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Apresentacao

O leite e seus derivados sao produtos de grande relevancia tanto por
representarem importante fonte de renda, impulsionando a economia de
diversas regioes, como é o caso do queijo Coalho na regido Nordeste,
como na alimentacdao humana, pela riqueza de nutrientes que fornecem.

Os produtos lacteos carreiam consigo uma microbiota nativa que
desempenha funcdoes importantes no desenvolvimento de suas
caracteristicas sensoriais e na manutencao da saide do homem. Essa
microbiota, representada principalmente pelo grupo das bactérias
acido-laticas, tem sido amplamente estudada, quer seja pela busca
por culturas laticas adequadas para a fabricacdo de determinado
produto, quer seja por propriedades especificas como a producao de
bacteriocinas ou a atividade probidtica.

A Embrapa Agroindustria Tropical, ciente da relevancia do estudo

de organismos associados a producao de alimentos e, em particular,
da participacao e contribuicdo da microbiota latica na producao de
derivados de leite, pretende com esta publicacdo oferecer a estudantes
e profissionais uma revisado atualizada sobre o isolamento e a
caracterizacao dessa microbiota em queijos artesanais.

Vitor Hugo de Oliveira
Chefe-Geral da Embrapa Agroindustria Tropical
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Microbiota Latica de Queijos
Artesanais

Laura Maria Bruno
Juliane Déering Gasparin Carvalho

Introducao

A legislacao brasileira estabelece que o leite utilizado na fabricacao de
queijos deve ser submetido a pasteurizacdo ou a tratamento térmico
equivalente (BRASIL, 1996). A pasteurizacao, por sua vez, além

da destruicdo de microrganismos indesejaveis, também promove a
destruicao da microbiota latica natural do leite, a qual é responsével
pelo desenvolvimento das caracteristicas sensoriais dos queijos
(GRAPPIN e BEUVIER, 1997).

Além disso, o amplo uso de fermento latico comercial em queijos
fabricados a partir do leite pasteurizado resulta na perda das
caracteristicas tipicas dos varios tipos de queijos quando comparados
aos manufaturados com leite cru. Isto ocorre em consequéncia da
substituicdo integral da complexa microbiota nativa presente no leite
cru por fermentos laticos comerciais uniformes, que conduzem a uma
padronizacdo cega do produto (MACEDO et al., 2004).

Para minimizar tais problemas, tem-se buscado selecionar cepas

que sejam parte da microbiota presente no leite cru e nos queijos
artesanais, de modo a obter culturas iniciadoras e adjuntas
especificamente preparadas para adicdo ao leite tratado termicamente
e destinado a producéao de queijos (MARINO et al., 2003; MACEDO et
al., 2004; MENENDEZ et al., 2004; CARVALHO, 2007).
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No Brasil também existe a preocupacado em preservar gqueijos
artesanais, pois muitos deles sao referéncias culinarias regionais e
representam importante fonte de renda para o pequeno produtor.
Bactérias laticas tém sido isoladas de leite e queijos artesanais de
diferentes regides brasileiras, entre elas o Ceara, com o intuito de
selecionar microrganismos de interesse na fabricacao de produtos
lacteos de qualidade (BRUNO et al., 2004; BRUNO et al., 2007;
CARVALHO et al., 2005; CARVALHO, 2007).

Este trabalho de revisdo tem como objetivos relatar a participacao e
contribuicdo da microbiota latica na producao de queijos artesanais,
bem como expor os fundamentos bésicos para a realizacao do
isolamento e caracterizacdo dessa populacdo. Estas técnicas podem ser
empregadas na selecdao de cepas para o desenvolvimento de fermentos
laticos especificos, visando a preservacao das caracteristicas originais
do produto tradicional nos queijos industrializados, elaborados com leite
pasteurizado.

Bactérias Laticas

Bactérias laticas ou bactérias acido-laticas (BAL) sdo um grupo de
microrganismos gram-positivos, catalase negativos, nao formadores

de esporos e que geralmente crescem sob condicdes microaeréfilas ou
estritamente anaerdbicas. Os mais importantes géneros de BAL sao
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e
Bifidobacterium (KLEIN et al., 1998).

Embora muitos géneros constituam o grupo das BAL, elas também
podem ser agrupadas em homofermentativas ou heterofermentativas,
dependendo do produto ou produtos finais da fermentacao. As
homofermentativas produzem é&cido latico como o principal produto

da fermentacao da glucose, enquanto que as heterofermentativas
produzem, além de acido latico, substancias como diéxido de carbono,
acido acético, etanol, aldeido e diacetil (CARR et al., 2002).
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As BAL podem, ainda, ser classificadas de acordo com a temperatura
de crescimento em mesofilicas e termofilicas. As mesofilicas crescem a
uma temperatura 6tima por volta de 30 °C e as termofilicas crescem a
uma temperatura 6tima de 42 °C (FOX et al., 2000).

O papel das BAL na fermentacao de alimentos é duplo. Por um lado
elas contribuem para a extensao da vida Util do alimento, geralmente
por causa da degradacao dos carboidratos presentes na matéria-
prima. Isto causa uma diminuicao do pH, que torna o meio indspito
para a maioria dos microrganismos deterioradores e patogénicos.
Adicionalmente algumas BAL também produzem peptideos antagdnicos
contra outras bactérias gram-positivas. Por outro lado, o acumulo de
acido produzido modifica as propriedades reolégicas e organolépticas
do produto, num processo que é complementado pela producao e, em
alguns casos, pela secrecao de enzimas hidroliticas, principalmente
proteinases e peptidases e ainda, embora em menor quantidade, de
lipases e esterases (MADERA et al., 2003).

E interessante também ressaltar que, no caso especifico das BAL
heterofermentativas, sua utilizacdo em alimentos é, sobretudo, pela sua
capacidade de produzir compostos flavorizantes, muito mais do que
pela sua habilidade acidificante. Isto ocorre porque os microrganismos
heterofermentativos utilizam na fermentacdo de hexoses a via pentose
monofosfato, produzindo, durante o processo de conversao de hexose
em pentose, substancias aromaticas, como aldeido e diacetil (CARR et
al., 2002).

O emprego de BAL, na forma de fermento latico, para elaboracao de
produtos lacteos fermentados é muito conhecido, principalmente na
fabricacao de leite acidificado, iogurte e queijos. No entanto, elas
também sao usadas no processamento de carnes, bebidas alcodlicas e
vegetais.

O fermento latico pode ser definido como uma preparagdo microbiana
contendo nimeros elevados de células de um ou mais géneros e
espécies de BAL. Sua principal funcdo é promover uma acidificacao
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rdpida durante o processo fermentativo e assim garantir a seguranca
do alimento (BERESFORD e WILLIAMS, 2004). O fermento latico
também tem a finalidade de contribuir para o desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais desejadas do produto e pode ainda oferecer
beneficios a saide do consumidor, como os proporcionados pelos
probidticos (BERESFORD e WILLIAMS, 2004).

Os fermentos laticos procuram reproduzir a microbiota latica de
queijos e, portanto, sdo compostos de BAL iniciadoras ou sao culturas
starters e microrganismos secundarios que também sao denominados
de culturas adjuntas. As BAL iniciadoras sao responsaveis pela
producao de acido durante a elaboracdo do queijo e contribuem para
o processo de cura. Ja, os microrganismos secundarios geralmente
estao envolvidos na definicdo das caracteristicas sensoriais do queijo
(BERESFORD et al., 2001)

Os géneros de BAL mais comumente encontrados em queijos sao:
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus
(BERESFORD et al., 2001; FOX et al., 2000). A Tabela 1 apresenta a
classificacao dos géneros de BAL de acordo com sua morfologia,
temperatura de crescimento e produto formado.

Tabela 1. Diferenciacdao quanto a morfologia, temperatura de crescimento e
produtos formados pelos géneros de BAL presentes em queijos.

Género Morfologia Tm@a Tipo de acido latico Fermentagdo de
de crescimento formado aculcar
Lactococcus Cocos/cadeias 30°C L(+) Homo
Steptococcus Cocos/cadeias 42 °C L(+) Homo
Enterococcus Cocos/cadeias 42 °C L(+) Homo
Leuconostoc  Cocos/pares 30°C D(-) Hetero
Lactobacillus Bastbes/pares 30°Ce42°C D(-), L(+) e DL Homo e hetero

Fonte: Adaptado de Fox et al. (2000) e Carr et al. (2002).
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Lactococcus

Os lactococos sao os microrganismos mesofilicos mais usados para

a producao de acido nas fermentacdes lacteas, pois sdo capazes de
converter rapidamente a lactose em éacido latico. Eles tém capacidade de
crescer a 10 °C, mas nao a 45 °C e em pH 6timo de 6,0-6,5, que sao
caracteristicas importantes usadas na sua identificacdo. Na temperatura
entre 20 °C e 30 °C, os lactococos levam de 10 horas a 20 horas para
fermentar o leite cru. O nimero aproximado de células vidveis necessérias
para realizar a coagulacdo acida do leite é de 108/ mL (TEUBER, 1995).

Entre as espécies conhecidas de lactococos, somente uma, Lactococcus
lactis, é significante na fermentacao dos produtos lacteos, destacando-
se, como mais importantes, as subespécies Lactococcus lactis subsp.
lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris (FOX et al., 2000). Por sua
vez, a variante Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis é
capaz de converter citrato em diacetil, composto responséavel pelo sabor
e aroma tipicos de manteiga nos queijos (HASSAN e FRANK, 2001). As
caracteristicas que diferenciam estas subespécies sdao apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas que diferenciam as duas subespécies de Lactococcus
lactis.

Microraanismo Metab. do  Prod. de NH, da Cresc. em diferentes T(°C) e INaCl]
g citrato arginina 10 15 40 45

Lc. lactis subsp. lactis * + + + + - 4%

Lc. lactis subsp. cremoris + - + + - - 2%

Fonte: Adaptado de Fox et al. (2000).

Lactococcus sao geralmente predominantes em queijos frescos que
nao sofrem cozimento da massa. Sua presenca é reduzida durante

o processo de cura, podendo até desaparecer apds seis a oito
semanas (FONTAN et. al, 2001; LOPEZ-DIAZ et al., 2000). Também
é interessante ressaltar que Klijn et al. (1995) isolaram lactococos de
diferentes fontes ambientais como solo e dgua de efluentes, indicando
gue estes microrganismos podem sobreviver fora do ambiente de laticinios.

13
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Lactobacillus

As bactérias deste género possuem a forma de bastdes e sao as

mais tolerantes ao meio acido (HAMMES e VOGEL, 1995). No leite,
iniciam o crescimento, preferencialmente, em pH préximo de 5,5-6,2,
reduzindo-o para valores abaixo de 4,0 (HASSAN e FRANK, 2001).

De acordo com Fox et al. (2000), os lactobacilos podem ser divididos
em trés grupos baseados no produto final de sua fermentacao. Orla-
Jensen, em 1919, denominou o primeiro grupo de Thermobacteria, o
segundo de Streptobacteria e o Ultimo de Betabacteria (CARR et al.,
2002; HAMMES e VOLGEL, 1995).

O primeiro grupo é formado por lactobacilos termofilicos
homofermentativos que utilizam apenas hexoses como fonte de
carbono para produzir 4cido latico (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis e Lactobacillus
helveticus).

No segundo grupo estado os lactobacilos mesofilicos
heterofermentativos facultativos, que utilizam outras fontes de
carbono além de hexoses (HASSAN e FRANK, 2001), sendo capazes
de produzir acidos orgénicos, CO,, alcool e H,O,. Este grupo inclui
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus plantarum
que nao sdao comumente encontrados no fermento latico, mas estao
associados a fermentacao secundaria, benéfica durante a cura do queijo
(BERESFORD e WILLIAMS, 2004). Esses lactobacilos sdo chamados
de non starter acid lactic bacteria (NSLAB), bactérias acido-laticas nao
iniciadoras, geralmente encontrados em fermentos laticos artesanais
(CROW et al., 2001; FOX et al., 2000).

No terceiro grupo, estdo os lactobacilos mesofilicos heterofermentativos
que utilizam, obrigatoriamente, hexoses e pentoses como fonte de
carbono. Esses microrganismos podem produzir sabores indesejaveis e
géas durante a cura do queijo (HASSAN e FRANK, 2001). Neste grupo
estdo incluidos Lactobacillus brevis e Lactobacillus fermentum, que
também nao sdo encontrados no fermento latico (FOX et al., 2000).
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Os lactobacilos heterofermentadores obrigatérios sdo detectados com
menor frequéncia em queijos (BERESFORD e WILLIAMS, 2004).

Streptococcus

O género Streptococcus englobava todos os microrganismos que hoje
fazem parte dos géneros Lactococcus, Enterococcus e Streptococcus.
Era subdividido em quatro grupos diferentes, de acordo com suas
caracteristicas fisiolégicas: lactis, enterococos, pyogenis e viridians ou
oral. Os dois primeiros grupos se tornaram géneros independentes e os
dois dltimos permanecem no género Streptococcus (HARDIE e WHILEY,
1995; HOLT et al., 1994).

Muitas espécies deste género ainda estdo sendo estudadas e
reagrupadas de acordo com suas caracteristicas taxon6micas, sendo
que algumas delas sao parasitarias do homem e outras sao patogénicas.
Por apresentarem caracteristicas taxondmicas muito préoximas, as
espécies Streptococcus salivarius e Streptococcus thermophilus foram,
temporariamente, tratadas como uma Unica espécie: Streptococcus
salivarius subsp. salivarius e subsp. thermophilus (HARDIE e WHILEY,
1995).

Streptococcus thermophilus é a Gnica espécie do género Streptococcus
utilizada nas fermentacdes lacteas (HASSAN e FRANK, 2001), sendo
considerada a segunda mais importante cultura iniciadora industrial,
depois das culturas de Lactococcus lactis (HOLS et al., 2005). Esta
espécie é diferenciada das demais pela sua resisténcia ao aquecimento,
pois cresce bem a 45 °C e também a 52 °C, conseguindo

sobreviver ao aquecimento de 60°C por 30 minutos (HARDIE e
WHILEY, 1995). Apresenta a habilidade de fermentar um pequeno
numero de carboidratos (HASSAN e FRANK, 2001), suporta uma
concentracdo maxima de NaCl de 2,5% (FOX et al., 2000) e possui
atividade proteolitica limitada. O pH 6timo para o crescimento do S.
thermophilus é de 6,5 (HASSAN e FRANK, 2001).

Streptococcus thermophilus é tradicionalmente usado na fabricacao de
iogurte e de muitos queijos, como, por exemplo, os queijos Emmental,
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Gruyére, Parmigiano e Grana, Mozzarella e Cheddar. Isto ocorre porque
estas variedades sdo caracterizadas pelo emprego de temperatura
elevada (50 °C-55 °C), requerendo o uso de fermento termofilico
(MICHEL e MARTLEY, 2001). No processamento de queijos, S.
thermophilus pode ser usado sozinho ou em combinacdao com alguns
starters de lactobacilos ou mesofilicos (DELORME, 2008).

Na fermentacao lactea o papel do S. thermophilus estéa relacionado a
sua rapida conversao de lactose em &acido latico, causando uma répida
diminuicdo do pH, e a producdo de metabdlitos com propriedades
tecnolégicas importantes, como exopolisacarideos e bacteriocinas
(DELORME, 2008).

No entanto, a maior parte dos produtos lacteos submetidos a
temperaturas elevadas durante a fermentacao é acidificada pelo
crescimento combinado de S. thermophilus e Lactobacillus spp. A
vantagem do uso combinado de S. thermophilus e Lactobacillus spp.
é que os lactobacilos termofilicos desempenham o importante papel
de utilizar a galactose, a qual ndo é utilizada pelo S. thermophilus.
Dessa maneira, os lactobacilos termofilicos complementam a acidificacao
do queijo e reduzem o seu escurecimento (fenbmeno conhecido como
browning), que ocorre quando ele é aquecido (MICHEL e MARTLEY, 2001).

Leuconostoc

As bactérias do género Leuconostoc sao distinguidas das outras BAL
por serem cocos heterofermentativos. Estas bactérias apresentam
crescimento 6timo na faixa de temperatura de 20 °C-30 °C. As
duas espécies associadas aos produtos lacteos sdo: Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris e Leuconostoc mesenteroides subsp.
lactis (FOX et al., 2000).

Apesar de sua pequena habilidade acidificante e proteolitica, o
Leuconostoc spp. é usado nos produtos lacteos, junto aos lactococos,
como microrganismo aromatizante (HASSAN e FRANK, 2001). A
producéo de diacetil, CO, e acetoina a partir do citrato é responséavel
pela qualidade organoléptica, consisténcia, textura e formacao de
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olhaduras em queijos como o Manchego, Danbo, Gouda e outros
(DELLAGLIO et al., 1995).

Enterococcus

O género Enterococcus inclui mais de 20 espécies, sendo Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis as duas mais frequentes em alimentos.
Sao encontrados em grandes proporcdes no trato gastrointestinal

de mamiferos e também no solo, superficie das 4guas e plantas.

Os enterococos chegam aos alimentos por meio de contaminacdes
intestinais ou ambientais e multiplicam-se durante a fermentacao
(GIRAFFA, 2003), ocorrendo em grande niimero em produtos lacteos
(SARANTINOPOULOS et al., 2002). Esses microrganismos sobrevivem
a condicdes adversas, como pH, temperaturas e salinidade extremas
(CARIDI et al., 2003).

Os enterococos fazem parte da microbiota latica secundéria dos
produtos lacteos. Eles sdo encontrados em muitos queijos artesanais
produzidos no sul da Europa, a partir do leite cru e pasteurizado, como
os queijos Feta, Kasseri, Manchego e Majonero (COGAN et al. 1997).
A Tabela 3 apresenta uma lista de queijos europeus nos quais os
enterococos foram estudados.

No Brasil, o género Enterococcus foi predominante entre as BAL
isoladas do queijo Coalho artesanal produzido no Cearad (CARVALHO,
2007), assim como as isoladas do mesmo tipo de queijo produzido no
Rio Grande do Norte (BRUNO et al., 2007).

Nos queijos artesanais produzidos a partir de leite cru, os enterococos
advém da matéria-prima ou do ambiente, variando conforme as
condicées de higiene do processo e da época do ano (FONTAN et al.,
2001; MEDINA et al., 2001).

A presenca desses microrganismos em queijos produzidos com leite

pasteurizado ocorre por causa da sua capacidade de crescimento em
uma ampla faixa de temperatura (10 °C-45 °C) e a sua resisténcia a
altas temperaturas.
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Tabela 3. Presenca de enterococos em queijos europeus.

Origem Queijo Tipo de leite Referéncia

Francés Comté Vaca Bouton et al. (1998)

Francés Roquefort Vaca Devoyod (1969)

Francés Venaco Cabra/ Ovelha  Casalta e Zennaro (1997)

Grega Feta Ovelha Litopolou-Tzanetaki et al. (1993)
Grega Kefalotyri Ovelha Litopolou-Tzanetaki et al. (1990)
Grega Orinotyri Ovelha Prodromou et al. (2001)

Irlandés Cheddar Vaca Gelsomino et al. (2001)

Italiano Montasio Vaca Basso et al. (1994)

Italiano Mozzarella Vaca Morea et al. (1999)

Italiano Pecorino Pardo Ovelha Mannu e Paba (2002)

Italiano Semicotto Cabra Suzzi et al. (2000)

Portugués Serra da Estrela Ovelha Tavaria e Malcata (1998)
Espanhol Armada Cabra Tornadijo et al. (1995)

Espanhol Cebreiro Vaca Centeno et al. (1999)

Espanhol Majonero Cabra Fontecha et al. (1990)

Espanhol Manchego Ovelha Ramos et al. (1981)

Espanhol Tetilla Vaca Menéndez et al. (2001)
Espanhol San Simén Vaca Garcia et al. (2001)

Fonte: Adaptada de Foulquié Moreno et al. (2006).

Dessa forma, os enterococos podem aumentar durante a refrigeracao
do leite e sobreviver a pasteurizacdao. No entanto, a alta contaminacao
de enterococos em alguns queijos industrializados a partir do leite
pasteurizado, geralmente resulta de praticas inadequadas de higiene
durante a sua elaboracdo (GIRAFFA, 2003).

As espécies do género Enterococcus apresentam geralmente baixa
capacidade de reduzir o pH do leite. Pesquisas realizadas por Durlu-
Ozkaya et al. (2001) e Sarantinopoulos et al. (2002) mostraram que
somente uma pequena parcela dessas espécies promoveu a reducao do
pH do leite para 5,0-5,2, apés 16-24 horas de incubacao a 37 °C.
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O E. faecalis tem maior poder de acidificacdo que o E. faecium. Suzzi
et al. (2000) observaram que o E. faecalis, isolado de queijos artesanais
italianos, reduziu o pH de leite desnatado para 4,5 apés 24 horas de
fermentacao.

A influéncia positiva dos enterococos no queijo se deve ao
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais, por meio de reacdes
bioquimicas durante a cura: protedlise, lipdlise, utilizacao do citrato

e producao de compostos aromaticos volateis. Além disso, algumas
espécies de Enterococcus podem produzir bacteriocinas, motivo pelo
qual elas sdo aplicadas como fermento latico primério. Contudo, o seu
maior uso ainda é como fermento adjunto (GIRAFFA, 2003).

O Advisory Committee on Novel Foods and Processors (ACNFP) permite
o uso de E. faecium K77D como fermento latico em produtos lacteos
fermentados (GIRAFFA, 2003). No entanto, o uso de outras espécies
de Enterococcus em queijos é questionado, pois hd necessidade de
mais estudos sobre os aspectos clinicos e epidemiolégicos desse uso
(COGAN et al., 1997).

Métodos de Isolamento e
Caracterizacao de Bactérias Laticas

As técnicas empregadas para a caracterizagdo de microrganismos em
queijos podem ser reunidas em trés grupos:

1) Métodos que envolvem o cultivo, seguidos da caracterizacao
fenotipica.

2) Métodos que envolvem o cultivo, seguidos da caracterizacao
molecular.

3) Métodos que envolvem somente a caracterizagdao molecular
(BERESFORD et al., 2001).

Embora a microbiologia classica dependa exclusivamente da primeira
abordagem, a identificacdo de espécies de bactérias acido-laticas
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usando apenas métodos fenotipicos apresenta limitacdes, sobretudo em
relacdo a sensibilidade do método. Os métodos moleculares, por sua
vez, apresentam como caracteristicas a reprodutibilidade, automacao,
rapidez, sendo, muitas vezes, também independentes de cultivo
(KALLIOPI et al., 2004).

Existe uma grande diversidade de meios de cultura para o isolamento
de BAL em produtos lacteos. No entanto, a escolha do meio deve ser
baseada nas caracteristicas particulares do microrganismo a ser estudado,
e, também, do produto ou do seu habitat (RICHTER e VEDAMUTHU,
2001). Em geral, o 4gar M17, desenvolvido por Terzaghi e Sandine,
tem sido usado para o isolamento de BAL na forma de cocos, e o agar
Rogosa acidificado ou o 4gar MRS, desenvolvido por Man, Rogosa e
Sharpe, para o isolamento de BAL na forma de bastées (CARVALHO,
2007; MARINO et al., 2003; RICHTER e VEDAMUTHU, 2001).

A incubacao em diferentes temperaturas de crescimento também é

um fator importante para a selecdao de microrganismos mesofilicos e
termofilicos. Para o queijo Coalho, por exemplo, podem ser empregadas
as temperaturas de 30 °C, para isolar BAL mesofilicas e 42 °C, para as
termofilicas (CARVALHO, 2007).

As colbnias isoladas nos meios ja descritos sdo entao purificadas,
geralmente em agar MRS, e submetidas aos seguintes testes: coloragao
de Gram, verificagcdo da morfologia, teste de atividade de catalase e

de producao de &cido (CARVALHO, 2007). Os microrganismos gram-
positivos, produtores de acido, com morfologia de cocos ou bastdes
sao considerados BAL. No entanto, uma série de novos testes ainda é
necessaria para classifica-los em género e espécie.

Os testes fisiolégicos e bioquimicos sdo bastante demorados e,

para auxiliar na sua identificacdo, sistemas comerciais tém sido
desenvolvidos, onde sao utilizados diferentes conjuntos de substratos
miniaturizados. Um exemplo disso é o Sistema APl 50CH (bioMerieux).
Também, visando diminuir o tempo e o custo da identificacao,
instrumentos automatizados para a identificacdo rapida de
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microrganismos, como o VITEK®2 (bioMerieux, Marcy L’Etoile, Franca)
e o Phoenix (BD Diagnostic Systems, Sparks, Md) sdo disponibilizados
(EIGNER et al., 2005).

A identificacdo de bactérias acido-laticas usando-se apenas métodos
fenotipicos também apresenta limitacoes. Segundo Quere et al.
(1997) uma clara identificacao de espécies usando apenas métodos
fenotipicos, particularmente dentro do género Lactobacillus, pode ser
ambigua e complicada. Isso ocorre em razdo da pequena variacao

de caracteristicas como, por exemplo, o padrao de fermentacao

de acucares, entre as espécies de BAL. A identificacao biogquimica
convencional de E. faecium também é bastante morosa, e as vezes
inconclusiva, além de geralmente nao diferenciar E. faecium de E.
durans, E. casseliflavus e E. gallinarum (CHENG et al., 1997).

De modo geral, a identificacdo realizada apenas por meio de testes
bioquimicos e fisiolégicos classicos é pouco eficiente para separar
biotipos atipicos de espécies fenotipicamente relacionadas e, muitas
vezes, nao permitem a separacao genética de subespécies, como no
caso de Lactococcus lactis, que podem pertencer a subespécie /actis
ou a subespécie cremoris, sendo esta Ultima especialmente adequada
para a fabricacao de certos tipos de queijo, como o Cheddar (DELGADO
e MAYO, 2004).

A caracterizacao de isolados abaixo do nivel de espécie pode ser

usada para estimar a diversidade microbiana presente em populacdes
naturais, e para determinar a contribuicdo tecnolégica de espécies ou
biotipos individuais durante os processos de fabricacdo e maturacao de
queijos. As cepas caracterizadas podem também representar uma fonte
de variabilidade fenotipica e genética, a partir da qual novas cepas ou
propriedades podem ser selecionadas (DELGADO e MAYO, 2004).

Diversos métodos moleculares tém sido desenvolvidos como alternativa
para identificacao e classificacao mais acurada de microrganismos.
Muitos deles se baseiam no uso da técnica da reacao em cadeia

da polimerase (PCR), a qual tem sido empregada para confirmar a
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identificacdo biogquimica de bactérias acido-laticas isoladas de diversos
tipos de queijos como, por exemplo, do queijo artesanal italiano
Montasio (MARINO et al., 2003) e do queijo Coalho (QUEIROZ, 2008).

Na PCR especifica, uma pequena sequéncia de nucleotideos, especifica
da espécie de interesse, é escolhida e utilizada como primer para
identificacdo do organismo. Na Tabela 4, sdo mostrados alguns
exemplos de primers especificos para alguns tipos de BAL.

Tabela 4. Alguns primers para identificacdo de BAL.

Tamanho
Organismo Primer (sequéncia 5’ para 3’) do produto Referéncia
do PCR (pb)
Streptococcus CACTATGCTCAGAATACA 968 Lick et al., 1996
thermophilus CGAACAGCATTGATGTTA
Lactobacillus CTAGCGGGTGCGACTTTGTT 312 Song et al., 2000
paracasei GGCCAGCTATGTATTCACTGA
Lactobacillus ATTCATAGTCTAGTTGGAGGT 248 Song et al., 2000
plantarum CCTGAACTGAGAGAATTTGA
Lactococcus lactis AAAGAATTTTCAGAGAAA 343 Beimfohr et al., 1997
subsp. /actis ATTTAGAATTGGTTCAAC
Enterococcus TTGAGGCAGACCAGATTGACG 658 Cheng et al., 1997
faecium TATGACAGCGACTCCGATTCC
Enterococcus CATGCGCAATTAATCGG 444 Lle6 et al., 1999
faecalis CATAGCCTGTCGCAAAAC

Queiroz (2008) utilizou a PCR especifica para confirmacao da
identificacao bioquimica de isolados de BAL de queijos Coalho. Entre
20 Lactobacillus selecionados e identificados bioquimicamente como
Lb. paracasei, apenas 12 foram confirmados nesta espécie, enquanto
que nenhum dos microrganismos previamente identificados como sendo
Lb. plantarum tiveram a identificacdo confirmada.
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Resultado semelhante foi obtido pelo mesmo pesquisador na
identificacdo molecular de 19 isolados, primeiramente identificados
como Lactococcus lactis subsp. lactis, a qual confirmou que apenas
nove deles pertenciam a esta espécie (QUEIROZ, 2008).

Métodos baseados em PCR, como o RAPD (amplificacdo randémica
do DNA polimérfico) e o AFLP (polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados), tém sido também utilizados para tipagem
molecular (GIRAFFA et al., 2004; GIRAFFA e ROSSETTI, 2004;
GOBBETTI et al., 2002; SESENA et al., 2004; VENTURA e ZINK,
2002). Essas técnicas sao ferramentas rapidas e confidveis para
realizar o fingerprinting molecular com o objetivo de identificar e
distinguir varias espécies de bactérias acido-laticas de amostras
clinicas, fecais, intestinais e de alimentos (VENTURA e ZINK, 2002).
No caso da inddstria de alimentos, isto permite a selecao, identificacao,
caracterizacao e rastreamento de bactérias acido-laticas usadas em
vérios produtos alimenticios.

Outro método molecular que também pode ser utilizado na identificacao
é o sequenciamento. Sao utilizados primers para amplificacdo de uma
regido conservada nos microrganismos, a qual serd posteriormente
sequenciada. Tannock et al. (1999) propuseram um método baseado
no sequenciamento da regiao espacadora 16S-23S de isolados de
Lactobacillus, seguido da comparacao das sequéncias obtidas com as
sequéncias depositadas no GenBank (National Center for Biotechnology
Information, Betseda, Md.).

Consideracodes Finais

Para que se promova a melhoria e o desenvolvimento de produtos
lacteos, tais como os queijos artesanais e/ou dos processos associados
a sua producao, o conhecimento da microbiota latica presente nesses
alimentos e do seu papel no desenvolvimento das caracteristicas desses
produtos é essencial. Assim, a avaliacao das bactérias acido-laticas de
queijos artesanais e o estudo de suas caracteristicas tecnolégicas é
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uma etapa fundamental para a selecdo de culturas laticas que possam
ser empregadas para a producao de queijo a partir do leite pasteurizado.
Este tipo de selecao visa, em ultima instancia, a preservacao das
caracteristicas originais do produto artesanal, elaborado com leite

cru, assegurada pela inoculacao de uma cultura constituida dos
microrganismos que realmente contribuem para o desenvolvimento das
caracteristicas do produto.
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