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Resumo

O objetivo deste trabalho foi identificar por PCR espécie-especifica
bactérias acido-laticas (BAL) isoladas de leite, coalhada e queijos coalho
artesanais produzidos no Estado do Ceara. Quarenta e quatro cepas

de BAL foram utilizadas neste estudo. Elas tinham sido previamente
identificadas bioquimicamente como Lactococcus lactis subsp. lactis

(19), Lactobacillus paracasei (20) e Lactobacillus plantarum (5), e foram
selecionadas com base nas suas propriedades tecnolégicas. Apds a PCR,
nove bactérias foram confirmadas como Lactococcus lactis subsp. lactis

e 12 como Lactobacillus paracasei. Nenhum microrganismo inicialmente
identificado como Lactobacillus plantarum teve sua identificagao
confirmada pela técnica molecular empregada. Como as espécies
identificadas estdo entre as mais importantes BAL alimentares da categoria
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GRAS (geralmente reconhecidas como seguras), os resultados sugerem
que elas podem ser utilizadas em uma cultura latica para elaboracéo de
queijo coalho. Além disso, os resultados também contribuem para melhorar
o conhecimento sobre BAL naturalmente presentes em queijo coalho.

Termos para indexacao: bactérias acido-laticas, Lactobacillus paracasei,
Lactococcus lactis, produtos lacteos.



Identification of Indigenous
Lactic Acid Bacteria from
Coalho Cheese

Abstract

The aim of this work was to identify, by species-specific PCR, lactic acid
bacteria (LAB) isolated from milk, curd and handcrafted coalho cheeses
produced in Ceara state. Forty four LAB strains were used in this study.
They had been previously identified biochemically as Lactococcus lactis
subsp. lactis (19), Lactobacillus paracasei (20) and Lactobacillus plantarum
(5) and were selected based on their technological properties. After PCR,
nine bacteria were confirmed as Lactococcus lactis subsp. lactis and 12

as Lactobacillus paracasei. None of the microorganisms first identified as
Lactobacillus plantarum had their identification confirmed by the molecular
technique employed. As the species identified are among the most
important GRAS food LAB, the results suggest that they can be employed
in a lactic culture for coalho cheese manufacture. Moreover, the results also
contributed to improve the knowledge about the LAB naturally present in
coalho cheese.

Index terms: lactic acid bacteria, Lactobacillus paracasei, Lactococcus
lactis, dairy products.
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Introducao

O queijo coalho é um produto tipico e muito apreciado na regido Nordeste.
Sua produgéo é considerada tradicional no Ceara e esta concentrada

em pequenos municipios. As tecnologias de fabricagao do queijo

coalho provém de tradi¢des arraigadas, que persistem até hoje. Em
consequéncia, os produtos nao possuem qualquer padrdo em relacao as
técnicas de produgao e qualidade, representando um perigo a saude do
consumidor.

A legislagao brasileira estabelece que o leite utilizado na fabricacdo de
queijos deve ser submetido a pasteurizacao ou a tratamento térmico
equivalente (BRASIL, 1996). Em relacao ao queijo coalho, Nassu et al.
(2001) realizaram um diagnostico sobre as condi¢gdes de processamento
no Ceara e verificaram que cerca de 85% da produgéo do queijo era com
leite cru.

A pasteurizagéo, além da eliminacdo de microrganismos patogénicos,
também promove uma reducao na microbiota natural do leite, a qual é
responsavel pelo desenvolvimento das caracteristicas sensoriais dos
queijos (GRAPPIN; BEUVIER, 1997). Além disso, o uso de fermento latico
comercial em queijos fabricados a partir de leite pasteurizado resulta na
perda das caracteristicas tipicas dos diversos tipos de queijos, quando
comparados aos produtos fabricados a partir de leite cru (MACEDO et al.,
2004). Para minimizar o problema, tem-se buscado selecionar cepas que
sejam parte da microbiota presente no leite cru e nos queijos artesanais,
de modo a obter fermentos laticos especificamente preparados para
adigdo ao leite tratado termicamente e destinado a produgéo de queijo
(MARINO et al., 2003; MACEDO et al., 2004).

Nesse contexto, bactérias acido-laticas (BAL) foram isoladas de leite,
coalhada e queijos coalho artesanais fabricados no Ceara (CARVALHO,
2007). Carvalho (2007) também detectou bactérias com potencial
tecnoldgico para serem empregadas no desenvolvimento de uma
cultura latica adequada para a produgéo de queijo coalho utilizando
leite pasteurizado. Contudo, esses microrganismos tiveram sua
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identificacao baseada apenas em testes bioquimicos e fisiolégicos, os
quais frequentemente nao sao suficientes para determinar a classificagao
taxondmica exata das espécies de BAL.

O objetivo deste trabalho foi utilizar a ferramenta de PCR espécie-especifica
para identificar molecularmente BAL enddgenas de queijo coalho, visando a
uma identificagdo mais acurada dessas culturas, para que elas possam ser
empregadas na fabrica¢do de alimentos.

Material e Métodos

Os micro-organismos usados neste trabalho foram isolados de leite cru,
coalhada e queijo coalho artesanal fabricados no Ceara (Tabela 1). Eles
foram previamente identificados pelo sistema API 50-CHL, bioMérieux
(CARVALHO, 2007). Lactococcus lactis subsp. lactis, ATCC 14579,
Lactobacillus plantarum ATCC 8914 e Lactobacillus paracasei ATCC
BAA-52 foram usados como cepas de referéncia. As bactérias mantidas
em leite desnatado a -18 °C foram ativadas em meio LDR — leite
desnatado reconstituido a 10%, a 35 °C por 24 horas. Em seguida, foram
cultivadas em agar MRS — Man, Rogosa e Sharp (Difco) —, suplementado
com glicose 0,5% a 35 °C. Uma unica col6nia foi escolhida e diretamente
utilizada na PCR para a amplificagdo do DNA de Lactobacillus ou para
extragao de DNA, no caso de Lactococcus.
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Tabela 1. Bactérias acido-laticas (BAL) e origem.

N da Cadigo da

BAL BAL Identificagdo bioquimica

01 134 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo coalho
02 378 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo coalho
03 414 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo coalho
04 453 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo coalho
05 456 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo coalho
06 457 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo coalho
07 466 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo coalho
08 613 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite cru
09 626 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite cru
10 639 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite cru
1" 688 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite cru
12 698 Lactococcus lactis subsp. lactis Coalhada
13 718 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite cru
14 960 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite cru
15 963 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite cru
16 969 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite cru
17 1033 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite cru
18 1083 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite cru
19 1113 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite cru
20 275 Lactobacillus plantarum Queijo coalho
21 682 Lactobacillus plantarum Leite cru
22 700 Lactobacillus plantarum Leite cru
23 787 Lactobacillus plantarum Leite cru
24 1119 Lactobacillus plantarum Queijo coalho
25 270 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
26 373 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
27 455 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
28 460 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
29 483 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
30 485 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
31 1018 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
32 1020 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
33 1024 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
34 1042 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
35 1120 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
36 1122 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
37 1123 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
38 1126 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
39 1131 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
40 1133 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
41 1134 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
42 1135 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
43 1179 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho
44 1191 Lactobacillus paracasei spp. paracasei Queijo coalho

Fonte: Dados das autoras.
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O DNA total de Lactococcus lactis subsp. lactis foi extraido como descrito
por Pospiech e Neumann (1995), com modificagdes. Células de uma Unica
coldnia foram ativadas em caldo MRS (Difco), suplementado com glicose
0,5% a 35 °C por 24 horas. Entdo, uma aliquota (1,7 mL) foi centrifugada
(10.800 x g, 4 °C, 10 minutos) (Microcentrifuga refrigerada VS-15000 CFN II,
Vision), as células foram colhidas, lavadas duas vezes e ressuspendidas
em tampao TES (NaCl 75 m, EDTA 25 mM, Tris 20 mM, pH 7,5). Foi
adicionada lisozima (Amresco), 2 mg/mL, e a suspenséo resultante foi
incubada a 37 °C por 90 minutos. Apds esse periodo, foi adicionado SDS
(Promega) a 10% na proporgao de 1:10 (v/v) e proteinase K (Promega),
5 mg/mL, com incubagédo a 55 °C por 2 horas. A essa preparagao foi
acrescentado NaCl 5M na proporgéo de 1:3 (v/v), seguido de cloroférmio
na propor¢ao de 1:1 (v/v), com incubagéo a temperatura ambiente por

30 minutos. Apds centrifugagéo (11.700 x g, 4 °C, 10 minutos), a fase
aquosa foi recolhida e o DNA foi precipitado pela adigdo de isopropanol
1:1 (v/v) seguido de nova centrifugagao (11.700 x g, 4 °C, 30 minutos). O
sobrenadante foi descartado, ressuspendido em etanol 70% e centrifugado
(10800 x g, 4 °C, 5 minutos). O DNA foi seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em tampéao TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH8,0). Apos
tratamento com RNAse 1uL/mL a 37 °C por 15 minutos, a suspenséao de
DNA foi estocada a -20 °C até o momento do uso.

A sequéncia dos primers utilizados para a confirmagéo da identificagéo dos

provaveis Lactococcus lactis subsp. lactis, Lb. paracasei e Lb. plantarum e
suas respectivas referéncias encontram-se listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Protocolos e primers usados na amplificacdo do DNA de bactérias laticas.

Microrganismo Primers Sequéncia Referéncia
L i b i ' !
acfococcus lactis subsp LIhI|s3F 5 ,AAAGAATTTTCAGAGAAASI BEIMFOHR et l,, 1997
lactis LIhis4R 5 ATTTAGAATTGGTTCAAC3

LU-5 5'CTAGCGGGTGCGACTTTGTT3"
Lactobacill i SONG et al., 2000
Aclonacils paracasel | a4 5'GGCCAGCTATGTATTCACTGAS' ¢
Lactobacillus plantarum Lpla2 5 CCTGAACTGAGAGAATTTCAS SONG et al., 2000
p Lpla3 5 ATTCATAGTCTAGTTGGAGGT3’ v

Fonte: Dados das autoras.
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As reacgbes de amplificacéo para Lactococcus lactis subsp. lactis foram
conduzidas, como descrito por Beimfohr et al. (1997), num volume

total de 30 pL contendo 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen), 1,0 mM de
MgCl, (Invitrogen), 0,5 uM de cada primer (Alpha DNA), 1,5 U de Taq
DNA Polimerase Platinum (Invitrogen), 1X Tampao PCR (Invitrogen) e

4 uL do DNA (0,35 pg/uL). As amplificagbes da PCR foram realizadas

em termociclador (TC-512 — Techne) e consistiram de uma etapa de
desnaturacgao inicial a 94 °C por 120 segundos e 30 ciclos de 94 °C por 30
segundos; 44 °C por 90 segundos e 72 °C por 120 segundos.

As reagdes de PCR para Lactobacillus foram realizadas de acordo com
Song et al. (2000): em um volume total de 30 pL contendo 0,2 mM de cada
dNTP (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen), 0,4 uM de cada primer
(Alpha DNA), 1,0 U de Tag DNA Polimerase Platinum (Invitrogen), 1X
Tampao PCR (Invitrogen) e uma colénia da bactéria cultivada em agar. As
amplificacdes da PCR foram realizadas em termociclador (TC-512 — Techne)
de acordo com a seguinte programacao: uma etapa de desnaturagao inicial
a 94 °C por 120 segundos e 35 ciclos de 95 °C por 20 segundos e 55 °C por
120 segundos. Um ciclo de 74 °C por 2 minutos foi adicionado ao final da
amplificacédo de Lb. plantarum, enquanto um ciclo de 74 °C por 5 minutos foi
realizado no caso de Lb. paracasei.

Os produtos das PCR foram analisados em gel de agarose 1% (Bioagency)
a 90 V por 40 minutos em 1X tamp&o TBE (90 mM Tris, 89 mM acido bérico,
2 mM EDTA, pH 8,0) corado com brometo de etidio. Um marcador de 100 pb
(Promega) foi usado como marcador de peso molecular.

Resultados e Discussao

A amplificacdo do DNA de Lactococcus lactis subsp. lactis com os primers
LIhis4R e LIhis3F gera um produto de 343 pb (BEIMFORH et al., 1997).
Apds a PCR com os 19 provaveis Lactococcus lactis subsp. lactis, 0
amplicom de 343 pb foi obtido apenas para nove das cepas avaliadas,
bem como para a cepa de referéncia Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC
14579 (Figuras 1 e 2).

13
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MC ¢G+1 2 3 4 5 6 7 8 9 10M

400pb
243
200pb

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers LIhis4R e LIhis3F especificos para Lc. lactis subsp. lactis. (M: marcador
de peso molecular 100 pb; C-: controle negativo da reagao; C+: Lactococcus lactis
subsp. lactis ATCC 14579 — controle positivo; 1-10: isolados testados).

M C- C+ 1112 13 14 15 16 17 18 19 M

500pb

200pb

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers Llhis4R e LIhis3F especificos para Lc. lactis subsp. lactis. M: marcador de
peso molecular 100 pb; C-: controle negativo; C+: Lactococcus lactis subsp. lactis
ATCC 14579 — controle positivo; 11-19: isolados testados.
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As 19 bactérias utilizadas neste estudo haviam sido previamente
identificadas como Lc. lactis subsp. lactis com base em suas
caracteristicas fenotipicas e bioquimicas usando o sistema API 50 CHL
(CARVALHO, 2007). No entanto, a PCR espécie-especifica mostrou

que somente 47,3% desses Lactococcus pertencem a espécie Lc. lactis
subsp. lactis. Muitos outros pesquisadores tém verificado discrepancias
entre as identificagdes fenotipicas e genotipicas. Delgado e Mayo

(2004) avaliaram com técnicas moleculares 39 Lactococcus previamente
classificados fenotipicamente e encontraram entre eles 10 estirpes de
Enterococcus. Diop et al. (2007) identificaram, com o sistema API 50
CHL, quatro isolados Gram positivos, catalase negativos, com forma

de cocos ou ovoide e produtores de bacteriocina como Lc. lactis subsp.
lactis, mas a confirmagéo genotipica mostrou que o isolado ovoide era
uma cepa de E. faecium. De acordo com Delgado e Mayo (2004), hd uma
grande variabilidade nos padrées de fermentagédo nos quais se baseiam
os procedimentos tradicionais de classificacao de espécies, o que dificulta
uma identificagéo acurada dessas bactérias apenas com esse tipo de
método.

Apods a amplificagdo do DNA de Lactobacillus com o par de primers
especificos para Lb. plantarum, apenas a cepa de referéncia Lb. plantarum
ATCC 8914 produziu o fragmento esperado de 248 pb, como descrito por
Song et al. (2000). As cinco bactérias previamente identificadas como Lb.
plantarum nao apresentaram nenhum produto de PCR apoés a amplificacao
com o par de primers Lpla2/Lpla3 (Figura 3).

Nigatu (2000) conduziu um estudo para determinar a concordancia entre
os resultados baseados no padrao de fermentagéo obtido com o sistema
API 50 CHL de 42 Lactobacillus oriundos de alimentos e os seus perfis de
RAPD, e verificaram que todos os isolados geneticamente determinados
como Lb. plantarum, com exceg¢ao de um, haviam sido identificados
fenotipicamente como Lb. fermentum. Vuyst e Vancanneyt (2007)
verificaram que isolados de Lb. rossie ndo puderam ser identificados
como uma espécie conhecida usando as galerias do sistema API 50

CH. Segundo Quere et al. (1997), uma clara identificacdo de espécies
usando apenas métodos fenotipicos, como os de padrao de fermentagao
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de agucares, sobretudo dentro do género Lactobacillus, pode, algumas
vezes, ser ambigua e complicada devido ao niumero crescente de espécies
de BAL nas quais essas caracteristicas de fermentacado de agucares
variam muito pouco. De acordo com Nigatu (2000), a discrepancia entre
dados fenotipicos e genotipicos sugerem que os perfis do APl CH devem
ser complementados com resultados de genética molecular para uma
identificacao efetiva de Lactobacillus.

M
“ o} <
r .
-~
Figura 3. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com
os primers Lpla2 e Lpla3 especificos para Lb. plantarum. M: marcador de peso

molecular 100 pb; C-: controle negativo; C+: Lactobacillus plantarum ATCC 8914 —
controle positivo; 20-24: isolados testados.

A amplificagdo do DNA com o par de primers especifico para Lactobacillus
paracasei gerou um produto de PCR de 312 pb para 12 (60%) dos 20
supostos Lb. paracasei, bem como para a cepa de referéncia Lactobacillus
paracasei ATCC BAA-52 (Figuras 4 e 5).
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M C-C+ 25 26 2728 29 30 31 32 33 34 35 C+ M

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers Lpar4 e LU5 especificos para Lb. paracasei. M: marcador de peso molecu-
lar 100 pb; coluna C-: controle negativo; C+: Lactobacillus paracasei ATCC BAA-52
— controle positivo; 25-35: isolados testados.

M C- C+ 36 37 38 39 40 41 42 43 4 M

500pb
312pb
200pb

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os
primers Lpar4d e LU5 especificos para Lb. paracasei. M: marcador de peso mole-
cular 100 pb; C-: controle negativo da reagéo; C+: Lactobacillus paracasei ATCC
BAA-52 — controle positivo; 36-44: isolados testados.

17
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Tanto os supostos Lb. plantarum como os Lb. paracasei (Tabela 1)
submetidos a identificagdo especifica para espécie neste estudo haviam
sido previamente analisados em relacdo as propriedades tecnologicas
para elaboragao de queijo coalho e haviam demonstrado potencial

para serem utilizados na composig¢éo de cultura latica para esse tipo de
queijo (CARVALHO, 2007). Lb. paracasei tem sido identificado como
bactéria acido-latica ndo iniciadora (do inglés: non starter lactic acid
bactéria — NSLAB), ou cultura adjunta, em diversos queijos. Crow et al.
(2001) relataram que a maior parte de isolados n&o iniciadores de queijos
cheddar da Nova Zelandia pertenciam a duas espécies: Lb. paracasei
subsp. paracasei e Lb. ramnhosus. A espécie Lb. paracasei spp. também
foi detectado em cinco variedades diferentes de queijos duros da Estbnia
(KASK et al., 2003). A identificacao de Lb. paracasei com caracteristicas
tecnoldgicas para elaboragéo de queijo coalho € um resultado interessante
principalmente porque esse microrganismo esta entre as mais importantes
bactérias acido-laticas de alimentos consideradas GRAS (do inglés:
generally recognize as safe — geralmente reconhecidas como seguras).
Além do mais, estirpes de Lb. paracasei ttm mostrado uma caracteristica
adicional positiva uma vez que algumas de suas espécies sdo também
probidticas.

Conclusao

A PCR especifica aplicada as 44 bactérias acido-laticas com potencial
tecnoldgico para serem empregadas na composi¢ao de cultura latica

para queijo coalho permitiu a confirmagéo da identificagéo de 12
microrganismos como Lactobacillus paracasei e 9 como Lactococcus lactis
subsp. lactis. No entanto, sugere-se que alguns estudos adicionais como,
por exemplo, os relacionados a diversidade desses microrganismos e sua
resisténcia a bacteriéfagos, sejam conduzidos para selecionar as cepas
mais adequadas para uma cultura para queijo coalho. Também se sugere
que outras analises moleculares como o sequenciamento do DNA de
isolados promissores nao identificados neste trabalho sejam realizadas,
uma vez que uma cultura latica normalmente é composta por mais de uma
espécie bacteriana.
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