PEP-PTS, ser
convertida a glicerol-1-fosfato e metabolizada pela via glicoliti

ca (70).
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Os microrganismos laticos sdo, sabidamente, fastidio-
sos (24,100). Assim, além da presenga de carboidratos fermentes-
civeis, requerem outros fatores de crescimento, normalmente com-
postos nitrogenados livres e vitaminas (24,103). Durante o seu
desenvolvimento em leite, os microrganismos laticos sao beneficia
dos, também, pelos aminoacidos livres presentesno leite (24,103).
No entanto, somente 8 a 16% das células que estdo presentes em
leites coagulados conseguem se desenvolver todo o tempo,utilizan-
do esses aminoacidos como fonte nitrogenada (68). Por isso, oS
microrganismos necessitam de promover protedlise para que existam
peptideos suficientes para o crescimento de altas densidades celu
lares, em estagio maximo de atividade, podendo, inclusive, 1levar

o leite a coagulacdo (24,70,68,105).

As bactérias laticas realizam protedlise por agdao de
proteinases extracelulares e intracelulares ligadas a parede celu
lar bacteriana (9,24,68,70,78). Os peptideos apGs serem transpor
tados através da parede celular podem ser hidrolizados por diver-
sas peptidases contidas no envoltorio celular e no interior da cé

lula (68).

Os estreptococos laticos podem apresentar diferentes
comportamentos como culturas em leite, uma vez que a capacidade
de obtengdo de compostos nitrogenados excenciais para o seu cres-
cimento & diferente (68,105). Por isso, tém-se culturas diferen-
ciadas em rapidas (''fast'") e lentas ("slow'), em fungdo do seu de
senvolvimento. Denominam-se de rapidas as culturas que crescem
normalmente em leite, coagulando-o apos 18 horas de incubagao a
21°C, e de lentas as que, a 21°C, somente coagulam o leite apos
48 horas de incubagao (23,24,70). As linhagens lentas somente
apresentam essa caracteristica por ndo possuirem, ou terem perdi-

do, o sistema de proteinases, sendo, entdao, denominadas de Prt~ ;
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enquanto que as que mantém o sistema proteolitico sdo Prt* (78) .
No entanto, se se fornecerem os residuos peptidicos necessirios  as
celulas Prt~, elas se comportam de modo semelhante &s Prt* (23,78,

99).

Os mutantes Prt~ podem aparecer de modo esponténeo
(78), podendo chegar, dentro de uma mesma linhagem, a predominar
em toda cultura (94). Atualmente os mutantes Prt- tém recebido
atencao especial no campo laticinista internacional, chegando mes
mo a serem indicados como culturas preferenciais na fabricagdao de
queijos, devido a trés caracteristicas vantajosas que apresentam:
redugao do potencial de amargor, o qual estd associado com algumas
linhagens Prt*; maior resisténcia a bacteriofagos e maior rendimen
to do produto (24,54,70,78). Segundo HUGGINS (54), esses poten-
ciais benéficos podem ser aumentados pelo emprego de grandes quan
tidades de inoculos (2 a 8 vezes o normal), somente que isto se
torna um fator economicamente indesejavel. “No entanto, o poten-
cial para a utilizagao de misturas apropriadas de Prt- e Prt* po-
de ser mais desejavel e oferecer algumas vantagens adicionais, co
mo melhor controle do desenvolvimento de sabor e aroma e aumento
de rendimento. Algumas culturas consideradas muito boas em ter-

mos de rendimento compde-se de até 50% de células Prt-,

Mais de 50 éspecies de microrganismos compde o  grupo
de bactérias laticas, das quais 36 pertencem aos géneros lLactoba-
cillus e Streptococcus, 6 ao género Leuconostoc e 8 ao Pediococeus ,
agrupadas em 2 familias, onde o género Lactobaciflus pertence a
familia Lactobacifllfaceae, e os outros trés a familia Streptococ

caceae (9,16,110).

- Streptococcus: por ser um género que reiune organismos bem dife-

rentes, tem-se procurado subdividi-lo em vdrios grupos. Segun-
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do OTTOGALLI et alii (85), os grupos estabelecidos pelos crité-
rios fisiolégicos de Sherman (viridans, piogenes, ldctico e en-
terococos) estdo ultrapassados, sendo, agora, agrupados em: orais,
fecais, piogénicos e lacticos. Desses, o grupo lictico repre-
senta maior importancia industrial, sendo composto por: Strepto
coccus Lactis, S. Lacitis subsp diacetylactis, S. crnemonis e S,

thenmophilus (26).

Embora as células de S. facti4 sejam as mais comuns
de serem encontradas, predominando amplamente em todos os isola-
dos a partir de qualquer substrato (26,70,73,98), a inddstria la
ticinista de transformagdo tem-se interessado nos Gltimos anos pe
lo S. cremoris, uma vez que esse microrganismo ndo produz defei-
tos de amargor e de sabor de fruta em queijos, fato que algumas
linhagens de S. factis podem fazer, e, também, por serem mais re-
sistentes aos bacteridofagos que os integrantes das demais espécies
(24,70,94). No entanto, S. cremoris aparece sempre em numero mui
to menor que S. factis em isolados de leite cru, permanecendo, mes
mo, seu habitat natural e as relagdes ecoldgicas com outros estrep
tococos - "ainda. - pouco _conhecidas. -_ (70,98). Sabe-se, po-
rém, que em culturas mistas ocorre uma predomindncia do S.cremoris

sobre S. facitis e S. diactylactis, provavelmente pelo fato de se-

rem mais resistentes ao ataque por parte dos bacteridfagos (70).

S. tactis e S. Lactis subsp diacetylactis possuem cé€
lulas esféricas, pequenas, que aparecem isoladas, aos pares ou em
pequenas cadeias. Sdo mesofilos tipicos que crescem a 10°C  mas
nao a 45°C, e pertencem ao grupo sorGlogico N de Lancefield (16,
41). Diferenciam-se pelo fato do S. factis subsp diacetylactis
fermentar citrato gerando diacetil, acetoina e CO2 (15,16,100).

Ja S. cremonis pode formar cadeias mais longas, quando crescidas

em leite; também & mesdfilo, entretanto ndo se desenvolve a 40¢C
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(16,100). Diferencia-se das outras espécies pelo fato de nio pro
duzir amonia a partir de arginina, nio crescer a pPH 9,2 e nem enm
meio contendo 4% de cloreto de s6dio (15,16,83). O S. thewmophilfus
por sua vez, apresenta como temperatura otima de crescimento a
faixa de 40°-45°C, podendo crescer até 50°C, porém nunca a 53°C:
€ inibido por uma concentragdo de 2,0% de NaCl e nido forma aménia

de arginina, nem acido de maltose (16,100).

Os estreptococos laticos sido émplamente utilizados pe
la indUstria laticinista como fermentos ldticos para os mais di-
versos tipos de queijos, onde sdo responsaveis por caracteristi-
cas de acidificag@o e/ou textura da massa, e na producdo de dife-

rentes tipos de leites fermentados (24,29,48,54,70,100,111).

- Leuconostoc: os microrganismos arranjados dentro desse grupo
possuem cé€lulas esféricas pareadas ou em cadeias, podendo  ser
considerados como estreptococos heterofermentativos, devido ao
seu metabolismo. Possuem pouca atividade em leite, sendo que
a espécie de maior importdncia industrial utilizada como agente
aromatizante, lLeuconostoc chremoris, € a Unica que pode caagular o
leite. Quanto a temperatura de desenvolvimento sdo mesofilos

tipicos (16).

- Pediococus: este género apresenta como importante caracteristi-
ca o fato de, pela divisdo celular ortogonal, apresentar arran-
jos celulares na forma de té€trades. Geralmente estd associado
a vegetais e a defeitos em bebidas alcodlicas, raramente apare-

cendo em leites e derivados (9,16).

- Lactobacillus: em contraste com os estreptococos, este género
contém uma maior heterogeneidade entre suas espécies componentes,
A maioria delas &€ homofermentativa, embora algumas sejam heterofere-

mentativas(15). O género Lactobacillfus é dividido em 3 subgrupos



principais: Streptobacterium, Themmobacterium e Betabacteadum
(9,16), cujos nomes, embora nio reconhecidos oficialmente como
géneros servem, de modo pratico, a subdivisdo do género (15).
Os dois primeiros subgrupos relinem espécies homofermentativas,
enquanto que no Ultimo estdo agrupadas as heterofermentativas

(16,59,110).

Os microrganismos pertencentes ao subgrupo Stheptobac
tenium sdao capazes de crescer a 15°C, porém ndo a 45°C, apresen-
tando faixa otima de desenvolvimento entre 28°C e 32°C. As espeé-
cies mais importantes sdo L. casedi e L. plantarum, usados, respec
tivamente, em queijos de massa semi-cozida, e, forragens e vege-

tais em fermentagdo (16,67,83).

O subgrupo Theamobactenium, onde estdo os organismos
que crescem a 45°C, mas ndao a 15°C, com temperatura oOtima entre
37°C e 45°C, relne as espécies industrialmente mais importantes,
como: L. helveticus, L. yogurnti, L. Lactis, L. bulgaricus, L. acd
dophilus, L. defbrueckii e L. Leichmanii, que sdo utilizadas no

preparo de leites fermentados e queijos de massa cozida (16,6783).

Os microrganismos do subgénero Betabacterium possuem
temperatura 6tima de desenvolvimento ao redor de 30°C, e as espé
cies de maior importancia sao L. fermentum, L, vinidescens e L.

brevis (16,67 83),

Isolamento dos Microrganismos do Grupo Latico

A necessidade de se ter culturas puras de boas linha-
gens de bactérias laticas, especialmente que sejam passiveis de

utilizagdo industrial, tem sido muito preconizada nos tltimos tem
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pos (24,46,98). Na verdade, o interesse pelo isolamento de bact§
rias laticas vem desde a identificacio, por Lister, em 1873, do
Betabactenium Lactis, hoje Streptococcus Lactis, a partir de lei-
te acidificado (25). Segundo SANDINE et élii (98), Storch, Conn
e Weigmann, na Dinamarca, EUA e Alemanha, respectivamente, chega-
ram, independentemente, a conclusdo de que o azedamento do leite
ou a cura do creme era totalmente dependente da presenca de bacté
rias nesses produtos. Nessa €poca, a técnica de isolamento con-
sistia somente em diluir o leite acidificado, inoculda-lo em leite

fervido e incuba-lo até nova acidificagéq (coagulagiao) (25).

Segundo SANDINE et alii (98) e COLLINS (25), apds um
periodo de poucos trabalhos na &drea, Orla-Jensen, em 1919, publi-
cou um importante trabalho onde, através da té€cnica de diluicido,
demonstrou serem dois organismos responsaveis pela acidificacido e
coagulagao do leite: o S. Lactis e o S. cremornis, o qual, segundo

T -squisador, era responsavel ndo so pela acidificacdo mas tam-
béri pelo desenvolvimento do aroma que aparecia em algumas cultu
ras, diferindo fisiologicamente do S. factis por possuir tempera-
tura otima de desenvolvimento abaixo de 309C, ndo apresentar de-
senvolvimento a 40°C, ndo possuir habilidade de formar acido car-

bonico e nao fermentar maltose, além de, geralmente, formar ca-

deias mais longas que o S, fLactis (98).

Na revisdao efetuada por GARCIA (43) esta relatado que
os procedimentos desenvolvidos para o isolamento de bactérias 1la-
ticas sdo muito parecidos; iniciando-se, normalmente, por um enri
quecimento em caldo, leite ou leite suplementado por fatores de
crescimento, indicadores, etc, sendo possivel fazer alteracgdes na
faixa de pH para beneficiar determinados grupos (ex. Lactobacillus).,
tratamento térmico (para S. theamophifus), plaqueamento e incuba-

gao em temperaturas que variam para os diversos grupos.
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Embora se saiba que quanto mais proximas do seu &timo
forem as condigbes ambientais, maior serd a possibilidade de se
isolarem os grupos beneficiados por essas condigdes, existem vi-
rias indicagoes diferentes entre os pesquisadores da area. Assim,
a atmosfera de incubagdo € uma delas. INGRAM (59) relata que o
que favorece o isolamento ou até a predominancia das bactérias la
ticas sd@o as circunstancias nas quais esses organismos ocorrem,
as quais se tornam um fator ecolégico decisivo. Para o autor, ten
soes graduadas de CO2 fazem com que aparega a seguinte ordem: mis
tura de microrganismos — estreptococos — lactobacilos. Para ou
tros pesquisadores (19,66), altas tensdes de CO2 nao beneficiam o
desenvolvimento de todos os segmentos do grupo, como os estrepto-
cocos, enquanto que atmosferas contendo 10% de CO, e 90% de H,
propiciam bons resultados no isolamento de lactobacilos (14).
OTTOGALLI & GALLI (84) relatam que a utilizagdo de uma sobrecama-
da de agar para limitar a difusdo de 02, associada ao emprego de

anaerobiose, mostra bons resultados no isolamento de S.themmophilus.

Um fator decisivo no isolamento de bactérias 1laticas
€ a escolha e utilizagdo do meio de cultura a serem empregados.
Existe um nimero muito grande de meios de cultura que permitem o
desenvolvimento de tais organismos (19,20,31,33,37,39,45,64,74,75,
77,92,106) . No entanto, por serem muito ricos em nutrientes e
conterem varios fatores de crescimento, esses meios possibilitam
o desenvolvimento de outros microrganismos ndo pertencentes ao

grupo latico (20,74).

O meio de cultura desenvolvido por ELLIKER et alii
(37) tem sido apregoado como o mais seletivo dos meios para conta
gem € isolamento de microganismos laticos (82), provenientes de
varias fontes. Entretanto, num ensaio com tipos diferentes de

leites (cru e pasteurizado), CHAZAUD (20) verificou que somente
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50% da microflora que crescia nesse meio era pertencente ao grupo

das bactérias laticas.

Para o isolamento de Streptococcus, HARRIGAN § McCANCE
(50) citam o meio agar-lactato-vermelho neutro (Neutral Red Chalk
Agar), cuja seletividade e eficiéncia podem ser aumentadas pela
adigdo de 50 ppm de acetato de talio, composto que inibe o cresci

mento de coliformes.

A eficiencia do acetato de talio também foi confirma-
da por CHAMBA et alii (19) quando compararam vériosAmeios para
contagem da microflora acidificante de leite cru. Segundo esses
autores, a adigao de 0,1% de acetato de talio e 0,025 g/L indica-
dor pilrpura de bromocresol ao dgar Elliker mostrou melhores resul
tados que agar padrdo e dgar Elliker somente adicionado do indica

dor.

Buscando alcangar uma alta eficiéncia para os micror-
ganismos do grupo latico, DAVIDSON § CRONIN (31) desenvolveram o
meio NAP, cuja seletividade € alcancgada pela incorporacgao de ni-
trito, actidiona e polimixina. Neste meio, a actidiona é usada
com a finalidade de inibir o desenvolvimento de leveduras, enquan
to que a fungao da polimixina € impedir o crescimento de bacté
rias Gram-negativas e o nitrito € usado pelo fato das bactérias
laticas, em geral, serem mais resistentes a esse inibidor que a
maioria das outras bactérias. Esse meio, segundo seus autores,
mostrou-se adequado para contagens dos principais géneros do gru

po latico.

DEAK (33) propos, para contagem e isolamento de bacté
rias laticas, o Lacto Agar, no qual, além de triptona, extrato de
levedura, glicose e carbonato de calcio, acrescentava-se sorbato
de potassio (0,7 g/L) para inibir os microrganismos catalase-posi

tiva e verde de bromocresol como indicador da produgdo acido.



EVANS § NIVEN (39) desenvolveram um meio para micror-
ganismos que requerem altos teores de tiamina, como Lactobaciflus ,
Leuconostoc e Streptococcus. Ao meio que continha 'tween 80" (mo
noeleato de sorbitana) para reduzir a lag-fase ou fase adaptativa
dos microrganismos, foi dado o nome de APT ("All purpose medium
with tween'), o qual foi usado, inicialmente, para lactobacilos
heterofermentativos. Atualmente, no entanto, esse meio também
tem sido usado para contagem e isolamento de outros microrganismos
do grupo latico (45,66,74,106), chegando a ser apontado, inclusi-

ve, como superior aos agares Elliker, NAP, Lee, MRS e Rogosa SL

na recuperagao de culturas puras de bactérias laticas (45).

Alguns pesquisadores chamam a atengéo para o desenvol
vimento de meios de cultura em que se possa realizar um isolamen-
to ja diferenciado entre as espécies de estreptococos ldticos (82,
91,92). Através de uma série de publicagdes, REDDY et alii (91,92),
baéeados na capacidade do S. factis e do S. diacetylatis em produ
zirem amonia a partir de arginina - fato que ni3o ocorre com S.cre
moris- ena diferenga da utilizagdo de citrato, desenvolveram um
meio contendo citrato de calcio e arginina, como substratos espe-
cificos, dois compostos tamponantes (CaCO; e K,HPO,), lactose co
mo Gnico aglicar fermentescivel e pirpura de bromocresol como indi

cador. Segundo os autores, o meio permite uma enumeracgdo diferen

cial quantitativa confiavel.

E sabido que»os estreptococos laticos, para um cresci
mento satisfatorio, requerem meios tamponados, uma vez que a con-
centragdo idnica passa a ser um fator limitante no crescimento ce
lular (55,70). Esse tamponamento, via de regra, € feito por fos-
fatos inorganicos que, no entanto, por sua agao seqiiestrante, es-
pecialmente sobre o calcio, nao pode ser utilizado em ensaios com

bacteriofagos, ja que & fundamental a presenca de calcio para
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ocorrer a adsorgdo dos fagos a parede celular microbiana (43,112).
Segundo TERZAGHI & SANDINE (112), por esse fato e também porque o
S. cremonds nao cresce de maneira muito boa na maioria dos meios
de cultura,é que Lowrie e Pearce desenvolveram um meio denominado
M;e, 0 qual ndo possuia fosfato e era acrescido de fitona (extra-
to proteico vegetal), ficando a atividade tamponante por conta da
peptona e do acetato, que, no entanto, se mostraram pouco -efica-
zes. A utilizagdo de um fosfato organico (betaglicerofosfato dis

sodico) em um meio de formulagdo complexa denominado M me lho-

17>
rou consideravelmente o espectro de agdo para os estreptococos 1a

ticos e seus fagos (70,112).

O crescente interesse no estudo de linhagens rapidas
e 1eﬁtas de bactérias laticas levou LIMSOWTIN § TERZAGHI (71) a
desenvolverem um meio que permitisse a diferenciagdo desses dois
tipos de culturas. Assim, utilizando o betaglicerofosfato disso-
dico, leite em po e agar Davis, foi possivel diferenciar culturas
rapidas de variantes lentas, pelo tamanho desenvolvido pelas cold
nias, e reisola-las. Mais recentemente, HUGGINS & SANDINE (55) pro
" curando melhorar a diferenciagdo entre culturas rapidas e lentas,
fizeram uma modificagdo no meio de LIMSOWTIN § TERZAGHI (71) 1in-
troduzindo 0,1% de litmus, possibilitando uma medida qualitativa
da produgdo de acido. A adigd@o de catalase ou perdoxido de hidro
geénio a esse meio denominado FSDA reduziu a autoinibigdo entre as
linhagens. No entanto, a despeito de todas as vantagens do beta-
glicerofosfato, esse tampdao ndao mostra os mesmos efeitos vantajo-
sos para o S. themmophilfus e lactobacilos, por inibir algumas de

suas linhagens (55).

De acordo com SANDINE et alii (98), Orla-Jensen foi,
também, o responsavel pelos primeiros isolamentos e estudos dos

microrganismos pertencentes aos géneros Lactobacillus e Leuconostoc.
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Para o isolamento de organismos do género Lactobaciflus
existe um nimero muito grande de meios de cultura ji descritos, os
quais apresentam uma grande variacdo de substancias destinadas a
aumentar sua seletividade. Muitos dos meios propostos para esse
fim, como 4agar suco de tomate, agar suco de laranja e meio V-8
(106) baseiam sua formulagdo em extratos vegetais acrescidos de
fatores de crescimento e redugdo do pH para faixas abaixo ae 5,8-
6,0. No entanto, ROGOSA et alii (96) propuseram um meio contendo
2,5% de acetato de sdodio, além de acido acético, o que resultou num
meio com boa seletividade. HARRIGAN § McCANCE (50), inclusive, in

dicam-no para contagem e isolamento de lactobacilos a partir de

fontes que possuam uma miscelanea de organismos.

JENSEN & EDMONSON (63) relatam que conseguiram, a par
tir de leite cru, obter cepas com boas caracteristicas para uso in

dustrial, utilizando os meios de Rogosa, V-8 e Briggs.

O isolamento dos microrganismos dos subgéneros SZtrepto
bactenium e Betabactenium € altamente favorecido pela utilizagdo
do meio de Rogosa, segundo as modificagdes de Mabbit e Zielinska,
ou seja, a introdugao de leite desnatado como fonte nitrogenada
(35, 50). Ja para o isolamento dos organismos do subgénero Theamo
bactenium, DEMETER (35) relata que a utilizagdo de agar acetato de

talio mostra resultados bem confiaveis.

Para o isolamento de lactobacilos em geral, também se
aconselha a utilizagdo do agar Eugon (106), composto de triptona e
fitona como substratos nitrogenados basicos, além de glicose, L-

cistina e sais de sodio.

O meio de cultura de EVANS § NIVEN (39), APT, embora
seja indicado para lactobacilos, permite o desenvolvimento de ou-

tros microrganismos (45,66).
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Alterando a tradig@o da utilizagdo de extratos protei
cos vegetais nos meios de cultura para lactobacilos, DE MAN et
alii (34) propuseram um meio denominado MRS, a base de extratos
de carne e levedura e proteose-peptona, como substratos nitrogena
dos. Esse meio tem sido, até hoje, amplamente aceito como um dos
melhores meios de cultivo para os integrantes do genero Lactoba-
ciflus, por permitir o desenvolvimento de quase todas as linha-
gens do género. No entanto, sua seletividade & pequena, possibi-

litando o crescimento de outros microrganismos, como estreptoco

cos, leveduras, etc (35).

0 isolamento dos microrganismos do género Leuconostoc,
de modo geral, esta associado a meios de cultura contendo eleva-
das quantidades de carboidratos. A utilizagdo do dgar acetato de
Rogosa, como modificado por Mabbit e Zielinska, contendo 2,5% de
glicose, com incubagdo a 30°C, segundo DEMEFER (35) e HARRIGAM §
McCANCE (50), permite o desenvolvimento de leuconostoc. Porém,
micrococos, pediococos e lactobacilos também podem se desenvolver
(35,50). MAYEUX & COLMER (75) indicaram o uso de agar contendo
10% de sacarose e 0,05% de azida sddica como agente inibidor. Co
mo indicag@o posterior, HARRIGAN § McCANCE (50) sugerem a utiliza
¢do do meio de Mayeux, Sandine e Elliker, contendo 75 ppm de azi-
da sodica e incubagdo a 25°C por 3 dias. Mc DONOUGH et alii (77),
baseados na resisténcia desses organismos ao hidrocloreto de te-
traciclina, sugerem a adigdo de 0,15 ug/ms desse composto ao meio
de suco de tomate para o isolamento. Os autores também indicam

que 30°C/48 horas € o bindmio ideal para o isolamento dos micror-

ganismos do género Leuconostoc.
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Uso de sorbatos como agentes inibidores

A inibigdo do desenvolvimento de microrganismos & uma
constante para os microbiologistas que visam a trabalhar com gru-
pos especificos de microrganismos, formulando ou adaptando meios
de cultura seletivos para os referidos grupos microbianos. Dos
varios métodos passiveis de aplicagdo para exercer acao inibitdria
ou mesmo seletiva contra microrganismos, o emprego do acido sorbi
Co e seus sais, genericamente denominados de sorbatos, mostra-se
interessante pelo seu espectro de acdo contra varias bactérias, mo

fos e leveduras (1,35).

Embora tenha sido descoberto em 1859 por A. W, HOFMAN
- (104), somente apds 1945, quando Gooding patenteou-o como agente
antimicrobiano, por sua agdo inibitdria contra o crescimento de
fungos € que o acido sorbico passou a ter seu estudo estendido (57,

86,115).

O acido sorbico € o isomero trans-trans do acido hexa

-2,4-diendico, tendo a seguinte configuragio quimica:

CHy - CH =CH - CH = C - CdOH (1,47,60)

Devido a boa solubilidade dos sais alcalinos de acido
sorbico, esses compostos apresentam maiores vantagens de utiliza-
Gao que O proprio  acido sdrbico. E o sorbato de potdssio € o seu sal
mais amplamente empregado em preparagdes de alimentos, podendo
ser facilmente preparado em solugdOes maiores até que 50%, em agua
fria (47), mostrando, assim, caracteristicas que permitem a esses
compostos serem adicionados a meios de cultura, visando a elevar

sua seletividade.
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Acdo efetiva dos sorbatos

Para que uma substancia possa ter agdo microbiana é
necessario que ela tenha contato direto com o microrganismo, além
de estar numa- concentracdo inibitoria (44). O seu efeito & fun-

¢do de uma série de fatores fisico-quimicos e bioquimicos (44).

A agdo dos sorbatos contra bolores, leveduras e bacté
rias € inteiramente dependente do pH do substrato, tanto que a me
dida em que se abaixam os valores de pH, a quantidade de acido
nao-dissociado livre aumenta, sendo que estia é.a forma ativa de
inibigao (38,72). Mesmo os sais, quando em pH acido, se dissociam
dando radicais acidos que atuam ativamente na inibicdo microbiana

(104

Segundo EKLUND (36), os possiveis alvos visados na
agao microbiana sdo: membrana celular, material genético e enzi-
mas. DPlara os sorbatos, o mecanismo exato de acdo n3o conta com
a accitagdo unanime dos pesquisadores (1). Porém, o proprio EKLUND
(36) relata que os acidos organicos, € o sorbico em especial, sio
mais efetivos que seus sais na agdo inibitéria, pois atravessam a
membrana celular como moléculas nio-dissociadas, dissociando-se
dentro da c€lula ou da vesicula da membrana, rompendo o equili-

brio entre os dois lados da célula, o qual guia o transporte.

Dentro do espectro de acio antimicrobiana dos sorba-
tos, o fato mais importante, que o leva a ser empregado como agen
te microbiano seletivo, € a relativa ineficdcia desses compostos
contra os microrganismos catalase-negativa, como as bactérias 1a-
ticas (38), tendo, assim, sido utilizado como agente seletivo con
tra varios outros microrganismos que ndo os laticos (6,12,95,104,

115).
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Visando sempre a sua agdo seletiva, varios pesquisado
res tentaram a introdugdo dos sorbatos em formulagdes de meios de
cultura. Assim, BELL et alii (6) verificaram que bactérias, bolg
res e leveduras ndao eram inibidos na presenga de 0,1% de acido
sorbico e pH 7,0. Em contrapartida, na mesma concentragao do ini
bidor e pH 4,5, os bolores e as leveduras tiveram seu desenvolvi-
mento inibido, enquanto que as bactérias somente o foram a pH 3,5
(6). Ja para o isolamento de microrganismos catalase—negativa,sg
gundo EMARD & VAUGHN (38), 0,12% de dcido sérbico permite o cres-
cimento de bactérias laticas e clostridios, tanto em meio sdlido
como liquido;‘porém, inibe o desenvolvimento de bolores, 1levedu-
ras, actinomicetos e bactérias catalase-positivas, quando o pH &
mantido na faixa de 5,0-5,5. Nessa faixa de pH a atividade € au-

xiliada pela auséncia de fosfato (38),

A inibicao de microrganismos do género Pseudomonas,
potente agente deteriorador de produtos alimenticios de origem
animal sob refrigeracdo, foi conseguida com a utilizagdo de sorba
to de potassio, tendo sido constatado que a adigdo de 0,05% de
sorbato a um meio de cultura com pH ajustado para 5,5, promove a
inibigdo completa do crescimento desses microrganismos, .enquanto
que a 0,2% a pH 6,0 apenas retarda o desenvolvimento do organismo
(95).

No trabalho de revisdo de SOFOS § BUSTA (104) esta de
monstrado que o efeito inibidor de sorbato de sddio contra Baciflus
sp € 5 vezes maior a pH 6,0 que a pH 7,0,

A concentragdo limite de acido sdrbico passivel de
ser utilizada para microrganismos laticos estd por volta de 0,1%,
estando provado que concentragdes superiores afetam Pediococcus

e Lactobacillus (11).
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Bactérias Laticas como Fermento Industrial

A preservagdao de alimentos por processos fermentati-
vos € um dos mais remotos métodos de conservagdo de que se tem no
ticia. Dentre eles, a fermentacgdo ldtica € um dos processos mais
antigos e amplamente utilizados (9,67,111), possuindo capital im-

portancia na inddstria de transformagdo do leite (54,100).

Os microrganismos que realizam a fermentacgio latica
sdo conhecidos no meio laticinista como culturas ou fermentos la-
ticos (48,111), sendo todos componentes do grupo latico (9,70,100,
111). Sua utilizagao visa, de uma forma ou de outra, a tirar pro
veito das propriedades basicas apresentadas por esses microrganis
mos, como: produgdo de acido latico e componentes voldteis; con-
tribuigdo no desenvolvimento de sabor e textura dos produtos fer-
mentados, através da protedlise e lipolise, além da prevengdo do
desenvolvimento de alguns microrganismos patogenicos (9,100,111).
Além disso, os produtos fermentados por bactérias laticas apresen
tam maior valor nutritivo e digestibilidade que o proprio leite
(2,4,107), podendo, inclusive, contribuir na reducgdo dos niveis
de colesterol e até de células neopldsicas, como no tumor de

Erlich (2).

Os microrganismos que compdem as culturas mesofilas
empregados na fabricagao de queijos de massa crua e semi-cozida e
de outros produtos fermentados, sdo os mais estudados. Estdao di-
vididos em produtores de acidez e produtores de aroma. Os produ-
tores de acidez s3o S. factis e S. cremondis, e os produtores de
aroma sdo lLeuconostoc cremonis, L. dextranicum e S, diacetylactis

(que também é produtor de acidez) (9,24,67,70,111).

Os fermentos termofilos, que sdo muito utilizados no

fabrico de queijos de massa cozida, como Parmesdo, Grana, Emmental
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(3,67) e iogurte (89), sdo separados em 2 categorias principais

os fermentos naturais ou soro-fermento (9), que AUCLAIR § ACCOLAS
(3) chamam de '"fermentos artesanais' e os fermentos selecionados
e de composigdo conhecida, onde se encaixam aqueles utilizados pa

ra iogurte (3,9),

Os fermentos naturais sao preparados de modo empirico,
como aqueles utilizados na produgdo de queijos Gruyére e Emmental
. nos alpes franceses (3) e Grana na Italia (9). Possuem composi-
¢ao pouco definida, sdo muito dcidos, com predominancia de lacto-
bacilos (L.bufganicus, L.helveticus, L.Lactis e L.fermentum), em-
bora também ocorra S. theamophifus e alguns estreptococos fecais
(3,9). Ja as culturas selecionadas e de composicdo conhecida sio
compostas de uma ou varias linhagens de S. theamophifus e/ou lac-

tobacilos (L.bulganicus, L.Lactis e L.helveticus) (3).

E comum agruparem-se os fermentos para uso industrial
em trés categorias principais: simples, midltiplos e mistos (24,29,
30,111). Os fermentos simples consistem, teoricamente, de um ﬁni
co tipo de organismo, porém, na pratica, raramente s3o empregados
dessa forma. Sao muito utilizados na forma pareada, devido a in-
trodugao de outro microrganismo, o que ajuda a conferir, as cultu-
ras, resisténcia a bacteriodfagos, sal e Variagéés de temperatura
(11). Os miltiplos consistem de nimeros conhecidos de 1linhagens
puras, o que permite utiliza-los por longos periodos (111). Os
fermentos mistos, por sua vez, sao compostos de bactérias acidifi
cantes e produtoras de aroma, em proporgdoes indefinidas, para 0
caso de queijos (69,111) e em proporgdes definidas para o iogurte,

geralmente envolvendo mais de uma espécie de microrganismo.

Os critérios a serem empregados na selecdo dos fermen

tos ou culturas laticas devem refletir, de um modo geral, as con-

27



‘dig6es de atuagao desses microrganismos no produto desejado (29).
Assume-se, entretanto, que o requisito basico de uma boa cultura
latica deve ser a atividade acidificante, ou seja, a capacidade de
produzir acido latico (24,48,51,54,70), embora outras indicacdes
também sejam feitas, tais como: promogdo de transformagdes dese-
javeis durante o processo de cura (29,54); capacidade proteoliti-
ca adequada, sem ocorréncia de amargor (29,93,94,100,114); tempo
de geragdo relativamente baixo (26); resisténcia a bacteridfagos
(29,30,54,69) e crescimento a diferentes temperaturas (30,51), além
de compatibilidade de crescimento em associagdo com outras linha-
gens e/ou espécies (30,48), caracteristicas organolépticas e tec-
nologicas adequadas (43) e estabilidade das propriedades deseja

veis (29,30,48).

A comparagd@o da atividade acidificante das culturas &
extremamente dificil, visto existirem varios métodos descritos pa
ra realiza-la (9,17,51,61). Normalmente, recomenda-se uma tempe-
ratura de incubacgdo de 30°C, pelo fato dessa temperatura estar
proxima aquela em que ocorre, para os mesofilos, maior produgdo
de acido (29,61). No entahto, COGAN (24) relata que a 22°C exis
te menor efeito inibidor da combinagdo acidez-temperatura, Porém,
Pearce, citado por HUGGINS (54), afirma que se deve testar a ati-
vidade a 22°C e a 30°-38°C. Especial atengac deve ser dada tam-
bém aos fatores que podem afetar a atividade das culturas, como:
sistema lactoperoxidase-tiocianato, imunoglobulinas presentes no
leite, presenga de oxigénio, antibidticos, detergentes, tratamen-
to térmico aplicado ao leite, luz, volume de indculo (61), metabd
litos produzidos pela propria cultura, aglutininas e bactetiofa-

gos (70).

A realizagdo de uma prova organoléptica da coalhada

produzida pelas culturas, associada a caracteristica de atividade
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acidificante e desempenho tecnoldgico, segundo GARCIA (43), tam-
bém oferece boas indicagdes para a selegdo de culturas a serem

utilizadas industrialmente,

Devido @ intensa problemdtica causada pelos bacteri6-
fagos nas indilstrias de queijos da Nova Zelandia, onde inclusive
se deixa de produzir qualquer tipo de queijo durante dois meses
por ano (junho e julho) visando a se obter uma redugio quase que
absoluta dos niveis de ocorréncia de bacteriofagos, LAWRENCE et
alii (166) propuseram uma bateria de testes para a selegio de cul
turas. Assim, apds o conhecimento das caracteristicas fisioldgi-
cas dos organismos e comportamento em testes de simulagdo de de-
semvolvimento industrial, determina-se, além da atividade acidifi
cante e resisténcia a antibidticos, a sobrevivéncia em soros in-
dustriais contendo fagos, e s0 entdo as culturas sdo testadas em

associagoes de diferentes linhagens para o estudo da compatibili-

dade e possivel liberagao industrial.

0 estudo das bactérias laticas tem enveredado nos al-
timos anos para o campo da genética bacteriana, buscando maiores
informagoes e mais estabilidade das varias propriedades dos compo

nentes do grupo latico (78).

A elevada freqliéncia de aparecimento de variantes ne
gativas irreversiveis para metabolismo de lactose (lac), habilidg
de proteolitica (prt) e produgdo de nisina (nis), mostra a liga
gao dessas propriedades com moléculas de DNA extracromossomico de
nominadas piasmideos (9,70). Essas particulas de material genéti
Co sdo muito mais comuns em estreptococos que em lactobacilos (32).
Segundo McKAY (78), o fato dos plasmideos replicarem independente

mente do material gené€tico, possibilita o aparecimento de falhas

mutacionais, quando da divisdo celular, levando a formagdo de cé-
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lulas filhas sem cOpia dos plasmideos parentais, e, assim, incapa
zes de realizarem as mesmas fungdes, caracterizando o fato de que
as propriedades associadas a plasmideos sdo mais instaveis que as

fungoes controladas por genes cromossomicos.

Além das prOpriedade§ de metabolismo da lactose, pro-
ducao do sistema de enzimas proteoliticas e nisina, sabe-se, atu-
almente, que outras propriedades microbianas ou sio ou Supoé-se
que sejam mediadas por plasmideos, como: metabolismo da galactose,
utilizagao de citrato, sistemas de modificagdo/restricdo, resis-
téncia a drogas, produgdo de substancias tipo bacteriocina, produ
¢do de substancias viscosas ou propriedade '"filante", etc (24,32,

78).

Além da instabilidade genética associada com os plas-
mideos, outro fator de extrema importancia para as bactérias lati
cas sao os bacteridofagos que, ao infectarem uma cultura latica, le
vam a perda de suas capacidades vitais, ocasionando graves proble
mas técnico-economicos nas indistrias de transformacio (3,9,24;32,

70).

-

A busca de linhagens que possam ser utilizadas a ni-
vel industrial com caracteristicas mais estaveis, tem sido feita
através de métodos de transferéncia de genes de uma célula para
outra (32,70,100). Dos quatro métodos potenciais de transferéncia
de genes, trés tém sido descritos para os estreptococos laticos:
conjugagao, transdugdo e fusdo de protoplastos (32), Conjugacgao
€ o método mais convencional, podendo operar com alta eficiéncia
e promover a transferéncia de grandes quantidades de plasmideos
e DNA cromossomico, inclusive entre espécies de estreptococos e
lactobacilos. Transdugdo tem a desvantagem de somente poder ser

aplicada a poucas linhagens infectadas pelo fago transducente, ja
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que a quantidade de DNA passivel de ser transferida & limitada pe
la capacidade da cabega do fago. A aplicagdo da fusido pfotoplés—
tica fornece um enorme potencial, ja que ela € totalmente nido es

pecifica, podendo ser amplamente aplicdvel a combinagio entre ge-

nomas inteiros (32).
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MATERIAIS E METODOS

Amostras

As amostras utilizadas neste trabalho foram de leite
bovino cru dos tipos B e Especial, da bacia leiteira de Campinas,
S.P.. Parte das amostras foi coletada na plataforma de recepgao
de uma usina de processamento de leite na cidade de Campinas,S.P.,
e o restante em fazendas e pontos de espera para o transporte do

leite até a usina de beneficiamento.

As amostras foram coletadas em frascos de vidro esté-
reis com tampas rosqueaveis e transportadas ao laboratério em re-

cipientes com gelo, assegurando, assim, refrigerac3o as amostras.

Microrganismos referéncia

Os microrganismos utilizados como referéncia (Tabela
1) foram provenientes das colegdes de cultura da Secgdo de Leite
e derivados do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) e do
Laboratdorio de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia

de Alimentos e Agricola (LTA) da UNICAMP, ambos de Campinas, S.P..

Diluigoes

Para a realizagdo das diluigdes das amostras destina-
das ao plaqueamento microbioldgico, preparavam-se frascos conten-
do 99,0 mL de agua peptonada a 0,1%. As diluigdes decimais foram
preparadas segundo a té€cnica de transferéncia de 1,0 mL da amos-
tra, como recomendado pelo Standard Methods for the Examination

of Dairy Products (74), das quais transferia-se 1,0 mL para pla-

cas de Petri, em duplicata.
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TABELA 1. Microrganismos utilizados como referéncia

Microrganismos Linhagem Procedéncia
Streptococcus Lactis NCDO 2001 ITAL
S. Lactis NCDO 1992 ITAL
S. Lactis NCDO 2003 ITAL
S. Lactdis ATCC 7962 ITAL
S. Lactis SLL 0013 LTA
S. Lactis SLL 0010 LTA
S. cremonds HP ITAL
S. cremondis AM, ITAL
S. cremondis NCDO 1998 ITAL
S. cremondis NCDO 1999 ITAL
,S. cremonds NCDO 1428 ITAL
S. Lactis subsp diacetylactis NCDO 176 ITAL
S. Lactis subsp diacetylactis NCDO 162 ITAL
S. Lactis subsp diacetylactis SLL 0011 LTA
S. Lactis subsp diacetylacitis SLL 0029 LTA
Lactobacillus cased NCDO 161 ITAL
L. cased NCDO 251 ITAL
L. cases SLL 0156 LTA
L. cased ATCC 0469 ITAL
Leuconstoc sp SLL 0320 LTA
L. cremondis SLL 0155 LTA
Propionibactenium sheamanidi NCDO 566 ITAL
Propiobactenium sp SLL 0315 LTA




Leites utilizados

Durante todo o experimento utilizou-se leite em po
desnatado (Molico, Nestlé) reconstituido a 10,0%, o qual, exceto

ressalva oportuna, era esterilizado a 121°C por 15 minutos.

O leite tornassolado empregado foi preparado, segundo
as modificag6es de MACHADO (73), a partir de Litmus Milk (Difco)

e esterilizado . a. 121°C por 15 minutos.

Contagem total

A contagem total dos microrganismos aerdbios mesofi-
los presentes nas amostras de leite cru foi realizada utilizando-
-se'Agar Padrdao (Plate Count Agar, Difco) como meio de cultura,
semeadura por profundidade e 32°C por 48 horas como condigdes de

incubagao (74).

Contagem de coliformes totais

A pesquisa de coliforme totais foi levada a efeito em
meio sdlido, utilizando-se o Agar Cristal Violeta Vermelho Neutro
Bile (Merck), através de semadura por profundidade e incubagao por

24 horas a 32°C, tal como recomendado pela literatura (74).

Contagem de enterococos

Os microrganismos pertencentes ao grupo dos enteroco-
cos (estreptococos do grupo fecal) foram pesquisados ;em meio s6

lido e inoculagdo por profundidade, segundo as recomendacdes de

SPECK (106), utilizando-se Agar KF Streptococcus (Difco) camo meio

de cultura e 32°C por 48 horas como condigdes de incubacgido.
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Contagem de microrganismos do grupo litico

A pesquisa dos microrganismos do grupo ldtico presen-
tes nas amostras de leite cru foi realizada empregando-se o Agar
APT-S, cujo desenvolvimento foi realizado durante o presente tra

balho, através de uma modificag@o do Agar APT (BBL).

Para o preparo do meio APT-S adicionava-se, por litro
de meio final, 1,0g de sorbato de potassio (B. Herzog), 54,0g de
Agar APT (BBL) desidratado e 5,0g de agar-agar. A mistura era,
entdo, reidratada e aquecida até a ebuligio para a completa disso
lugdo dos ingredientes. Apds resfriamento para temperatura ao re
dor de 50°C,o pHera ajustado para 6,0 com dcido 1ldtico (Riedel-de
Haenag, Hannover). A seguir distribuia-se o meio em erlenmeyer e

esterilizava-se por 15 minutos a 121°C.

Leitura das contagens

As contagens dos diversos grupos microbianos foram rea
lizados em um contador de colonias HELLIGE (Hellige, Garden City,

New York).

Isolamento de microrganismos liticos

Para o isolamento das bactérias laticas, ap0s cresci-
mento em Agar APT-S, dividiam-se as placas de Petri com nimero de
colonias na faixa de 30 a 300, em quatro quadrantes, e as colonias
visiveis de um quadrante escolhido ao acaso eram transferidas pa-
ra tubos de ensaio, contendo leite tornassolado. Os tubos assim

inoculados eram incubados por, no maximo, sete dias a 32¢9C.
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A medida em que os tubos inoculados mostravam forma-

¢do de coagulo, checava-se a pureza da cultura, por exame microscopi

co de um esfregago da mesma.

Isolamento de Propionibactenium e Leuconostoc

O isolamento de microrganismos do género Propionibac-
tenium foi realizada plaqueando-se aliquotas de 1,0 mL de todas
as diluigOes decimais até 1075, de leite cru, em Kgar Lactare (106)
can incubagao por 6 dias a 30°C, em atmosfera contendo 95% de 'ni—

trogénio e 5% de co,.

Para o isolamento dos microrganismos pertencentes ao
género Leuconostoc, as aliquotas de 170 mL das diluigGes até 1073
foram plaqueadas utilizando-se o meio de cultura descrito por
MAYEUX et alii (76), com incubagdo a 30°C por 48 horas, tal qual
recomendado por McDONOUGH et alii (77).

Purificagdao dos isolados laticos

A purificagdo dos isolados liticos foi feita, inicial
mente, usando plaqueamente por esgotamento em dgar APT de uma sus
pensao do leite coagulado pela cultura teste, em agua esteril, com

uma sobrecamada de 5-6mL do proprio meio e incubagdo por 48 horas

a 32¢C.

As colonias morfologicamente diferentes eram isoladas
e transferidas para tubos contendo leite em pé reconstituido e
estéril. A seguir, realizavam-se esfregacos em laminas e exame
microscopico com coloragdo de Gram e teste de catalase, ambos fei

tos segundo as recomendagbes de HARRIGAN e McCANCE (50).

36



Estocagem e manutencdo das culturas isoladas

Apos a confirmagdo da pureza dos isolados, uma cultu-
ra considerada ativa apos crescimento por 18 horas a 32°C em lei-
te era transferida para tubos contendo leite desnatado reconstituido
estéril, na proporg3o de 10,0% (v/v) e imediatamente congeladas
em congelador doméstico (-18° a -20°C), sem qualquer incubagao

prévia, como recomendado por FOSTER (40).

Na ocasido do uso dessas culturas, elas eram deixadas
descongelar em temperatura' ambiente, ap0s o que eram incubadas a
32°C até promoverem a coagulagdo do leite. A seguir, eram subme-
tidas a trés repicagens sucessivas para reativagdo completa, e,

entdao, empregadas com a finalidade desejada.

A cada seis meses, todas as culturas mantidas congela

das eram reativada e novamente congeladas.

Determinagdoes de acidez

..pH

A leitura dos valores de pH das culturas foi realiza-

da em um aparelho pH-meter Micronal, modelo B221,

- Acidez titulavel

A verificagdo da acidez titulavel desenvolvida pelas
culturas testadas foi levada a efeito através da titulacgdo de
10,0 mL da cultura com NaOH N/9 (soda Dornic), até o ponto de vi-

ragem do indicador fenolftaleina.

Os resultados foram expressos como °D (graus Dornic,

1°D corresponde a 0,1 mL de NaOH N/9 gastos na titulagao).
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{Crescimento dos isolados em diferentes temperaturas

Para essa determinacao, inoculava-se 1,0% (v/v) de
uma cultura ativa em tubos de ensaio contendo leite esteril, 0s
quais eram incubados a 21°C, 32°C e 42°C por 24 horas. Ao final
desse periodo, realizava-se a leitura dos valores de pH desenvolvi
do em cada temperatura testada. Foi considerado como desenvolvimen
to completo dos microrganismos o ato de promover a coagulacgao do

leite em 24 horas, coincidindo com uma faixa de pH entre 4,5 e 5,0.

Atividade acidificante

A atividade acidificante das culturas isoladas foi me-
dida apos o desenvolvimento de 1,0% (v/v) de uma cultura ativa em
leite esteril, atraves da leitura dos valores de pH e acidez titu-
lavel apds incubagdo a 30°C por periodos de 5 horas (51, 114) e 24

horas (10,24,61).

Tempo de geracao

Na determinagao do tempo de geragdo das culturas, uti-
lizou-se cultura ativa inoculada a 1,0% (v/v) em tubos de ensaio
de 12x220 mm, contendo 40.mL de leite esteril e incubadas por 6 ho

ras a 30°C.

O tempo de geragao foi, entao, calculado, como recomen

dado por RICHARDSON et alii (94), pela formula:

onde,

GpH = tempo de geragao (h), calculado com base na diferenga de pH

antes e apos a incubagdo a 309C por 6 horas.
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ApH = diferenga dos valores de pH medidos antes e apds a incubagdo.

ot
]

tempo de incubagao.

Atividade proteolitica

Para a verificagao da atividade proteolitica, escolhe
ram-se as culturas que mostraram boa atividade acidificante em pe
lo menos duas das trées temperaturas utilizadas. A atividade pro-
teolitica foi, ent3do, medida nas temperaturas de bom desenvolvimen
to, através do método de HULL (58), seguidas as recomendacdes de

CITTI et alii (22).

A tubos contendo 10,0 mI de leite em po desnatado re-
constituido a 10% e pasteurizado a 63°C por 30 minutos inoculou-
-se 1,0% de uma cultura com 24 horas de desenvolvimento, O siste
ma foi inoculado na temperatura em que'ia se testar a atividade
proteolitica por 24 horas. Ao final desse periodo, 5,0 mL desse
leite eram retirados e misturados com 1,0 mL de agua destilada e
10,0 mL de acido tricloroacético 0,72N, Apbs vigorosa agitacgao
e repouso.por 10 minutos, a mistura foi filtrada em papel de Hell
ma n® 642 (= Whatman n® 42), Tomou-se, entdo 5,0 mL do filtrado,
adicionou-se 10,0 mL de uma solugao de pirofosfato (150,0 g de
carbohato de sodio + 10,0 g de metafosfato de sodio por litro de
agua destilada) e 3,0 mL de uma solugdo de fenol (Folin-Ciocalteau

1:2 em agua), sob agitacdo lenta e continua,

Apos um repouso de 5 minutos para aparecimento da cor,
L]

efetuou-se a leitura da densidade Optica em espectrofotdmetro Bausch

& Lomb Spectronic 20, num comprimento de onda de 650mnm.

Os resultados foram expressos como ug de tirosina

(Tyr) por mililitro de amostra, apds confronto com uma curva pa-
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drdo de tirosina (Riedel-de Haenag Seelze, Hannover), apresentan-

do as caracteristicas de y = 0,0388 + 0,00639x e r= 0,9935, onde

x = concentragao de tirosina e y = densidade optica.

Selegdo de isolados para uso como fermento

Com base na atividade acidificante; eficiéncia de pro
ducdo de acido latico, comportamento quanto & atividade proteoli-
tica e caracteristica de crescimento a diferentes temperaturas,
selecionou-se linhagens que apresentassem possibilidades de serem
empregadas como fermento na indistria de produtos fermentados de

leite.

Dos microrganismos que apresentaram atividade nas tem
peraturas de 21°C, 32°C e 42°C, ou ao menos nas de 21°C e 32°C,
com boas atividades acidificantes e de produgdo de acido 1latico,
foram produzidos leites fermentados pela inoculagdao de 1,0% de
culturas ativas em leite bovino fervido e resfriado a ca. 32°C e
incubados por 24 horas e 32°C. Apods esse periodo, submetia-se o
produto fermentado a@ refrigeragdo por 5 horas, apds o que analisa
vam-se as propriedades de aparéncia e firmeza do coagulo. A se-
guir, deixava-se o leite fermentado a temperatura ambiente ate
~atingir 15°C, realizando-se, entdo, uma prova organoléptica para
a pesquisa de sabor caracteristico, tal como descrito por GARCIA

(43).

Com culturas que apresentaram as propriedades caracte
risticas, realizaram-se ensaios para verificar sua curva de acidi

ficagdo e resisténcia ao cloreto de sddio.

- Curvas de acidificagao

A frascos previamente esterilizados, contendo leite

em po pasteurizado a 63°C/30 min., inoculou-se uma cultura sele-
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cionada e ativa, na razdo de 2,0% e o conjunto foi incubado a
30°C. A cada 30 minutos de incubagdo, retiravam-se, assepticamen-
te, aliquotas desse leite, do qual se media a acidez titulavel de

senvolvida.

- Resistencia ao cloreto de sodio

A erlenmeyers de 250 mb foram adicionada, para cada
cultura teste, quantidades de cloreto de sodio da ordem de 0,5,
1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 g, e o conjunto, assim, esterilizado por 15
minutos a 121°C, Um conjunto de frascos sem adigdao do cloreto de
sodio foi utilizado como testemunha. Apds a esterilizagdo, 100mL
de leite reconstituido pasteurizado a 63°C por 30 minutos foram
transferidos de maneira asséptica para cada um dos frascos erlen-
meyrs e, a seguir, inoculados com 1,0% de cultura teste ativa. A

inoculagdo era feita a 30°C,

Duplicatas de aliquotas de 10 mL foram retiradas, de
modo asséptico, nos intervalos de tempo de0OeS5 e 24 horas, e 1li-

dos os valores de pH e acidez titulavel,

Identificagao dos isolados

A identificagdo dos microrganismos isolados foi feita
através das provas indicadas pelo '"Bergey's Manual' (16), as quais

foram realizadas segundo as indicagoes de HARRIGAN e McCANCE (50).
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FIGURA 1.

Chave para a identificacdo de cocos laticos.
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FIGURA 2. Chave para a identificacdo de bacilos laticos.
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RESULTADOS E DISCUSSZAO

Qualidade microbioldgica das amostras

A qualidade microbioldgica do leite € um fator de ex-
trema importancia para o produto, pois a composicio dessa micro-
flora € influenciada por uma série de fatores, os quais podem, in
clusive, beneficiar cértos grupos microbianos presentes, quer se-
jam componentes da microflora normal do leite, quer sejam contami

nantes nele desenvolvidos.

Embora o intuito prim3rio deste trabalho tenha sido a
caracterizagao da flora latica originalmente presente no leite
cru, o conhecimento do estado microbidlogico das amostras destina
das ao isolamento das bactérias ldticas presentes tornou-se impor
tante, no sentido de se observar se amostras de leite tipo B e
leite tipo Especial estavam, do ponto de vista microbiolégico, den
tro de um comportamento normal da realidade brasileira desses pro
dutos ao serem recebidos na plataforma de recepgdo das indiistrias
de beneficiamento. Assim, trés dos principais grupos de microrga
nismos do leite cru (mesofilos totais, coliformes totais e estrep
tococos fecais) foram estudados para se saber se poderia haver
alguma possivel influéncia desses grupos microbianos, que normal-
mente sdo contaminantes externos do leite, sobre a populagdo 1lati
ca presente. Por ser a quase totalidade das amostras coletadas
provenientes de leites ndo resfriados, a determinagdo dos micror-
ganismos psicrotroficos n3ao assume muita relevancia, ja que as ob
servagdes de VILLAFANE (113) evidenciam que esse grupo de micror-
ganismo ndo apresenta importancia significativa em leites pouco

ou nao resfriados.
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Como o intuito primario mnio era o
estudo da qualidade microbioldgica do leite, mas apenas o co
nhecimento do seu estado microbioldgico no recebimento industrial
e as possiveis influéncias que poderiam ser sofridas pelas bacté
rias laticas, utilizaram-se 20 amostras de leite tipo B e 30 amos
tras de leite tipo Especial para a montagem dos ensaios de quali-

dade microbioldgica das amostras.

Os resultados médios das contagens totais de mesé&filos
coliformes e estreptococos fecais das amostras de ambos os tipos
de leite s3@o expressos no Quadro 1, e os dados totais de todas as

amostras no Apéndice (Quadro 15).

QUADRO 1. Resultados médios, em unidades formadoras de colonias
por mililitro (ufc/mL), das contagens total, de coliformes e

de estreptococos fecais, das amostras de leites tipo B e Espe-

cial,
Tipo de leite Contagem Coliformes Estreptococos
total fecais
B 6,03.10°% 2,70.10" 3,27.10"
Especial 1,73.107 1,29.1068 1,45.10%

A anilise desses dados revela que o leite recebido pa
ra beneficiamento industrial, ou a ele destinado, mostrou eleva-
das contagens microbianas. Pelo Quadro 1, nota-se que, como espe
rado, o leite tipo Especial apresentou uma carga microbiana media
total e de coliformes, superior a do leite tipo B, porém, a popu-
lagao de estreptococos fecais do leite tipo B esteve 2,26 vezes

acima da do leite tipo Especial. Isto permite afirmar que, embo-
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ra os cuidados higiénicos com os animais, ordenhas, etc., para o
leite tipo B sejam maiores, ao menos recomenda-se que sejam, nes
te caso, a presenga desses microrganismos leva a algumas possiveis
hipdteses: ou esses microrganismos, por constituirem uma flora
mais resistente, estdo adaptados a condigdes de sublimpeza em Que
s€ usa algum tratamento térmico, ou existe ocorréncia de mamite
no rebanho, ou ainda, indica contato com material de origem fecal,
Como consequeéncia, tem-se que ter em mente que os estreptococos
fecais apresentam uma significativa termorresisténcia, podehdo,

portanto, sobreviver @ pasteurizagdo e estarem presentes no produ

to destinado ao consumidor.

Os elevados dados médios de contagem total do leite
tipo B (6,03.10° ufc/mL) decorrem, provavelmente, da multiplicagao
de microrganismos contaminantes que sio favorecidos por condigées
inadequadas de higiene, de armazenamento e manuseio do produto. Os
dados de coliformes totais, principalmente para o leite tipo B,
sdo pouco preocupantes, ndo so porque sua presenga ndo se deu de
modo macigo, mas também porque BARROS et alii (5) demonstraram que
esses microrganismos sd@o destruidos, durante a pasteurizag¢do, na

faixa de 99,9%.

Nos Quadros 2 e 3 saomostradas as faixas de variagoes, fre-
quéncias e porcentagens de aparecimento das contagens microbianas dos leites ti
po B e.Especial. A verificagdo desses dados, principalmente se con-
frontados com aqueles preconizados pela legislagdo brasileira em
vigor (13) de no maximo 5,0.10° ufc/mL para recebimento de 1leite
tipo B cru, evidencia o fato de que somente 35% das amostras des-
se tipo de leite estariam dentro dos padrdes permitidos, sendo
que o maior nimero de amostras (40%) apresentou contagens num 1li-
mite 10 vezes superior (1,1.10% a 5,0.10% ufc/mL). Na comparacido

desses dados com aqueles oriundos das andlises de leite tipo Espe



QUADRO 2. Faixas de variagdes, frequencias

e porcentagens de

dis-

tribuigdo das contagens microbianas total, de coliformes e

estreptococos fecais, em amostras de leite tipo B cru.

de

Faixa de Contagem total Coliformes Estreptococos fecais
variagao
(ufc/mL) frequéncias frequéncias * frequéncias E
menor que 103 0 0 4 20 14 70
1,1.10% 5,0.103 1 5 . 6 30 1 5
5,1.103a 1,0.10% 0 0 1 5 1 5
1,1.10%a 5,0.10% 3 15 6 30 1 5
5,1.10%a 1,0.10° 0 0 0 0 2 10
1,1.10%a 5,0.10% 3 15 2 10 1 5
5,1.10%°a 1,0.106 2 10 0 0 0 0
1,1.10%a 5,0.108 8 40 1 5 0 0
5,1.10%a 1,0.107 1 5 0 0 0 0
1,1.107a 5,0.107 1 5 0 0 0 0
5,1.107a 1,0.108 1 5 0 0 0 0
TOTAL 20 100 20 100 20 100
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QUADRO 3. Faixas de variagdes, frequéncias e porcentagem de dis-
tribuigao das contagens microbianas total, de coliformes to-
tais e de estreptococos fecais, em amostras de leite tipo Es-

pecial cru.

Faixa de Contagem total Coliformes Estreptococos fecais
variagdo R _
(ufc/mL) freauencias % frequencias. % frequencias %
menor que 103 0 0 8 26,7 17 57
1,1.103a 5,0.103 0 0 5 16,7 5 17
5,1.103a 1,0.10" 0 0 2 6,7 1 3
1,1.10%a 5,0.10" 1 3 9 30,0 5 17
5,1.10%a 1,0.10° 1 3 2 6,7 1 3
1,1.10%a 5,0.105 8 24 2 6,7 1 3
5,1.10%a 1,0.108 0 0 0 0 0 0
1,1.10%a 5,0,108 9 27 1 3,3 0 0
5,1.10%a 1,0.107 2 6 0 0 0 0
1,1.107a 5,0.107 4 - 12 1 3,3 0 0
5,1.107a 1,0.108 5 15 0 0 0 0
TOTAL 30 100 30 100 30 100
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cial (Quadro 3), observa-se que 30% das amostras deste tipo de
leite mostrou contagens inferiores a 5,1.10° ufc/mL, sendo que a
faixa de até 5,0.10° ufc/mL € quem apresentou a maior incidencia nu
mérica de amostras (27%). Aléﬁ disso, nota-se que 33% delas esti-
veram acima desse limite de contagem. Constata-se, entdo, que as ;
amostras de leite tipo B apresentaram uma baixa qualidade microbio
logica, tanto em termos de contagem total quanto de coliformes to-
tais, onde ambos apresentaram porcentagens muito proximas, especi-

almente para aquelas faixas menores que 5,0.10% ufc/mL.

Os resultados obtidos para o leite tipo Especial, se
por um lado sao semelhantes aos obtidos recentemente por PRATA(87),
sao inferiores aos que BARROS et alii (5) encontraram em leite cru
na cidade de Sao Paulo, S.P., e inferiores aqueles obtidos em estu-
dos anteriores na mesma regiao ora em estudo, por MACHADO (73) ,0LI
VEIRA (80) e VILLAFARE (5), o que demonstra, apesar de tudo, uma
melhoria nas condigoes higienicas e de manuseio do leite nessa re-
giﬁo.

Das analises do leite tipo B, conclui-se que os resul-
tados sao muito semelhantes aos de COVARRUBIAS § HAVERBECK (28),
KARIM & KACHANI (65), PRATA (87), MACHADO (73) e VILLAFARE (5), o
que o coloca em condigoes semelhantes aos dos leites de paises do
terceiro mundo. Por outro lado, mostram melhores resultados para
coliformes totais, mas piores que os de COSTA et alii (27) i'tanto

para leite obtido por ordenha manual como mecanica.

Os dados de ambos os tipos de leite, de uma forma ge-
ral, quando confrontados, se somam as observagoes de VILLAFARE
(113) de que nao existe, praticamente, diferenca entre eles quando
entregues na plataforma de recepgdao da industria. Isto demonstra

que, a par de todas as exigencias efetuadas ao produtor, ou a fis-
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calizagdo tem se mostrado inoperante para abaixar o nivel micro-
bioldgico de leite cru,, ou realmente tem-se que ir de encontro
as propostas de OLIVEIRA § BORGES (81), jia reforgadas por  PRATA
(87), de que as normas de legislagdo para o leite cru, e de modo
especial para o leite tipo B, devem ser um tanto mais realistas
e corresponderem as condigdes brasileiras, sem que haja uma sim-
ples transferéncia dos padrdes de paises mais adiantados, onde a
realidade laticinista & completamente diferente daquela encontra-

da no Brasil.

Desenvolvimento do agar APT-S

A afirmagao segura da contagem de microrganismos lati
cos & um ato dificil de ser realizado, uma vez que as bactérias
laticas, por serem organismos muito exigentes, requerem meios de
cultura muito complexos, os quais nem sempre exercem boa seletivi
dade sobre os demais organismos presentes na amostra. Dessa for-
ma, outros microrganismos sdo passiveis de crescimento nos meios

utilizados para os laticos.

Para a contagem e isolamento de microrganismos 1lati-
cos sao encontrados na literatura varios meios de cultura. Dentre
eles, o agar APT & citado por GERALDINI et alii (45) como sendo
superior, inclusive, ao meio de Elliker, tido por muitos autores
como o melhor meio de cultura para bactérias ldticas. No entanto,
os resultados que levaram aqueles autores a essas conclusdes fo-
ram obtidos em frabalhos com culturas puras. Para a contagem e
isolamento a partir de leite cru, onde existe uma microflora mui-
to variada, essa constatagido nem sempre pode ser feita. Entretan
to, KING § KOBURGER'(66) e HITCHENER et alii (53) descrevem que

obtiveram otimos resultados no isolamento de microrganismos 1dti-



cos quando utilizaram o agar APT, em uma série de alimentos, como
produtos lacteos, carneos e vegetais. Assim, na tentativa de se
aumentar ainda mais a eficiéncia do agar APT, possibilitando obter
um meio com maior seletividade para as bactérias ldticas, promo-
veu-se a adaptagdo no agar APT que resultou no desenvolvimento do

agar APT-S,.

Para a confirmacgdo da eficiéncia do agar APT-S no iso
lamento de microrganismos laticos a partir de leite cru, foram
montados experimentos destinados a verificar o comportamento da
flora latica em relagdo a flora total. Dessa forma, através de
contagem total e contagens com os agares APT e APT-S, buscou-se
estudar, ndo somente a eficacia do meio de cultura adaptado, mas

também a incidencia da populagdo liatica nas amostras.

No Quadro 4 sdo apresentados dados . exemplificativos
do comportamento das amostras nas contagens total e no agar APT,
cujos dados totais sdo apresentados no apéndice. Pelos dados mos
trados no apeéndice, percebe-se que as amostras de leite tipo B ti
veram uma contagem total média de 6,03.10% ufc/mL e uma contagem
média em agar APT de 2,22.10° ufc/mL, enquanto os mesmos dados pa-
ra o leite tipo Especial foram, respectivamente, 1,73.107 ufc/mL
e 7,16.10% ufc/mL. Salta a vista que essas contagens apresentam
uma relagcao muito proxima, ou seja, a contagem em agar APT, que
poderia traduzir a populagdo latica, esta com dados muito proxi-
mos aos daquela envolvendo todos os microrganismos da amostra.Mes
mo sendo o leite uma excelente fonte de microrganismos do grupo
latico, em condigbes normais, eles representam apenas uma parcela
dos contaminantes, o que forga, entao, a pensar que os dados da

centagem em APT ndo exprimem a realidade da flora latica presente,
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QUADRO 4. Resultados exemplificativos das andlises de contagem to

tal e contagem em dgar APT de amostras de leites tipos B e Espe

cial, em unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/mL).

Tipo de - N da Contagem Contagem em APT
leite amostra* total
07 1,85.10° 5,50.10"
08 3,84,10° 2,22.106
09 1,61.10° 2,18.106%
10 3,90.10° 3,90.10°
B 11 5,00.103 2,10.10°
12 2,48.10° 1,38.10°
13 1,77.10% 3,50.10°
14 4,00.10" 1,52.10"
15 6,55.106 ~1,52.108
16 2,86.106 5,19.10°
02 1,80.107 1,33.107
07 6,20.107 5,24.107
-E 09 2,00.10° 5,00.103
S 10 6,85.107 5,79.106
P 11 1,10.10°6 7,40.105
E 13 4,20.105 4,20.105
C 14 1,54.10° 1,11.10°
I 16 1,10.106° 2,85.10°
A 21 1,70.105 9,00.10°
L 30 4,40,1068 6,00.10"

* nlmero original das amostras, como apresentado no Apéndice(Qua-

dro 15).
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A observagdo, tanto dos dados apresentados no Quadro
4, como pelos do Apéndice, possibilita constatar que algumas amos
tras tiveram resultados iguais entre as contagens, e em outras, as
contagens em agar APT foram superiores aos da contagem total, Is
to, na verdade, reforga a idéia de que existe a necessidade de se
criar uma seletividade ainda maior no agar APT, quando da utiliza
gao de leite cru como fonte microbiana, ja que os resultados de

GERALDINE et alii (45) demonstraram a alta eficiéncia desse meio

de cultura para crescimento de bactérias do grupo latico.

Embora o aumento da seletividade dos meios de cultura
possa ser conseguido através de diferentes maneiras, para bacté-
rias liticas, segundo CHO (21) e EMARD § VAUGHN (38), o emprego
de acido sorbico e seus sais, chamados genericamente de sorbatos,
€ particularmente eficiente, uma vez que os microrganismos catala
se negativa sdo pouco afetados por esses compostos, especialmente
em concentragoes da ordem de 0,1% (6,11). A potencializagdo da
agdo dos sorbatos & auxiliada pela acidificagdo do meio, especial
mente para faixas préximas a do pK dos compostos (44), e a sim-
ples redugao do pH ja atua como agente seletivo no desenvolvimen-

to microbiano.

Na tentativa de encontrar os melhores parametros para
a adaptagao do meio APT, foram testadas varias combinagdes de con
centragdao de sorbato de potassio e pH, tendo-se constatado que a
medida em que se afastavam de 6,0 em diregdo a zona acida, os va-
lores do pH do meio, ocorria uma concomitante redugao no tamanho
das colonias dos microrganismos, o que dificultava a sua visuali-
zagdo para contagem e isolamento. Dessa forma, mesmo sendo certo
de que na faixa de 3,0 a 4,5 existe uma maior quantidade de acido
nao-dissociado, havendo maior seletividade, a acidificagao do meio

a esses valores de pH ndao puderam ser empregados, inclusive por-



que nem todos os componentes do grupo latico se desenvolvem nesse

intervalo de pH.

Com essa fundamentagdo, o meio de agar APT foi adapta
do pela adigao de 0,1% de sorbato de potdssio, 0,5% de agar para
facilitar a gelatinizagdo, e o pH reduzido para 6,0 com acido 13-
'tico, por ser o principal produto do metabolismo dos microrganis-
mos laticos, com o intuito de se obter um meio de cultura que per
mitisse caracterizar a flora latica do leite cru, tal qual chega
as indlstrias de beneficiamento. O meio assim desenvolvido foi

denominado de agar APT-S,

As condigées de pH e concentragdo de sorbato de potas
sio escolhidas para a adaptagdo do meio APT, apds varios ensaios
prévios, se mostraram muito boas para as bactérias laticas, como
pode ser observado pelo Quadro 5, que traduz os resultados do
crescimento de culturas puras de microrganismos catalogados em co
legoes nacionais e internacionais de culturas, tanto no meio APT
original, como no adaptado. Pela verificagdo do Quadro 5 consta-
ta-se que nenhuma das linhagens de S. factis testadas apresentou
inibigdo. Ao contrario, as contagens foram maiores no meio APT-S
que no meio APT original. Ja, com relagdo as linhagens de S. cre
mornis, S, diacetylactis e Lactobaciflus cased, foi constatada uma
leve inibigao, porém, sem que essa inibigdo comprometesse os re-
sultados ou a utilizagao do agar APT-S. Diferentemente das . de-
mais espécieg, as linhagens de Leuconostoc foram as iinicas a apre

sentarem uma inibig3o apreciavel.

As observagoes realizadas em fungao do Quadro 5quando somadas
as indicagoes de SOFOS § BUSTA (104), permitem concluir que os pa
rametros acrescentados na adaptagdo rgaiizada com o meio APT, em

muito se prestam para a contagem de microrganismos do grupo 1lati-
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QUADRO 5. Resultados das contagens de culturas puras de microrga,

nismos do grupo latico nos meios de cultura APT e APT-S.

Espécie Linhagem APT APT-S
Strneptococcus Lactis NCDO 2001 1,45.1068 2.20.106
Streptococecus Lactis NCDO 2003 1,15.10°% 1,20.106
Strneptococcus Lactis ATCC 7962 1,01.108 1,69.108
Strneptococcus Lactis SLL 13 1,53.109 2,08.10°
Streptococcus Lactis SLL 10 1,09.10° 1,09.10°
Strneptococcus chemondis HP 1,50.108 4,10.107
Strneptococcus cremords NCDO 1998 5,40.108 1,60.108
Strheptococcus cremonds” NCDO 1999 3,70.108 3,25.108
Streptococcus cremonris NCDO 1428 3,45.108 3,21.108
Streptococcus diacetylactis NCDO 176 2,11,10° 1,98.108
StneptococcuA diacetylactis SLL 11 8,00.108 1,16.10°
Strneptococcus diacetylactis SLL 29 1,32.10° 8,25.108
Lactobacillus cased NCDO 161 6,95.108 2,50.108
Lactobacillus cased SLL 156 3,98.108 3,83.108
Leuconostoc cremondis SLL 155 4,20,10% 2,90.103
Leuconostoc sp SLL 322 5,40.10"% 4,82.10%
Propionibactenium sp+ ITAL 1,00.103 9,80.102
Propionibactenium sp+ 5,10.103 5,00.103

SLL 335

+ linhagens cultivadas em condigbes anaerobicas
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co a partir de amostras de leite cru, uma vez que os contaminantes
naturais desse produto sdo inibidos nessas condigdes, e os 1lati-
cos, se o forem, serdo de tal forma pouco inibidos que nd3o inter-

ferirao substancialmente nos resultados.

Sao mostradoé, no Quadro 6, dados exemplificativos da
contagem total, e contagem em agar APT e dgar APT-S, procurando
traduzir o comportamento apresentado em todas as amostras, que
tém seus resultados tabelados no Apéndice. Observando-se os da-
dos desse experimento, nota-se que houve uma redugdo na contagem
em agar APT-S, com relagdo aqueles da contagem total, refletindo

um possivel efeito seletivo sobre a microflora presente,

Considerando que a contagem total expressa, ao menos
em tese, a porcentagem total da microflora presente nas amostras,
e que as bactérias'léticas sdo passiveis de crescimento em  agar
padrdo, observa-se a existéncia de uma relagdo percentual entre
as cohtagens que tentam exprimir a flora latica e a contagem to-
tal. Assim, nas amostras de leite tipo B, a contagem em APT cor-
responde a 36,12% da contagem total, enquanto que a de APT-S equi
vale a 1,48%. Ja para o leite tipo Especial, as relagdes corres-
pondentes sdo de 41,39% para APT e 4,42% para APT-S. Esses resul
tados percentuais, se por um lado s3o inferiores aos de GAHLOT et
alii (42), por outro estdo altamente relacionados com os de KARIM
& KACHANI (65), sendo que as condigoes de obtengdo das amostras
estdo muito mais proximas as de KARIM § KACHANI (65) que 3as de
GAHLOT et alii (42), o que reforga a idéia de que os dados obtidos
com o meio de cultura APT-S refletem a contagem microbiana latica

das amostras de leite analisadas.

A baixa relagdao percentual de microrganismos 1laticos

do leite tipo B pode ser explicada pelo fato das amostras terem
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QUADRO 6.

Resultados exemplificativos do comportamento da conta-

gem total e contagem em agar APT e agar APT-S, em ufc/mL.

Tipo de N¢ da Contagem Contagem Contagem
leite amostra* total em APT em APT-S
07 1,85.108 5,50.10" 4,05.10°

08 3,84.10°6 2,22.10° 4,00.10°

09 1,61.106 2,18.10°6 2,00.103

10 3,90.10° 3,90.10° 4,50.10%

B 11 5,00.103 2,10.10°% 4,00.102
12 2,48.105 1,38.10° 1,50.105

13 1,77.108 3,50.106  6,72.10%

14 4,00.10% 1,52.10% 1,81.103

15 6,55.106 1,52.106 8,72.10"%

16 2,86.106 5,19.10° 2,00.10"

02 1,80.107 1,33.107 8,40.102

07 6,20.107 5,24,107 5,08.106

E 09 2,00.1068 5,00.103 4,50.10%
S 10 6,85.107 5,79.108 3,15.10%
P 11 1,10,10° 7,40.105 3,08.103
E 13 4,20,10° 4,20,10° 2,85.10*
C 14 1,54.108 1,11.10° 2,20.108
I 16 1,10.106° 2,85,105 1,35.10"
A 21 1,70.10° 9,00.105 6,00.10"
L 30 4,40.10° 6,00.10" 4,98.10%

* niimero original das amostras, conforme apresentado no Apéndice,
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sido obtidas de leites em latdes. Quando o produto & acondiciona
do em carretas, mesmo que isotérmicas, a distancia e, logicamente,
o tempo para se chegar a indlstria sdo maiores. Assim, esses mi-
Crorganismos conseguem se multiplicar mais rapidamente que os de-

mais contaminantes, elevando a relagdo percentual

Isolamento e identificagdo da microflora

Utilizando-se o meio de cultura agar APT-S, foramlisg
ladas 300 colonias a partir de 50 amostras de leite cru. Dessas,
através da seqiiéncia metodoldgica empregada para a confirmacdo de
caracteristicas relacionadas com o grupo latico, foram descarta-
das 118 culturas, dando, assim, ao agar APT-S um indice de ‘efici
éncia de isolamento.de bactérias laticas de 60,7%. A distribuigao
das 182 culturas de microrganismos laticos isolados & mostrada no

Quadro 7.

- QUADRO 7. Frequencias de isolamento e porcentagemrelativa das espécies

de bactérias laticas isoladas de leite cru, com a utilizagdo do

agar APT-S.

Espécie . frequéncias L
Streptococcus Lactis 144 79,20
S. cremonds 12 6,55
S. Lactis subsp diacetylacitis 12 6,55
Lactobacillus cases 8 4.40
L. Lactis 4 2,20
Leuconostoc cremondis 2 1,10

TOTAL 182 - 100
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Os resultados do quadro 7 evidenciam a clara predomi-
nancia da espécie Streptococcus Lactis (79,20%) nas amostras ana-
lisadas. Esses dados assim demonstrados estdo amplamente de acor
do com aqueles descritos por CHAZAUD (20), KING &§ KOBURGER (66),
LAYRENCE et alii (70) , MACHADO (73) e SANDINE et alii (98), 'de
que esse tipo de microrganismo domina amplamente a flora isolada
a partir de leite cru, podendo chegar, como citado por SANDINE et

alii (98), a constituir 95% dos organismos laticos isolados.

No decorrer do experimento, linhagens de Streptococcus
Lactis foram isoladas de todas as amostras testadas, em qualquer
um dos dois tipos de leite analisados, representando, portanto,
uma frequencia de 100%. As demais espécies isoladas tiveranm a
seguinte frequéncia de aparecimento: Streptococcus Lactis subsp
diacetylactis, 15%; Lactobacillus casei, 15%; Streptococcus cremo

nis, 9%; Lactobacillus Lactis, 4% e Leuconostoc cremonis, 25%.

Os resultados de porcentagens de isolamento de linha-
gens de S. cremonis (6,55%) estdo proximos Aqueles obtidos por
Radich, segundo citag3o de SANDINE et alii (98), de 9,68%. KING
& KOBURGER (66) e LAWRENCE et alii (70) relatam que o S.cremordis
aparece em nimero muito menor que o S. Lactis, embora, possivel-
mente, estejam presentes nas mesmas condigdes ambientais, somente
que, por estarem em nimero baixo, perdem-se durante a realizacgio
das diluigoes. Este € um fato a ser considérado, principalmente
quando se sabe que, como citado por LAWRENCE et alii (70), em fer
mentos laticos mistos, normalmente o crescimento do S. ernemondis
sobrepuja o de S. factis, ou seja, com nimero semelhante de célu-
las, o S. cremoris pode apresentar uma velocidade de desenvolvimen

to superior a do S. Lactis.

Por esses dados pode-se concluir, entdo, que o isola-

mento de S. cremondis, por técnicas que nio envolvam pré-incubagoes,
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como recomendado por Radich (Apud 98), & pouco fiacil de ser obti-
do, e que o meio APT-S, ora desenvolvido, se comportou bem no to-

cante ao isolamento desse microrganismo.

Os dados sobre o aparecimento de Streptococcus Lactis
subsp diacetyfactis (Quadro 7), tal qual para S. Lactis e S. cre-
monis, também seguem os dados de Radich (Apud 98)., Da mesma for
ma que as demais espécies do género Streptococcus, o S, diacetylac
tis também foi isolado de ambos os tipos de leite testados, so
que diferentemente do S. chemonis, onde 66,7% (8 culturas) féram

isoladas de leite tipo B, esse microrganismo ndo apresentou prefe

rencia por algum tipo de leite.

Os resultados do isolamento de Lactobaciflus cased
seguiu extritamente o preconizado por JENSEN § EDMONSON (63) e
HILL § THORNTON (52) de que essa espécie‘de lactobacilo aparece
em leite cru. Além disso,}HANSEN (49) ja observou que extratos
celulares de S. cremonis e S. Lactis beneficiam o desenvolvimento
desse microrganismo. Assim, se nas amostras analisadas houve
ocorréncia de lise celular de linhagens de S. fLactis e S.cremordis,
o desenvolvimento de L. cased foi beneficiado, E mais, como a
temperatura de incubacao das amostras foi de 32°C e nao se utili-
zou nenhuma técnica especial para gerar anaerobiose, a incidéncia
das demais espécies de lactobacilos foi prejudicada, enquanto que
o L. casei que € um organismo mesofilo tipico, conseguiu se desen
volver. Vale ressaltar, ainda, que todas as linhagens de L.casedl

isoladas s3ao da subespécie cased.

O aparecimento de 4 linhagens de Lactobaciflus Lactis
(2,20% dos isolados), possivelmente exprime uma capacidade dessas
culturas de se desenvolverem em temperaturas pouco Otimas, alem

de conseguirem vencer a competigcao existente no desenvolvimento
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da microflora. 1Isso, no entanto, difere dos dados de JENSEN &
EDMONSON (63) que n3o obtiveram lactobacilos em leite cru, e tam-
bém de HILL § THORNTON (52) que ndo obtiveram lactobacilos .capa-
zes de crescer abaixo de 459C. Porém, vem de encontro 3s conclu-
sdoes dos mesmos JENSEN § EDMONSON (63) de que quanto melhor a qua
lidade do leite, mais facilmente se obtem lactobacilos. As 12
culturas de lactobacilos isoladas foram provenientes de amostras
de leite tipo B, nas quais a contagem total era inferior a 1,0.106
ufc/mL, e dessa forma, puderam vencer a competicio estabelmﬁﬁacan
0s estreptococos e outros possiveis contaminantes, sendo, entao

isoladas.

Como afirmado por HILL § THORNTON (52) de que a bacte
riologia do leite de clima frio pode ser diferente da de areas
temperadas, € de se esperar que isso também se dé para as zonas
de clima tropical. Tal fato pode ter contribuido para que se ob-
.tivessem culturas de L. factis, mesmo tendo se usado incubacgdo em

temperaturas sub-O0tima para esse microrganismo.

Também chama a atengdo na observagdao do Quadro 7 o fa
to do grupo latico estar quase que totalmente representado. No
entanto, ha uma porcentagem de incidéncia muito baixa de Leuco-
nostoc e nula de propionicos. Isso indica que, além de estarem
numa proporg¢ao muito baixa, outros fatores possivelmente interfe-
riram no seu ndo isolamento, como: o meio APT-S pode ndo ter exer
cido uma boa seletividade para esses microrganismos ou foram des-
cartados por ndo apresentarem as reagbes caracteristicas em leite
tornassolado. Para a constatagdao da possivel presenga desses or-
ganismos em leite cru, foram testados meios especificos para cada
um desses géneros, verificando-se uma incidéncia de Leuconostoc
em 20% das amostras testadas. Tanto HARRIGAN § McCANCE (50), co-

mo MAYEUX et alii (76) recomendam a utilizagdo de azida de sodio
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como agente seletivo para os integrantes do género .Leuconostoc.
. . A . .

Possivelmente, por estarem em baixa frequencia, esses organismos

perdem a competigdo para os estreptococos, quando o agente de se-

legdo & o sorbato de potdssio.

Para o isolamento de microrganismos propionicos, a
partir de leite cru, sem qualquer pré-tratamento, a utilizagdo de
mecanismos geradores de anaerobiose favorece o desenvolvimento de
lactobacilos, perdendo os propidnicos na competigdo que se estabe
lece nas amostras. Quando da utilizacdo de fontes ricas de Pro-
pionobacterium, como queijo tipo Suigo ou mesmo culturas puras
dessas bactéfias, verifica-se que tais organismos sio passiveis de
crescimento no meio APT-S, somente que devem ser empregados anae-
robiose e maior tempo de incubagdo, beneficiando, assim, esse ti-

po de microrganismo,

Caracterizacdo dos isolados

A elucidagao de varias caracteristicas das diferentes
espécies isoladas assume um carater importante, especialmente quan
do se trata de observar o comportamento das linhagens sob uma o6ti
ca geral. Isto porque sdo inexistentes os dados sobre a caracte-
rizagdo da flora ldtica como um todo, pois a literatura somente
trata de caracterizar bactérias para uso especifico, como fermen-
to industrial, n3o dando a atengdo devida as variagoes que ocor-
rem como decorréncia da heterogeneidade das linhagens presentes em

leite cru.

Buscando, entdo, informagbes que permitissem caracte-
rizar a flora latica presente em leite cru, foram realizados en

saios com os organismos isolados quanto ao seu comportamento em
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diferentes temperaturas, atividade acidificante, tempo de geracio
e atividade proteolitica, para, dessa forma, ter-se uma idéia real
do comportamento global da flora litica brasileira e as suas pos-

sibilidades de aplicagdes

Comportamento em diferentes temperaturas

A atividade primaria da maioria dos organismos perten
centes ao grupo ldtico & a conversio de carboidratos fermentesci-
veis em acido latico, gerando um poder acidificante ao meio de de
senvolvimento. Montou-se, entdo, um experimento com a finalidade
de medir o crescimento das diversas linhagens de = microrganismos
isolados, em diferentes temperaturas de incubacdo, através do pH
desenvolvido em leite estéril. Para tanto, considerou-se como
desenvolvimento completo dos microrganismos o ato de promover a
coagulagdo do leite em 24 horas, coincidindo com uma faixa de pH

compreendida entre os valores 4,5 e 5,0,

E sabido que as bactérias liticas podem se desemvolver
em um amplo espectro de temperatura. Assim, procurou-se abranger
pontos de temperatura diferentes. Utilizou-se a faixa de 30° -
32°C por ser considerada otima para os organismos mesofilos do
grupo latico, os quais representam a maioria dos integrantes do
grupo. A temperatura de 42°C, também escolhida para teste, além
de propiciar uma adequagdo a possiveis organismos termdfilos pre-
sentes, indica também o desenvolvimento dos mesd6filos em tempera-
turas superior ao seu otimo. Por outro lado, pode-se extrapolar
que as culturas mesofilas que mostram bom desenvolvimento a 42°C,
podem apresentar boas caracteristicas para serem empregadas como
fermento latico industrial em nossas condigdes, uma vez que, na

fabricagdo de queijos de massa semi-cozida s3o empregadas tempera
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turas nessa faixa para o semi-cozimento da massa. A incubagao a
21°C se deveu, principalmente,3d tendéncia internacional de se uti
lizar a faixa de temperatura compreendida entre 21°-22°C para o
desenvolvimento das culturas mesdfilas, especialmente para se di-
ferenciar culturas ripidas de culturas lentas, tal como citédo
por BOTTAZZI (9) e CITTI et alii (23). Os resultados desse expe-

rimento sdo apresentados no quadro 8.

Pela observagdo do Quadro 8,verifica-se que, sob os
parametros estabelecidos para o desenvolvimento completo, as cul-
turas isoladas se comportaram da seguinte maneira: 18 (9,9% do to

tal) cresceram a 21°C, 100 (54,9%) a 32°C e 46 (25,3%) a 42¢C.

Uma analise mais detalhada do Quadro 8 permite obser-
var que, a 21°C, em contraste com 18 culturas com desenvolvimento
completo, 53,8% (98 culturas) praticamente nio apresentaram desen
volvimento nessa temperatura, ao menos nas primeiras 24 horas de
incubagdo, uma vez que ndo conseguiram transpor a zona de pH cor-
respondente a 6,0. Enquanto isso, 36,2% das culturas tiveram um
desenvolvimento apenas parcial, ndo conseguindo coagular o leite
nas condig6ées empregadas, mostrando apenas uma variagdao nos valo-
res de pH da ordem de uma unidade, o que reflete um discreto de-
senvolvimento. Deve ser ressaltado, ainda, que das dezoito cultu
ras que mostraram crescimento na temperatura de 21°C, doze também
Ccresceram nas outras temperaturas utilizadas, sendo que somente

seis nao se desenvolveram a 42°C.

Segundo as afirmagdes de COX (29), as dezoito cultu-
ras que conseguiram crescer bem a 21°C s3o, a priméira vista, po-
tenciais para testes visando a sua utilizagdo como fermento, vis
to que, segundo aquele autor, culturas que crescem bem a 21°C tém
menores chances de apresentar perda de sua capacidade acidifican-

te, coisa que ndo acontece com aquelas que se desenvolvem bem so

mente a 32°C.
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QUADRO 8. Distribuigdo dos microrganismos, segundo. a capacidade’
de crescimento a 219, 32° e 42°C, usando indculo de 1,09 e 24

horas de incubagido.

21°C 32¢°C 42°C
Faixa de pH
N.C.* % N.C.* ) N.C.* )

6,50 - 6,00 98 53,8 8 4.4 64 35,1
6,00 - 5,50 46 25,2 26 14.3 32 17,5
5,50 - 5,00 20 11,0 48 26,4 40 22,0
5,00 - 4,50 18 9,9 65 35,7 22 12,1
4,50 - 4,00 - - 33 18,1 2 1,1
4,00 - 3,50 - - 2 1,1 22 12,1

TOTAL 182 100 182 100 182 100
* N.C. = nlUmero de culturas
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Nos dados mostrados no Quadro 8 fica claro que a maio
ria das culturas isoladas ndo cresceu na temperatura de 21°9C. BOT
TAZZI (9), CITTI et alii (23), COGAN (24) e LAWRENCE et alii (70)
definem que, com vistas 3@ aplicagdo tecnoldgica, as culturas que
nao coagulam o leite dentro de 18-24 horas nas temperaturas de
21°C sao consideradas como sendo culturas lentas. Embora a carac
terizacdo tecnoldgica ndo tenha sido o enfoque essencial deste
trabalho, segundo aqueles autores, a maioria dos isolados sio con
siderados como culturas lentas. Porém, & provdvel que esse fato
se deva a uma adaptagdo dos organismos a temperaturas mais eleva-
das do que a temperatura onde tal conceito foi estabelecido, como
€ o caso em questdio. Essa suposigdo encontra suporte nas afirma-
¢oes de JENSEN e EDMONSON (63) de que deve existir uma diferenca
de comportamento entre as bactérias isoladas em condicdes climati
camente diferentes. No entanto, no presente trabalho ndo se pre-
tendeu isolar e enfocar as culturas especificamente sobre aquelas

definigoes.

A presenga de culturas com uma lenta capacidade de de
senvolvimento a 32°C também pode ser evidenciada no Quadro 8. No
ta-se, ai, que cerca de 45% dos isolados n3o apresentaram pleno
desenvolvimento nessa temperatura de incubagdo. Nesses dados po-
dem estar incluidos além de estreptococos e Leuconcsfoc sp, alguns
lactobacilos, visto que nessa temperatura nem todos sdo passiveis
de produzir acidez. Mas, por outro lado, a maioria das culturas
produzju acido ldtico suficiente para levar o leite até a coagula
¢do, onde o maior valor individual nos intervalos de pH correspon

de 'a faixa de 5,0 a 4,5, representada por 65 culturas (35,7%).

Sobre os dados relativos a capacidade de desenvolvi-
mento dos microrganismos na temperatura de 42°C, & possivel obser

var que varios organismos apresentaram um bom desenvolvimento nes
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sa temperatura de incubagdo, indicando uma versatilidade de cres-
cimento, mesmo considerando que alguns lactobacilos té&m nessa tem
peratura a sua faixa otima de desenvolvimento. Pode ser notado
ainda pelo Quadro 8 que, na temperatura de 42°C, as culturas se
apresentaram, aproximadamente, em trés grupos. O primeiro compos
to por 64 culturas (35,1%) praticamente nio mostrou desenvolvimen
to nessa temperatura. No segundo grupo, cujo pH esteve entre 5,0
e 6,0, colocaram-se 72 culturas (39,5%). E, por fim, no tercei-
Tro grupo estdo reunidas as 46 culturas (25,3%) que tiveram um bom
desenvolvimento, levando o leite a coagulagdio. Chama a atencgao,
ainda, o fato de que uma considerdvel porcentagem de microrganis
mos apresentou, na temperatura de 42°C, uma capacidade de desen-
volvimento superior dquela apresentada a 32°C, levando o pH para
valores bem mais baixos, ou seja, na faixa de 3,5 a 4,0. O nime-
ro de isolados que conseguiu levar o pH do meio para essa faixa
foi, inclusive, superior aquele cujo pH final ficbu entre 4,0 e
4,5. Este fato reflete uma possivel adapatagdo da microflora as
condigoes ambientais, permitindo que seus integrantes possam, en-
tdo, se desenvolver bem em temperaturas mais elevadas que a sua
faixa otima de desenvolvimento. Por outro lado, esse tipo de cons
tatacao somente pode ser empregado para as linhagens de S. Lactdis,
visto que nenhum dos isolados de S. cremonis conseguiu se desen-
volver, ao menos razoavelmente, a 42°C. Este fato, no entanto, po
de ser explicado por ser uma caracteristica inerente aos integran

tes dessa espécie o ndo desenvolvimento em temperaturas superiores

a 40°C.

Sao mostrados no Quadro 9 os resultados, por espécie de
microrganismo isolado, dos valores médios de pH alcancgados apos
desenvolvimento por vinte e quatro horas em cada uma das trés tem

peraturas testadas, e seus respectivos dados de desvio padrdo. Po
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de ser observado, por esse quadro, que mesmo em se tratando de 1i
nhagens selvagens cujos comportamentos sdo muito heterogéneos, com
diferencas marcantes entre as linhagens, interferindo, assim, no
resultado da flora latica como um todo, os dados relativos &s es-
pécies S. Lactis, S. Lactis subsp diacetylactis, L. casei e L.
Lactis sdo bastante significativos, especialmente como média de
uma populagdo heterogénea. Os dados referentes a S. cremonis evi
denciam que nas linhagens isoladas dessa espécie, a caracteristi-
ca de células com baixo poder acidificante & mais marcante | que
nas demais, visto que,mesmo a temperatura de 32°C,os resultados
médios das leituras do pH desenvolvido ficaram numa faixa mais
baixa que aqueles encontrados para as espécies S. Lactis e S. dia

cetylactis, que sdo os organismos mais relacionado com S.cremondis.

As linhagens de Lactobaciflus confirmaram as expecta-
tivas de maior acidificag@o por parte dos integrantes desse géne-
ro, especialmente aqueles agrupados entre os lactobacilos termofi
los. Pode, assim, ser constatado que as células de L.Lactis gera
ram um pH mais baixo quando na temperatura de 429C, sendo nas de-
mais temperaturas suplantado pelas linhagens de L. cased. Este
fato também foi observado por BOTTAZZI (9), COX (29) e GORDON e

SHAPTON (48).

As duas culturas de Leuconostoc cremoris também  nido
revelaram qualquer surpresa quanto ao seu comportamento, uma vez
que os integrantes desse género ndo sdo tidos como bons produto-
res de acidez. Dessa forma, as médias obtidas nas tré€s temperatu
ras estao totalmente dentro do que poderia ser esperado para esses
microrganismo, visto que eles sdo passiveis de mostrar crescimen-
to celular quando se utiliza leite como meio de desenvolvimento,
embora nem sempre desenvolvam acidez suficiente para promoverem

grandes alteragoes de pH, em vinte e quatro horas de incubagido.
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QUADRO 9. Resultados médios, por espécie isolada, do pH desenvol
vido em leite estéril, apds 24 horas de incubacdo com inocula-

¢ao de 1,0%.

Espécie Nimero de 21°C 32°C 42°C
isolados '

Streptococcus Lactis x* 5,72 4,80 5,44
L DP** 0,53 0,38 0,94

Streptococeus diacetylactis . X 5,91 4,82 5,11
. DP 0,29 0,54 0,60

Streptococcus cremornis b 5,89 5,14 6,00
12 DP 0,57 0,72 0,33

Lactobacillus cases . X 5,28 4 36 4. 21
° DP 0,28 0,34 0,51

Lactobacillus Lactis X 5,99 4.70 4.01
) DP 0,45 0,70 0,44

Leuconostoc cremoris X 6,33 5,85 6,38
? DP 0,04 0,21 0,04

* X = média

** DP= desvio padrio
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Nos estudos envolvendo microrganismos laticos, normal
mente se utilizam linhagens obtidas em colegSes de culturas inter
nacionais, muito raramente - isoladas em condigdes semelhantes as
desse experimento. Isto pode acarretar comportamentos diferen-
tes para os microrganismos. Procurou-se, entdo, comparar o .Com-
portamento dos isolados frente aquele apresentado por linhagens
internacionalmente conhecidas. Assim, no Quadro 10,sdo mostrados
os resﬁltados obtidos em condigbes semelhantes aqueles do Quadro
9, somente que se trata de dados de organismos catalogados em co-
leqoes internacionais, amplamente difundidos entre os pesquisado-
res da area, e comumente empregadas como fermento 1latico industrial
Qu=2rdo se comparam os resultados dos Quadros 9 e 10, verifica-se
quez os valores médios de pH referentes aos S.lactis isolados sdo infe-
riores aqueles considerados como referéncia. E certo, no entanto,
que os dados do Quadro 9 traduzem a média de toda populagdo de
S. lactis isolada, incluindo aqueles de acidificagdo mais 1lenta,
ao 'ado daqueles que apresentaram capacidade acidificante seme-
lhante ou até melhor que alguns dos microrganismos referéncia. Ja
os isolados de L. casei, como um todo, mostraram-se superiores as
linhagens usadas como referéncia. Isso vem constatar que € possi
vel isolar de leite cru, no Brasil, microrganismos laticos com ca
racteristicas semelhantes ou até melhores que os de colegées in-

ternacionais.

Atividade acidificante

Como o intuito primario da caracterizagdo de bacté-
rias laticas € sua capacidade de produzir acido latico, o conheci
mento do poder acidificante desses microrganismos €& um dado alta-

mente interessante. Porém, nao existe uma padronizagdo para essa
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QUADRO 10. Dados do pH desenvolvido pelos microrganismos referéen-
cia nas temperaturas de 21°C, 32°C e 42°C, com 1,0% de indculo

e 24 horas de incubagao

212C 329C 42¢9C
S. fLactis NCDO 1992 4,3 4,1 4,8
S. fLactis NCDO 2001 4,3 4,0 4,4
S. factis NCDO 2003 4,6 4,8 5,3
S. fLactis ATCC 7962 5,1 4,8 5,0
S. cremonis AM2 4,3 4,1 6,2
S. cremoris NCDO 1998 4,4 4,2 6,0
S. crhemonis HP 5,8 5,4 5,2
S. diacetylactis* NCDO 176 4.6 4.6 5,0
S. diacetylactis* ITAL 162 5,6 5,1 5,1
L. cased ATCC 7469 4,6 4,3 4,5
L. cased NCDO 251 5,7 5,4 5,4

* Strneptococcus Lactis subsp diacetylactis



determinagao o que dificulta a comparagdo dos isolados. Indica-
-se na literatura que essa atividade pode ser medida com cinco e
vinte e quatro horas de incubagdao a 30°C, cujos valores resultam
em informacdes necessdrias para o conhecimento do comportamento
acidificante dos organismos, visando, inclusive, a sua possivel
aplicagdo industrial. Em vista disso, ﬁrocurou-se caracterizar a
atividade acidificante de cada espécie isolada, sendo os seus re-

sultados médios mostrados no Quadro 11 e os totais no Quadro 16.

A observagdo dos dados do Quadro 11 possibilita perce
ber que, embora o conjunto de microrganismos isolados .= constitua
uma flora heterogenea, de um modo geral, esta mostrou uma boa ca-
pacidade geradora de acido latico, destacando-se, principalmente,
as linhagens de S. factis e L. casei, cujos dados médios e respec
tivos de acidez desenvolvida sdo 68°D e 79°D, o que corresponde,
respectivamente, a 0,68 e 0,79% de acido latico. Se os dados ob-
tidos com as linhagens de S. fLactis chegarem a ser considerados
nio muito elevados para organismos potencialmente produtores de
acidez, nas afirmagoes de COX (29) sobre a faixa da producgido de
acido latico para culturas a serem empregadas como fermentos in-
dustriais na inddstria de processamento de queijos, encontra-se a
evidéncia que, como média, as linhagens de S. factis se enquadram
perfeitamente dentro dos limites de 0,6 a 1,0% de acido, estabele
cidos por aquele autor. ROSS (97) também estabeleceu que oOtimos
fermentos para queijo tipo Cheddar devem apresentar atividade de
0,6-0,7% de acido latico ou pH entre 4,6 e 4,7, Nota-se, portan-

to, pelos dados do Quadro 11, que tanto as linhagens de S.factis

’
quanto as de S. diacetylactis se encaixam dentro de tais padrdes,
evidenciando uma atividade acidificante que permite, inclusive,
sua selegao para testes visando a aplicagdo industrial, desde que

apresentem outras caracteristicas inerentes a esse fim. GARCIA
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QUADRO 11, Médias das atividades acidificantes, por espé&cies iso

lada,. com inoculagdo a razio de 1,0% e incubagdo a 309C ou 42°C:

_ . ATIVIDADE
Espécies NOmero de 5 hs 24 hs
isolados pH °D pH °D
Streptococcus Lactis 144 - X* 6,00 18,5 4,70 68,40
DP 0,11 1,31 0,47 14,54
Streptococcus Lactis 12 X 5,90 19,0 4,60 62,50
subsp diacetylactis DP 0,09 1,29 0,31 10,04
Streptococcus cremonis 12 X 6,03 17,8 4,80 59,00
DP 0,12 0,75 0,51 12,80
Leuconostoc cremonds 2 X 6,10 17,00 5,80 20,00
DP 0,01 0,04 0,05 0,08
Lactobacillus Lactis*** 4 X 5,60 31,0 3,87 94,00
DP 0,09 1,15 0,17 5,94
Lactobacillus cabei.: 8 X 6,10 17,00 5,80 79,00
DP 0,01 0,04 0,05 0,08
* X = média
** DP = desvio padrao

* k%

incubadas a 42°C
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(43) também obteve resultados semelhantes para culturas destina-

das a fabricagdao de queijos nacionais tipo Minas e Prato.

O fato de algumas linhagens de S. factis terem conse-
guido atingir valores de 133°D (1,33% de &dcido l4tico), dados in-
clusive superiores até aos dos lactobacilos, reforga-se a idéia
de que o leite cru nacional & uma boa fonte de microrganismos la-

ticos com alta capacidade de acidificagdo.

As linhagens isoladas de S. d{acetyfacitis e Leuconostoc
chemoris mostradas no Quadro 11, também se enquadram dentro  dos
padrdes estabelecidos por COX (29), de que na atividade acidifi-
cante medida com cinco horas de incubagdo a 30°C, a maioria das
células apresenta atividade menor que 0,3% de acido latico. Tam-
bém os resultados médios obtidos para S. diacetylactis estdo mui
to proximos daqueles obtidos por GORDON & SHAPTON (48) para a 1i
nhagem 1006 desse microrganismo. Os resultados apresentados pe-
los isolados de S. cremonis estdo, por sua vez, proximos aos da-
dos selecionados por ROSS (97), mas inferiores aos de COX (29),
HUGGINS § SANDINE (55), GORDON & SHAPTON (48) e WULF § SANDINE
(114). Vale ressaltar, uma vez mais, no entanto, que os dados
mostrados no Quadro 11 refletem a média de uma populagdo selvagem,
enquanto que os obtidos por aqueles pesquisadores se devem a cul-
turas ja selecionadas. Segundo COLLINS (26), muitos S. cremords
nio sdo bons produtores de acidez, e a populagdo isolada desse
microrganismo se enquadra dentro desses preceitos, mesmo porque,
diferentemente de S. fLactis onde algumas linhagens obtiveram re-
sultados muito acima daqueles preconizados pela literatura, o
comportamento das linhagens de S. cremondis foi muito  homogeneo,

nio havendo nenhuma linhagem que sobrepujasse em muito as demais.

O comportamento apresentado no Quadro 11 pelas linha-

gens de L. casei quanto @ atividade acidificante e produgao de
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acido foi, de certa forma, homogénea, visto que os valores resul-
tantes do calculo do desvio padrdo, especialmente para as determi
nagées de pH, traduzem uma semelhanga de comportamento entre as
culturas testadas. Ja as linhagens de L. Lactis, testadas a 42°C
por serem organismos termo6filos, demonstraram um comportamenufbem
condizente com as outras linhagens ja estudadas desse microrganis.
mo. Assim, os resultados médios das atividades acidificantes sao
em muito semelhantes aqueles ja obtidos por BOTTAZZI et alii (10),
COX (29), SING § SHARMA (103) para os organismos do grupo L. Lac-
tis-bulgarnicus, e superiores aos dos mutantes Prt~ descritos por
BOTTAZZI (9). Tal qual para L. casei, os baixos valores de des-
vio padrdo para as linhagens de L. facifis indicam que entre as
culturas testadas ndao hoﬁve variagoes significativas de comporta-
mento acidificante, quer quanto ao pH desenvolvido (3,6-4,1), quer
quanto a acidez produzida(89-102¢D). Isso indica que, mesmo sen-
do normalmente suplantado pelos estreptococos em crescimento mis-
to, os lactobacilos presentes em leite cru mostrarém uma maior
homogeneidade de comportamento quanto a sua atividade acidifican-

te,

Tempo de geragao

Dentro do contexto de caracterizagdo dos isolados 1la-
ticos de leite cru, uma propriedade desses isolados que também de
ve chamar a atengdo € o tempo de geragao das espécies isoladas.
Assim, no Quadro 12 sdo expressos os resultados médios do tempo
de geracdao das espécies isoladas, e no Quadro 16 (Apendice) os da
dos individuais dos isolados. Embora tenha sido preconizado por
COLLINS (26) que a temneratura exerce importante-influéncia no
grescimento microbiano, podendo haver comportamentos em diferentes

faixas de temperatura, optou-se por realizar a medida do tem-
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QUADRO 12, Resultados médios do tempo de geragdo, por é&specie,

durante 6 horas de incubagao a 30°C.

ESPECIE N¢ de G(h) variacgido DP
isolados
S. Lactis 144 4,53 1,25-10,04 2,08
S. cremonis 12 7,20 5,02-10,04 2,24
S. diacetylactis 12 4,73 3,01-7,53 1,47
L. casel 8 3.50 2,48-5,02 1,08
L. kactis 4 4,24 3,85-5,02 0,68
Leuconostoc cremornis 2 29,26 28,39-30,13 1,29

(]
H

tempo de geragao

DP = desvio padrao
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po de geragao na faixa de temperatura otima para a grande maioria

dos isolados, segundo incubagao por 6 horas a 30°C,

Analisando-se os resultados mostrados no Quadro 12,
observa-se que os menores valores médios de tempo de geragdo fo-
ram obtidos pelas linhagens de L. casded e L. Lactis, seguidas pe-
las espécies S. fLactis, S. diacetylactis, S. cremonis e Leuconos-
toc crnemonis. Mesmo apresentando, individualmente, o menor tempo
de geragdo (1,25 h), as linhagens de S. factis forneceram um dado
médio de 4,53 hs. Porém, cumpre ressaltar que aproximadamenté 10%
das 144 culturas testadas tiveram um tempo de geracgao superior a
10,0 hs, o que forgou a média global a se deslocar para um valor
mais alto. Entretanto, mesmo assim, incluindo-se aqueles 10% de
culturas com altissimos tempos de geracdo, os dados apresentados
estdo proximos daqueles encontrados por SHELAIH et alii (101). Ou
tro dado constatado & que os S. cremoris apresentaram um tempo de
geragao relativamente elevado, o que pode explicar a sua baixa
capacidade de acidificagdo. Esses dados sao semelhantes aos en-
contrados por RICHARDSON et alii (94) e SHELAIH et alii (101), em

ensaios com culturas Prt”.

Os altos valores de tempo de geracdo apresentados pe
las linhagens de Leuconostoc cremoris sao essencialmente devidos
ao método de analise empregado neste experimento, visto que esses
microrganismos ndo s3o bons produtores de acido quando se desen-
volvem em leite. Se se empregasse a quantidade de c&lulas produ-
zidas como indice da medida de geragao, provavelmente os resulta-

dos teriam sido melhores que os apresentados por acidificacgdo.

Atividade proteolitica

Segundo alguns autores (24,78), o desenvolvimento mi-
crobiano, em leite, & fungdo da sua atividade proteolitica em ge-

rar compostos nitrogenados a partir de caseina como Unica fonte



de aminoacidos. Assim, como foi constatado que as culturas se com-
portam diferentemente quando crescidas em diferentes:temperaturas, mon-
trou-se um experimento visando a caracterizar a atividade proteo-
litica dos isolados nessas diferentes temperaturas de crescimento.
Dessa forma, determinou-se a atividade proteolitica de todos os

isolados, naquelas temperaturas em que mostravam crescimento.

O Quadro 13 expressa os resultados da atividade pro
teolitica, nas temperaturas de 21°C, 329C e 42°C, de um grupo de
microrganismos, mostrando o comportamento de todos os isolados
frente a essas condigles. Assim, uma andlise do Quadro 13 permi
te observar que a atividade proteolitica teve resultados muito di
ferentes nas 3 temperaturas utilizadas para o crescimento micro-
biano, deixando claro, novamente, avocorréncia de um comportamen-
to heterogéneo da microflora isolada. Dentro desses dados chama
a atengdo o fato das culturas de S. factis, que conseguiram se de
senvolver em todas as temperaturas, excegdo feita a cultura de ni
mero 10, mostrarem uma maior atividade proteolitica a 219C que a
32°C ou a 42°C. Isso permite que tais culturas possam ser testa-
das para a utilizagdo como fermentos laticos mesofilos, uma vez
que essa caracteristica pode ser importante, por exemplo, na fa-
bricagao de queijos. Os valores numéricos da atividade proteoli-
tica para essas culturas (n®s 13 e 121) s3o semelhantes aos de
BEAUQUESNE § CANTERI (7), e superiores aos de CITTI et alij (23)
e GARCIA (43). Ja os valores apresentados pela cultura nimero 10

sdo identicos a valores encontrados por GARCIA (43).

Outro dado interessante observado no Quadro 13 & que
as culturas que ndo cresceram a 42°C tiveram resultados mais homo
géneos, ndo ocorrendo as variagdes que podem ser observadas nas
Culturas com crescimento nas trés temperaturas. Essa heterogenei

dade também foi observada entre as culturas que ndo cresceram a
21¢C.



QUADRO 13. Atividades proteoliticas, em ug de tirosina/mL, de al-
gumas culturas .representativasude isolados laticos, segundo a
temperatura de crescimento.

ug Tyr/mL
Cultura Identificacao
21°C 31°C 42°C

7 -* 3 2 S. Lactis
10 5 5 5 S. Lactis
13 96 64 65 S. Lactis
15 - 34 29 S. Lactis
19 - 23 25 S. Lactdis
29 - 248 253 S. diacetylactis
32 - 81 92 S. Lactis
53 - 254 289 L. cases

54 45 50 - S. Lactis
90 - 18 0 S. cremondis
111 - 99 117 L. cased
118 - 350 396 L. Zactis
119 - 372 402 L. Lactis
121 119 92 90 S. Lactis
145 46 45 - S. Lactis
147 - 179 115 L. cases
148 - 241 260 L. cased
149 3 3 - S. cremonds
150 202 486 481 L. cased
152 293 202 253 L. cased
174 - 41 0 S. cremondis
186 24 27 - S. Lactis

*

nao houve

ocorrencia de crescimento microbiano



A analise do Quadro 13, permite, observar ainda, que algu
mas 'culturasde S. Laciis apresentaram a mesma atividade em ambas as
temperaturas, enquanto que outras tiveram atividade maior em sua
faixa o0tima de desenvolvimento (329C), enquanto outras, ainda, pa
rece que foram influenciadas positivamente pela temperatura de
42°C, onde apresentaram atividade mais elevadas. Por outro lado,
as linhagens de S. factis tiveram, especialmente para a temperafg
ra de 32°C, dados parecidos com os de CITTI et alijiji (23), GARCIA
(43) e WULF § SANDINE (114). |

Os resultados da atividade proteolitica das linhagens
de S. diacetylactis confirmam as afirmacdes de CASTBERG § MORRIS
(18) de que, entre os mesofilos, esses organismos sdo os que apre

sentam atividade proteolitica mais similar a dos lactobacilos.

Entre os lactobacilos, repetiram-se os dados encontra
dos por Rapp (Apud 18) de que os lactobacilos termdfilos apresen-
tam maior atividade proteolitica que os lactobacilos mes6filos, e
isto porque as linhagens de L. factis tiveram resultados bem supe
riores as de L. casei, de modo especial, na temperatura de 42°C,

que & a faixa Otima de temperatura para os L. Lactis.

Os dados das atividades proteoliticas das linhagens
de L. factis, de uma forma geral, concordam com alguns ja descri-
tos pela literatura para organismos do grupo L. fLactis-bulgaricus
(8,102,103), sendo, inclusive superiores aos obtidos por CARINI

et alii (17) para bactérias laticas termofilas.

Potencialidade de utilizagdo como fermento latico

Como a maior utilizagdo das bactérias laticas esta
concentrada na area industrial, especialmente na indistria de pro

dutos fermentados, objetivou-se caracterizar a potencialidade de
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integrantes da microflora isolada serem empregados, como fermentos
laticos. Assim, com base nas afirmagdes de SELLARS § BABEL (99),
de que a capacidade desses organismos em gerarem acido latico de-
ve ser o primeiro passo num processo de caracterizagdo e selegao
de bactérias laticas, nas de STAHOUDERS (108) que considera impor
tante também o conhecimento de outras propriedades como protedli-
se, lipolise, etc, e nas de GARCIA (43) que indica a realizagdo de
provas organolépticas da coalhada produzida pelas culturas, sele
cionaram-se quatro culturas mesofilas de S. Lactis (n®s 13,54,121
e 282) e uma termofila de L. Lactis (n® 149) para serem submetidas
a provas visando a caracterizar a curva de acidificagdo e a resis
tencia ao cloreto de sodio, exemplificando aquelas com melhores

resultados na prova organoléptica.

A produgdo de acido latico observada durante o desen-
volvimento das culturas selecionadas € apresentada através das
curvas de acidificacao na figura 3. Verifica-se que as culturas
mesofilos mostraram curvas com caracteristicas parecidas. Esse
fato indica que os microrganismos possuem comportamento acidifican
te semelhante. No entanto, pequenas variagdes na fase logaritmi-
ca de produgdo de acido entre as culturas pode ser notado, como
por exemplo entre as culturas de n® 13 e 54,. Porém, de uma for-
ma geral, o comportamento acidificante das culturas testadas foi
em muito semelhante aquele obtido por BEAUQUESNE & CANTERI (7)com
fermentos laticos industriais,e por GARCIA (43) com isolados lati
cos destinados a fabricacdo de queijos nacionais. Também pode
ser observado que os niveis de acidificagdo obtidos até o inicio
da fase estacionaria de produgdo de acido latico variaram entre
74°D e 92°D. KOSIKOWSKI (67) e REBELLO (90) preconizam uma acidi
ficagdo para fermentos mes6filos industriais da ordem de 70°D e

80°D (0,70 a 0,80% de acido latico). Isto indica que as culturas
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FIGURA 3. Curvas de acidificagdo de algumas culturas com potencia

lidade de uso como fermento latico, 2% de inoculo.
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testadas, por apresentarem uma acidificagdo mais alta que aqueles
niveis preconizados, poderiam ser empregadas em proporgdes infe-
riores aquelas comumente'utilizadas na indistria queijeira nacio

nal (1,0%), o que levaria a uma economia para a inddstria.

A curva de acidificagao apresentada pela cultura de
L. Lactis n® 149, no curso do seu desenvolvimento, também encon-
tra semelhanga com as da literatura, especialmente as de BEAU -
QUESNE § CANTERI (7). Seu nivel de acidificagdo também correspon
de aos indicados por KOSIKOWSKI (67) para fermentos empregédos na
indGstria de queijos de massa cozida, que & da ordem de 90° e

120°D.

No Quadro 14 sdo expressos os resultados dos ensaios
da agao do cloreto de sddio, a niveis indistriais, sobre as 5 cul
turas de bactérias laticas selecionadas. Através dos dados apre-
sentados nesse quadro, percebe-se que praticamente nao houve ini-
bigcao da atividade acidificante dos isolados, por parte do NaCl,
tanto com 5 quanto 24 horas de incubagao, em nenhum dos niveis,

testados.

A tendéncia dos estreptococos, especialmente S.Zactds,
em se mostrarem resistentes ao cloreto de sodio, também foi obser
vado por RXSIC (88) e GARCIA (43), que obtiveram resultados seme-

lhantes aos do Quadro 14.

O comportamento da linhagem 149 de Lactobaciflus Lac-
tis, frente ao cloreto de s6dio, possibilita observar que os da-
dos para esse organismo estdo bem de acordo com aqueles de RASIC
(88), de que algumas linhagéns de lactobacilos apresentam resis-
téncia ao cloreto de sodio semelhante aquela mostrada por S. fac-

48,
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CONCLUSOES

Em vista dos resultados obtidos pode-se concluir que:

1 - 0 leite cru, que serviu de amostra neste trabalho, mostrou ele
vadas contagens microbianas, as quais foram semelhantes as ja
descritas na literatura. Das amostras de leite tipo B, 40%
estiveram fora dos padroes estabelecidos pela legislagdo brasi

leira, para o recebimento de leite cru.

2 - O agar APT-S, desenvolvido neste trabalho através da modifica-
gao do meio APT pela adigdo de 0,1% de sorbato de potassio,
0,5% de agar e abaixamento do pH para 6,0, apresentou bom com-
portamento para contagem e isolamento de bactérias laticas, pos
sibilitando sua utilizacdo como meio seletivo para o grupo la-

tico.

3 - Dentre as culturas isoladas, 79,20% corresponderam a linhagens
de Streptococcus Lactis, 6,55% a Streptococcus Lactis subsp
diacetylactis, 6,55% a Streptococcus cremoris, 4,40% a Lactoba
cillus cased, 2,20% a Lactobacillus Lactis e 1,10% a Leuconostoc
crnemonis, Das espécies identificadas, Streptococcus Lactis
ocorreu em todas as amostras, enquanto que as demais tiveram

indices de ocorréencia inferiores a 15%.

4 - Além do fato de algumas culturas apresentarem atividade acidi-
ficante bem superior ao normal para microrganismos laticos mesofi
los, varias delas mostraram capacidade de se desenvolver nor-
malmente nas temperaturas de 21°, 32° e 42°C,

3
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5 - As culturas laticas isoladas através da metodologia utilizada
apresentaram caracteristicas satisfatorias como fermento lati

co para uso industrial.
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QUADRO 16. Resultados da atividade acidificante e tempo de geracgao

das 182 culturas laticas isoladas.

cultura Identificacgao Atividade
n® Shs 24hs G(h)

B D g %D

01 Streptococcus lactis 6,00 17,0 4,95 61,5 3,77
02 S.lactis 5,95 18,0 4,95 62,0 7,53
05 S.lactis 5,95 19,0 4,80 68,0 3,01
06 S.lactis 5,95 19,0 4,80 62,0 5,02
07 S.lactis 5,90 18,0 4,95 70,0 3,77
08 S.lactis 6,00 19,0 4,85 61,5 3,77
09 S.lactis 5,90 21,0 4,80 61,0 | 3,01
10 S.lactis 5,90 19,5 4,60 78,0 1,67
11 S.diacetylactis 5,90 20,0 4,80 63,0 3,77
12 S.diacetylactis 5,85 17,0 4,70 51,5 7,53
13 S.lactis 5,70 22,0 4,35 87,0 1,50
15 S.lactis 5,85 18,5 4,95 66,0 3,01
16 S.diacetylactis 5,75 21,0 4,55 65,0 5,02
17 S.lactis 5,0 19,5 5,10 53,5 5,02
18 S.lactis 6,00 20,0 4,90 60,0 3,77
19 S.lactis 6,10 17,0 5,00 55,0 7,53
20 S.lactis 5,95 19,0 4,80 61,5 3,01
22 S.lactis 5,90 18,5 4,35 70,0 7,53
24 S.lactis 6,00 18,5 4,50 70,0 2,51
25 S.lactis 5,90 19,0 4,00 83,0 5,02
26 S.lactis 6,05 18,5 4,90 58,0 5,02
27 S.lactis 6,00 18,0 5,00 56,0 7,53
29 S.diacetylactis 5,90 19,0 4,10 82,5 3,01
32 S.lactis 6,00 21,0 3,90 95,0 1,25
continua
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Continuagao quadro 16

cultura Identificagao Atividade
ne® Shs = 24hs G(h)
pi D pi 9D
33 S.lactis 6,05 20,0 5,00 58,0 7,53
52 S.diacetylactis 6,00 19,0 4,55 64,5 3,77
53 S.lactis 5,80 20,5 4,00 92,0 1,88
54 S.lactis 6,00 19,0 4,30 75,0 1,50
57 S.lactis 6,00 18,0 4,75 61,0 3,01
60 S.lactis 5,95 18,5 4,40 61,0 7,53
61 S.diacetylactis 6,00 18,0 4,60 59,5 5,02
63 S.lactis 6,10 17,0 4,60 59,0 15,06
64 S.lactis 6,20 17,0 5,00 48,0 7,53
79 S.lactis 5,90 19,5 4,60 71,5 3,77
81 S.lactis 6,10 17,0 5,25 49,0 5,02
85 S.lactis 6,20 17,0 5,95 52,0 4,30
86 S.lactis 6,30 17,0 5,30 52,0 7,53
87 S.lactis 6,05 17,0 4,70 60,5 3,01
88 S.lactis 6,30 17,0 6,20 48,0 15,06
90 S.cremoris 5,90 18,5 4,80 68,0 5,02
93 S.lactis 5,90 19,0 4,50 71,0 1,67
95 S.lactis 6,10 17,0 4,70 75,0 5,02
96 S.lactis 6,00 17,0 4,50 67,0 4,88
111 Lactobacillus casei 5,90 20,0 4,30 83,0 5,02
112 S.lactis 6,10 17,0 5,00 56,5 3,85
113 S.lactis 6,05 18,0 4,60 67,0 6,03
114 S.lactis 6,10 17,5 4,82 62,0 3,35
115 S.lactis 6,10 17,5 4,50 70,0 15,06

continua
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Continuagao quadro 16

cultura Identificacao Atividade

n? Shs 24hs G(h)

H °D pH °D
118 L.lactis * 5,20 34,0 3,60 101,0 5,02
119 L.lactis * 5,52 31,0 3,65 107,0 3,85
120 S.lactis 6,0 17,0 4,20 68,0 3,85
121 S.lactis 5,05 19,0 4,20 76,0 5,02
122 S.lactis 6,00 17,0 4,15 79,0 3,85
123 S.lactis 6,10 17,0 3,60 133,0 5,02
124 S.lactis 5,90 19,0 4,25 83,0 6,03
125 S.lactis 5,90 20,0 4,20 86,0 3,30
126 S.lactis 5,90 17,0 6,10 47,0 7,53
127 S.lactis 5,90 20,0 4,20 8,70 5,02
128 S.lactis 6,10 17,0 5,10 6,70 3,85
130 S.lactis 6,05 19,0 4,30 82,0 10,04
121 S.lactis 6,00 17,0 4,85 57,0 10,05
133 S.lactis 6,05 17,0 4,90 65,0 10,06
134 S.lactis 6,00 18,0 4,85 55,0 15,06
136 S.lactis 6,10 17,0 4,85 62,0 4,30
137 S.lactis 6,10 17,0 4,95 55,0 3,77
138 S.lactis 5,80 21,0 4,60 72,0 3,01
139 S.cremoris 6,15 17,5 5,00 60,0 7,03
140 S.lactis 6,10 19,5 5,15 51,0 4,35
142 S.cremoris 6,00 18,0 4,20 70,0 6,03
143 S.lactis 6,00 17,0 4,60 63,5 6,03
144 S.lactis 5,90 19,0 4,30 78,5 4,88
145 S.cremoris 5,95 19,0 4,55 65,0 10,04
continua
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Continuagdo quadro 16

cultura JIdentificagao Atividade

n® Shs 24hs G(h)

pi D pi  °D
146 S.cremoris 6,00 18,0 5,00 57,0 6,03
147 L.casei 6,20 17,0 4,20 80,0 3,20
148 L.casei 6,20 17,0 4,70 65,0 3,30
149 L.lactis * 5,20 21,0 3,70 75,0 1,04
150 L.casei 6,00 18,0 4,00 88,0 2,48
151 S.lactis 5,90 19,0 4,10 90,0 4,30
152 §Q_&s_ 5,90 19,0 4,10 90,0 3,30
153 L.lactis* 4,95 39,0 3,00 103,0 3,85
154 _S_.lactis 5,90 20,0 4,60 70,0 4,30
155 LeuconostoCc cremoris 5,90 19,0 5,80 20,0 30,15
156 S.lactis 6,00 17,0 4,95 61,5 3,77
157 S.lactis 5,95 18,0 4,95 62,0 7,53
158 _S_.lactis 5,95 19,0 4,80 68,0 3,01
160 S.lactis 5,95 19,0 4,80 62,0 5,02
161 S.lactis 5,90 18,0 4,95 70,0 3,77
163 S.lactis 6,00 19,0 4,85 61,5 3,77
164 S.lactis 5,90 21,0 4,80 61,0 3,01
167 S.lactis 5,90 19,0 4,60 78,0 1,67
168 S.diacetylactis 5,90 19,0 4,80 63,0 3,77
169 S.lactis 5,70 22,0 4,35 87,0 1,50
170 S.lactis 5,85 19,0 4,95 66,0 3,01
171 §_.cremoris 6,00 18,0 4,8 60,0 7,24
172 Leuconostoc cremoris 6,10 17,0 5,80 20,0 28,39
173 S.lactis 6,10 17,0 4,70 75,0 - 5,02
continua
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continuagdo quadro 16

cultura Identificacao Atividade

n? Shs 24hs G(h)

pl___ D pi D
174 S.lactis 6,00 17,0 4,50 67,0 4,88
175 S.lactis 6,10 17,0 5,00 56,0 3,85
176 S.lactis 6,05 18,0 4,60 67,0 6;03
177 S.lactis 6,10 17,0 4,85 62,0 3,35
178 S.lactis 6,10 17,0 4,50 15,06
179 S.diacetylactis 5,85 17,0 4,70 51,5 7,53
180 S.lactis 6,00 18,0 4,20 68,0 3,85
181 _S. lactis 5,05 19,0 4,20 76,0 5,02
182 _S_.cremoris 5,90 18,0 4,80 68,0 5,02
183 _S_.lactls 6,00 17,0 4,15 79,0 3,85
184 S.lactis 6,10 17,0 3,60 131,0 5,02
185 E.Casel 5,90 20,0 4,30 83,0 5,02
186 i.laCtis 6,00 20,0 4,90 60,0 3,77
187 S.lactis 6,10 17,0 5,00 55,0 7,53
188 S.lactis 5,95 19,0 4,80 61,5 3,01
189 E.lactls 5,90 18,0 4,35 70,0 7,53
190 S.lactis 6,00 19,0 4,50 70,0 2,51
191 E.diacetylactis 5,75 21,0 4,55 65,0 5,02
192 E.lactls 6,05 19,0 4,90 58,0 5,02
193 i.lactls 6,00 18,0 5,00 56,0 7,53
194 E.diacetylactis 5,90 20,0 5,10 53,5 5,02
195 E.lactis 6,00 21,0 3,90 95,0 1,25
196 S.lactis 6,05 20,0 5,00 58,0 7,53
197 §_.1actls 5,80 20,0 4,00 92,0 1,88
continua
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Continuagao quadro 16

cultura Identificacgao Atividade

ne Shs 24hs G(h)

e °D pH °D
198 S.lactis 6,00 19,0 4,30 75,0 1,50
199 S.lactis 6,00 18,0 4,75 61,0 3,01
200 S.lactis 5,95 19,0 4,40 61,0 7,53
208 _§.cremoris 6,20 17,0 5,70 35,0 10,04
209 S.diacetylactis 5,90 19,0 4,10 82,0 3,01
211 S.lactis 6,10 17,0 4,60 59,0 15,06
212 S.lactis 6,20 17,0 5,00 48,0 7,53
213 S.lactis 5,90 19,0 4,60 71,0 3,77
214 _S_.lactls 6,10 17,0 5,25 49,0 5,02
215 _S_.lactls 6,20 17,0 5,95 52,0 4,30
216 S.lactis 6,30 17,0 5,30 42,0 7,53
217 S.lactis 6,05 17,0 4,70 60,0 3,01
218 S.lactis 6,30 17,0 6,20 48,0 15,06
219 S.lactis 5,90 19,0 4,50 71,0 1,67
220 S.lactis 5,90 19,0 4,25 83,0 6,03
222 _§.cremoris 6,00 18,0 5,00 57,0 6,03
223 S.lactis 5,90 20,0 4,20 86,0 3,30
224 S.lactis 6,00 17,0 6,10 47,0 7,52
226 S.lactis 5,90 20,0 4,20 87,0 5,02
228 _S_.lactis 6,10 17,0 5,10 67,0 3.85
229 S.lactis 6,05 19,0 4,30 82,0 2,77
230 S.lactis 6,00 17,0 4,85 57,0 10,04
231 §_.1actis 6,05 17,0 4,90 65,0 8,02
233 S.lactis 6,00 18,0 4,85 55,0 15,06
continua
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Continuagao quadro 16

cultura Identificagao Atividade

n° Shs 24hs -G(h)

p D __pH D
234 S.diacetylactis 6,00 19,0 4,50 64,5 3,77
235 S.cremoris 6,00 18,0 4,20 70,0 6,03
236 S.lactis 6,10 17,0 4,85 62,0 3,30‘,
237 S.lactis 6,10 17,0 4,95 55,0 10,04
238 S.lactis 5,80 21,0 4,60 72,0 3,01
239 S.lactis 6,10 20,0 5,15 51,0 3,35
240 S.lactis 6,00 17,0 4,60 63,0 6,03
241 E.lactis 5,90 19,0 4,30 79,0 4,88
242 L.casei 5,90 20,0 4,30 83,0 5,02
243 E.lactis 5,90 19,0 4,10 90,0 3,30
250 S.lactis 5,90 19,0 4,10 90,0 3,30
252 S .diacetylactis 6,00 18,0 4,60 59,0 5,02
253 S.lactis 5,90 20,0 4,60 70,0 3,30
254 S.lactis 5,90 19,0 4,80 60,0 3,77
255 S.lactis 5,80 20,5 4,00 92,0 1,86
256 _S_.cremorls 6,15 17,0 5,00 60,0 6,03
257 S.lactis 5,75 21,0 4,55 65,0 5,02
258 S.lactis 5,95 19,0 4,80 61,5 3,01
261 §_.1actls 6,00 21,0 3,90 95,0 1,25
268 L.casei 6,20 17,0 4,70 65,0 3,30
269 S.lactis 6,00 18,0 4,60 59,5 5,02
270 S.lactis 6,05 20,0 4,20 87,0 5,02
271 S.lactis 6,00 17,0 5,10 67,0 10,05
273 S.lactis 6,05 19,0 4,30 82,0 3,84
276 S.lactis 6,10 17,0 4,8 57,0 10,04
continua
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Continuagdo quadro 16

cultura Identificacao Atividade
n® Shs 24hs G(h)
pl_ D gl D

279 'S.lactis 5,90 17,0 4,90 65,0 3,30
282 S.lactis 5,90 19,0 4,00 83,0 5,02
283 S.lactis 6,10 17,0 5,00 56,5 3,85
284 S.lactis 6,05 18,0 4,60 67,0 6,03
285 S.lactis 6,10 17,0 4,80 62,0 4,02
286 L.casei 6,00 18,0 4,00 88,0 2,48
287 S.lactis 6,10 17,5 4,5 70,0 1,50
288 S.lactis 6,10 17,0 4,6 62,0 3,77
290 S.lactis 6,00 17,0 4,8 60,0 5,02
295 f&lactis 6,05 18,0 4,3 72,0 3,77
296 S.lactis 6,10 17,5 5,25 58,0 7,33
297 S.lactis 6,00 17,0 4,8 71,0 3,20
298 Eicremorls 5,95 19 4,55 65,0 10,04
300 L.casei 6,20 17 4,20 80,0 3,20

* culturas incubadas a 42°C.
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