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RESUMO

Os Enterococcus sao parte da microbiota natural de muitos queijos artesanais,
influenciando no desenvolvimento de caracteristicas sensoriais destes produtos.
Além disto, os Enterococcus sdo capazes de produzir peptideos com atividade
antimicrobiana chamados de enterocinas, destacando seu potencial uso como
bioprotetor em alimentos, sendo necessarias pesquisas que elucidem e possibilitem
sua utilizacdo de modo eficiente e seguro. Assim, o presente trabalho objetivou isolar
e selecionar e caracterizar enterococos produtores de enterocinas isoladas a partir
do queijo de Coalho artesanal produzido nos Municipios de Cachoeirinha e
Arcoverde — PE / Brasil. Para isso foram isoladas, purificadas e identificadas por
método classico 609 Bactérias Acido Laticas (BAL) dos géneros: Enterococcus
(50,7%), Streptococcus (20,5%), Lactococcus (17,8%), Lactobacillus (9,1%) e
Leuconostoc (1,9%). Do total de 309 amostras do género Enterococcus, 205
(66,34%) foram identificadas como E. faecalis e 104 (33,66%) como E. faecium. A
atividade antagonista esteve presente em 79,93% dos Enterococcus frente a Listeria
innocua ATCC 33090, em 57,60% frente ao Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e
em 27,18% frente a Escherichia coli (ATCC 25922). Na producédo e selecdo de
enterocinas, 102 (41,29%) Enterococcus foram considerados produtores, sendo
43,8% dos E. faecalis testado e 35,5% dos E. faecium. Os resultados a
caracterizacdo das enterocinas produzidas demonstraram atividade antimicrobiana
estavel a temperatura, pH e presenca de enzimas proteoliticas. revelaram a
potencial aplicacdo destas enterocinas como conservantes biologicos, melhorando a

gualidade microbioldgica e a seguranca alimentar.

Palavras chave: Queijo de Coalho artesanal, Enterococcus, Bacteriocinas
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ABSTRACT

Enterococcus are part of the natural microflora of many artisan cheeses, influencing
the development of sensory characteristics of these products. Moreover,
Enterococcus are capable of producing peptides with antimicrobial activity called
enterocins, its potential use as bioprotector in food research is needed to elucidate
and to enable their use in an efficient and safe manner . Thus, this study aimed to
isolate, select and characterize enterocins produced by Enterococcus isolated from
artisanal “Coalho” cheese produced in the Cachoeirinha and Arcoverde - PE / Brazil.
To this were isolated, purified and identified by classical method 609 lactic acid
bacteria (LAB) of the genera: Enterococcus (50.7 %), Streptococcus (20.5 %),
Lactococcus (17.8%), Lactobacillus (9.1 %) and Leuconostoc (1.9%). Of the total of
309 samples of the genus Enterococcus, 205 (66.34 %) were identified as E. faecalis
and 104 (33.66 %) as E. faecium. The antagonist activity was present in 79.93 % of
Enterococcus against Listeria innocua ATCC33090 at 57.60 % against
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) and 27.18% against Escherichia coli (ATCC
25922). In the production and selection, 102 (41.29%) were considered
Enterococcus enterocins producers, with 43.8 % of E. faecalis tested and 35.5 % of
E. faecium. The results of the characterization enterocins demonstrated antimicrobial
activity produced stable temperature, pH and the presence of proteolytic enzymes.
revealed the potential application of these enterocins as biological preservatives,
improving the microbiological quality and food safety. The technology assessments,
the ability to acidification and proteolytic qualitative , producers of Enterococcus
enterocins show that the evaluated crops were considered slow acid producers and
producers of proteolytic activity and can be used in preparing a lactic starter for the

manufacture of cheese rennet .

Keywords: Artisanal “Coalho” cheese, Enterococcus, Bacteriocins
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O queijo é um dos alimentos mais antigos de que se tem registro (HARBUTT,
2010). No Brasil os primeiros queijos foram fabricados no Estado de Minas Gerais,
(SEBRAE, 2008) estando sua produgdo em curva crescente em territorio nacional
(ABIQ, 2011; PAULA et al., 2012).

No Nordeste do Brasil, o queijo de Coalho artesanal recebe destaque
(SEBRAE, 2008). Produzido h& mais de 150 anos (CAVALCANTE et al., 2007) este
gueijo € uma representacdo genuina da tradicdo e cultura do estado de Pernambuco
(ALMEIDA et al.; 2010).

O conhecimento sobre a microbiota latica dos queijos artesanais € importante
para o desenvolvimento de processos que melhorem a qualidade higiénico-
sanitarias, assegure a autenticidade e a rastreabilidade do produto artesanal
(GIANNINO et al., 2009), possibilitando ainda o desenvolvimento de fermentos
laticos que melhoram a qualidade organoléptica dos queijos produzidos
industrialmente (; LOPEZ-DIAZ et al., 2000; MEDINA et al., 2001; CARVALHO,
2007).

A microbiota latica dos queijos é composta por Bactérias Acido Laticas (BAL),
grupo de bactérias Gram-positivas, catalase negativas, ndo formadoras de esporos e
gue crescem sob condi¢cdes microaerofilas ou estritamente anaerdbicas. Os géneros
de BAL séao Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium (KLEIN
et al., 1998).

O género Enterococcus € descrito como parte da microbiota latica endégena
de muitos queijos artesanais produzidos no sul da Europa. A influéncia positiva dos
enterococos no queijo se da no desenvolvimento de caracteristicas sensoriais,
através de reacfes bioquimicas durante a cura: protedlise, lipolise, utilizacdo do
citrato e producdo de compostos aromaticos volateis (HUGAS, 2003; JAMET, 2012).
Além disto, os Enterococos sdo capazes ainda de produzir substancias com
atividade antagonistas, dentre eles as bacteriocinas, capazes de inibir o crescimento
de patdgenos e micro-organismos deterioradores sem provocar alteracdes
sensoriais nos alimentos, despertando grande interesse pela industria alimenticia
(GIRAFFA, 2003; HAJIKHANI; BEYATLI; ASLIM, 2007; SETTANNI, 2008).
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A primeira bacteriocina foi descoberta em 1925 (GRATIA, 1925 apud
COTTER, 2005) e em 1953 foi proposta a utilizagcdo destas em alimentos (HIRSCH
et al., 1953). Sendo aprovada para uso comercial em alimentos em 1969 pela Food
and Agriculture Organization e World Health Organization (COTTER, 2005). Seu
desenvolvimento bem sucedido é um modelo que tem estimulado a pesquisa de
novas bacteriocinas nos Ultimos anos. No entanto, se faz necessario primeiro
entender a biologia de novas bacteriocinas, elucidando suas relagbes estrutura-
funcao, producédo, imunidade, regulacdo e modo de acdo (COTTER, 2005).

As bacteriocinas sao peptideos com atividade antimicrobiana (SCHULZ et al.,
2003; ZACHAROF, LOVITT, 2012; MARTINEZ et al.,, 2013). A utlizacdo de
bacteriocinas de origem lactea na industria de alimentos tem sido amplamente
relatada nos ultimos anos, este fato se deve principalmente pela ocorréncia natural
de BAL em muitos alimentos, incluindo leite e produtos lacteos, ovos, vegetais e
produtos de carne (ZACHAROF, LOVITT, 2012). O potencial de aplicacdo de
bacteriocinas em alimentos inclui beneficios na qualidade e seguranca alimentar.
Apresentando-se como uma alternativa para satisfazer a crescente demanda dos

consumidores por alimentos seguros e minimamente processados (ARQUES, 2011).

As bacteriocinas produzidas por enterococos sao chamadas de enterocinas,
gue apresenta atividade antimicrobiana contra estirpes estreitamente relacionadas
com o micro-organismo produtor (POETA, 2008). Franz et al. (2008) afirmaram que
enterocinas, a semelhanca dos enterococos, sdo notaveis por sua diversidade e
presenca entre os isolados de diferentes fontes, aumentando a possibilidade de
encontrar um determinado tipo de bacteriocina adequada para cada produto

alimentar.

Embora exista uma preocupacdo sobre a seguranca alimentar na utilizacao
dos Enterococcus, a utilizacdo de micro-organismos isolados a partir de produtos
tradicionais fermentados tem se revelado segura para serem utilizadas como
culturas iniciadoras, proporcionando a preservacao natural através da producéo de
enterocinas in vivo (DE VUYST et al.,, 2003). Estes estudos destacam a grande

importancia de enterococos em alimentos e do potencial de aplicacdo de sua
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enterocina, sendo novas pesquisas essenciais para elucidar e possibilitar sua

utilizagdo de modo eficiente e seguro.
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2.1 Objetivo Geral

* Isolar, selecionar e caracterizar os enterococos produtores de enterocinas obtidos
do queijo de Coalho artesanal produzidos nos Municipios de Cachoeirinha e

Arcoverde, Pernambuco — Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

- Isolar e identificar as Bactérias Acido Laticas a partir do queijo de Coalho artesanal

produzido nos Municipios de Cachoeirinha e Arcoverde- PE, Brasil;

« Identificar as espécies de Enterococcus isolados através de provas bioquimicas;

» Selecionar Enterococcus produtores de atividade antagonista e produtores de

enterocinas frente a Listeria innocua, Staphylococcus aureus e Escherichia coli;

* Avaliar e quantificar a capacidade antimicrobiana das enterocinas obtidas frente a

Listeria innocua, Staphylococcus aureus e Escherichia coli;

« Caracterizar as enterocinas produzidas através da avaliacao da estabilidade ao pH,

temperatura e suscetibilidade a enzimas proteoliticas.

» Avaliar a capacidade tecnoldgica das amostras dos Enterococcus produtores de

enterocinas, em relacdo a capacidade de acidificacdo e proteolitica qualitativa.
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3.1 Queijos

Segundo a Portaria n° 146 de 1996, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se
obtém por separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial
ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos coagulados pela acdo fisica do
Coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas, de acidos organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem
agregacao de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes (BRASIL,
1996).

O queijo € um dos alimentos mais antigos de que se tem registro. Porém, nao
se sabe com precisdo a data de sua origem, mas acredita-se que tenha surgido por
volta de 11.000 a.C., antes mesmo da manteiga (ALBUQUERQUE, 2007). Harbutt
(2010) cita que a antiga mitologia Grega creditou a Aristeu, um dos filhos de Apolo, a
descoberta do queijo. Citando também o pensamento de Hipdcrates, 450 a.C.,

ajudando a elucidar a origem do queijo:

“...Es forte porque estas proximo da origem da criatura. Es nutritivo porque

manténs o melhor do leite. Es quente, porque és gordo...” (HARBUTT, 2010).

Descreve-se que a descoberta do queijo teria sido o resultado de um acidente
afortunado, no qual algum leite teria sido armazenado em um saco feito com
estbmago de animal, o que causou a coagulacdo dos solidos (a coalhada) e a
separacao do liquido (o soro) dando ao homem a oportunidade de conhecer um
produto tao valioso (HARBUTT, 2010).

Inicialmente, Roma era um rico mercado para 0s queijos, no reinado dos
Césares a fabricacdo de queijo floresceu e rapidamente se estendeu por toda a
Europa, mas foi na Suica que a producdo de queijos teve seu maior
desenvolvimento, gracas a vegetacdo e as pastagens abundantes dos Alpes. Bem
alimentadas, as vacas produziam mais leite e de melhor qualidade, sendo este um
dos fatores que fez com que a industria suica prosperasse e se tornasse
mundialmente famosa (SEBRAE, 2008).
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No Brasil os primeiros queijos foram fabricados no Estado de Minas Gerais,
com a producéo do queijo Prato por imigrantes dinamarqueses. Posteriormente, em
Seritinga-MG, iniciava a producgéo do queijo Gorgonzola, inspirado no Blue Cheese
dinamarqués. Seguindo essa tendéncia, muitos sao os tipos de queijos de origem
estrangeira produzidos no Brasil, tais como Brie, Gruyere, Emmental, Parmeséo,
Provolone, entre outros. Esses queijos de origem estrangeira, produzidos
localmente, devem apresentar a expressao “tipo” em sua denominagao, para indicar
gue se trata de formulacdo e processo originalmente estrangeiros. Os queijos
considerados brasileiros, por terem sido desenvolvidos localmente sao Prato, Minas
Frescal, Minas Padréo, Minas Meia Cura, Reino, Requeijao (cremoso e culinario) e
Queijo de Coalho (SEBRAE, 2008).

A producdo de queijos no Brasil esta em uma curva crescente. Em 2011
foram produzidos 867,1 mil toneladas de queijos no pais, 9,4% mais que em 2010,
segundo os ultimos dados divulgados pela Associacao Brasileira das Industrias de
Queijos (ABIQ, 2011; PAULA et al., 2012).

De acordo com o relatério completo do Nucleo de Estudos e Negocios do
Varejo (ESPM) do Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas
(SEBRAE, 2008), a producdo de queijo no Brasil é liderada pela regido Sudeste
(42,5%), seguida pelas regides Sul e Nordeste, respectivamente com 26,5% e
24,8%. As demais regides, Centro-Oeste e Norte, apresentam producdo pouco
expressiva, com menos de 6,3%. O referido relatorio ressalta ainda que 60% dos
gueijos produzidos no Brasil sdo de origem industrial, os demais 40%

correspondentes a producao de forma artesanal, por pequenos e micro laticinios.

3.1.1 Queijos Artesanais

Embora se tenha sempre o “mesmo ingrediente”, o leite, a diversidade de
texturas, sabores e aromas dos queijos € enorme, existindo mais de 1000 tipos de
gueijos produzidos em todo o mundo (IRLINGER E MOUNIER, 2009).

O caréter singular de cada queijo é resultante de uma complexa combinacéo

de fatores locais denominado de terroir (em francés) ou tipicita (em italiano). Estas
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caracteristicas peculiares do local de origem do queijo como clima, solo, umidade,
vegetacao, raca animal, processo tecnolégico de fabricacdo do queijo e a microbiota
latica enddgena, influenciam de maneira singular o produto final (BERESFORD et
al., 2001; BROOME, 2007; CASALTA et al., 2009).

Para o Programa SEBRAE de Artesanato, produtos alimenticios tipicos e/ou
artesanais sao os processados segundo métodos tradicionais, em pequena escala,
muitas vezes em familia ou por um determinado grupo (SEBRAE, 2004). Em relacao
ao queijo artesanal refere-se a preservacdo da forma tradicional de preparo com o

leite cru, que lhe confere a caracteristica de sabor proprio (SEBRAE, 2008).

Com o intuito de eliminar a possivel veiculacdo de patdgenos através do
gueijo, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através do
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos Queijos, estabelece que o leite
deve ser submetido a pasteurizacdo ou a tratamento térmico equivalente para a

fabricacéo de queijos em escala industrial (BRASIL, 1996).

Porém, segundo Grappin e Beuvier (2007) a pasteurizacdo nao representa
garantia de seguranca alimentar em queijos, uma vez que pode ocorrer
contaminagcao poés-pasteurizacdo. Furtado (2005) e Cavalcante (2005) citam que a
seguranca alimentar nos queijos artesanais, feitos com leite cru, depende de varios
fatores, sobretudo a adocédo de Programas de Autocontrole na obtencédo da matéria-
prima, na agua de abastecimento utilizada na producédo, bem como nas condi¢cbes

gerais durante a fabricacdo e maturacao dos queijos.

Além disso, o tratamento térmico como método de conservacao afeta o teor
nutricional e provoca mudancas nas caracteristicas sensoriais do leite e seus
derivados (NETO et al., 2002) e possui também a desvantagem de promover a
eliminacdo da microbiota latica natural do leite, que é responsavel pelo
desenvolvimento das caracteristicas sensoriais dos queijos artesanais (GRAPPIN,
BEUVIER, 2007).

Macedo e colaboradores (2004) citam que uso de fermento latico na
fabricacdo dos queijos industriais resulta na perda das caracteristicas tipicas

encontradas nos queijos artesanais, e isto ocorre em consequéncia da substituicdo
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da complexa microbiota enddégena presente no leite cru por fermentos laticos

comerciais, conduzindo a padronizagao cega do produto.

Os queijos feitos com leite cru apresentam aroma e sabor mais intensos do
que os produzidos com leite pasteurizado, devido as Bactérias Acido Léaticas
originarias do leite cru, responsaveis pela sua diferenciacdo (FRANCIOSI et al.,
20009).

A fim de conseguir que o queijo artesanal brasileiro obedeca a legislacdo
vigente sem perder as caracteristicas tradicionais de sua origem, o Estado brasileiro,
no ambito Legislativo Nacional, tem recebido implementos visando facilitar a
producédo e comercializacdo dos queijos artesanais, ao estimular a certificacdo de
regides produtoras e ao reconhecer as ja tradicionais, inicialmente com a Instrugéo
Normativa n° 57/2011 do MAPA (BRASIL, 2011) que fora revogada pela Instrucéo
Normativa MAPA n° 30/2013, que define requisitos para sua producado, garantindo a
gualidade do produto e atendendo aos aspectos de sanidade e saude publica
(BRASIL, 2013).

Em paralelo, varios projetos veem sendo desenvolvidos com o apoio de
instituicbes como SEBRAE (Servico Brasileiro de Apoio a Micro e Pequenas
Empresas), SENAI (Servico Nacional de Aprendizagem Industrial) e EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria). Tais projetos visam implantar um
selo de certificacdo geografica aos queijos artesanais nacionais agregando valor ao
produto e gerando uma valorizacdo geral da regido onde os produtores estdo
inseridos, beneficiando toda a comunidade (SEBRAE, 2008).

De acordo com Almeida et al. (2010), no Brasil o processo de Indicacao
Geografica (1.G.) foi regulamentada pela Lei de Propriedade Industrial (Lei n. 9.279,
de 14 de maio de 1996) e no ambito internacional sdo reconhecidas pelo Acordo
sobre Aspectos dos Direitos de Propriedade Intelectual Relacionados ao Comércio
(ADPIC), eminglés, Trade Related Aspects of Intellectual Property Rights (TRIPS) da
Organizacao Mundial do Comércio (OMC).

Nos termos do art. 176 da Lei de Propriedade Industrial (BRASIL, 1996b)

constitui Indicacdo Geogréfica a Indicagdo de Procedéncia (1.P.) ou a Denominacao
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de Origem (D.O.), a distincdo entre as espécies de identificacdo geografica se
encontra nos artigos 177 e 178 da indigitada lei, que assim define os institutos

respectivamente:

Art. 177. Considera-se indicacdo de procedéncia o nome geografico
de pais, cidade, regido ou localidade de seu territorio, que se tenha
tornado conhecido como centro de extracéo, producéo ou fabricagéao
de determinado produto ou de prestacdo de determinado servico
(BRASIL, 1996b).

Art. 178. Considera-se denominacdo de origem o nome geografico
de pais, cidade, regido ou localidade de seu territério, que designe
produto ou servigo cujas qualidades ou caracteristicas se devam
exclusiva ou essencialmente ao meio geografico, incluidos fatores
naturais e humanos (BRASIL, 1996b).

Ainda segundo Almeida et al. (2010) a indicacdo de procedéncia e a
denominacéo de origem se diferenciam uma vez que a Indicacdo de Procedéncia é
atribuida a regido ou localidade que adquiriu fama por causa de seus produtos ou
servicos. Nessa modalidade de IG, o centro de extracdo, producdo ou fabricacédo é
indicado, mas nao sdo realcadas as qualidades ou caracteristicas Unicas de um
produto ou servico vinculadas com o meio geografico. Por outro lado, a
Denominacdo de Origem (D.O.) tem por obrigacdo destacar qualidades ou
caracteristicas de um produto ou servico, que se devem essencialmente ao meio
geografico. Isso significa que para as D.O. ndo basta o estabelecimento no local
designado, mas também a comprovacdo de que os fatores naturais (clima, solo,
temperatura, agua, fauna, flora) e humanos (praticas e técnicas tipicas empregadas

pelos moradores do lugar e da regidao) atribuem uma caracteristica impar ao produto.

Em queijos a questdo de D.O. esta ligada ao conceito de “sabor da terra”,
conforme explica Benoit Paquereau, Gerente de Inovacdo do APL (Arranjos
Produtivos Locais — Pecuaria Leiteira) da Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Meio

Ambiente de Pernambuco (SECTMA), e refere-se a um produto com caracteristicas



29

visuais e sensoriais bastante especificas, relacionadas a uma determinada regiao
geogréfica e cuja certificacdo de denominacdo de origem objetiva principalmente
agregar valor ao produto. Este conceito vem sendo desenvolvido no Brasil a luz do
sistema de denominagdo de queijos existente na Franca, precursora desse tema
(RANGEL, 2009).

No Brasil dois trabalhos para a obtencdo do D.O. se destacam: no Nordeste,
0 Queijo de Coalho e, em Minas Gerais, 0 Queijo Minas. Estes trabalhos tém como
objetivo agregar valor ao queijo artesanal e desenvolver todo um conceito de
producéo e comercializacdo que dara ao produtor maior oportunidade de ganhos e,
sobretudo, valorizagdo do seu produto (SEBRAE, 2008).

3.1.2 Queijo de Coalho

Produzido ha mais de 150 anos (CAVALCANTE et al., 2007), o queijo de
Coalho artesanal € um produto tipico do Nordeste Brasileiro, representando um
importante patrimdnio para a Regido (SILVA et al., 20122; FREITAS, 2013).

O queijo de Coalho artesanal € produzido tradicionalmente com leite cru, sem
adicdo de acido latico ou fermento, tendo a microbiota enddgena como fator
predominante no desenvolvimento do sabor (MACHADO, 2011). E um queijo com
tecnologia de fabricacdo simples e ndo exige equipamentos sofisticados (NASSU,
2006). Sua fabricacéo inicialmente utilizava estbmago seco e salgado de animais

silvestres ou bezerros para a coagulacéo do leite (GONDIM, 1995; LIMA, 1996).

Por ser o principal queijo consumido na regido (FONTENELE et al., 2010)
trata-se de um produto artesanal com importancia expressiva para a cultura e para o
contexto econébmico do Nordeste (PERRY, 2004), principalmente nos Estados da
Paraiba, Ceara, Rio Grande do Norte e Pernambuco (SILVA et al.,, 2012a). Nao
obstante, a cada ano, o queijo de Coalho vem se popularizado em outras regiées do
pais (SOBRAL, 2007).

Em Pernambuco, a maior parte da producéo do queijo de Coalho artesanal se
da nos municipios localizados na Regido Agreste, bacia leiteira do Estado

(ESCOBAR, 2001), area que abrange 44 municipios e que produz 70% do leite de
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Pernambuco, e esta historicamente ligada a criacdo de gado bovino (SEBRAE,
2008).

A producao do queijo de Coalho artesanal pernambucano se d4 em pequenas
fazendas rurais e em pequenas queijarias urbanas ou rurais (ESCOBAR, 2001),
representando importante papel no desenvolvimento da agricultura familiar, uma vez
gue em determinadas localidades é a principal fonte de renda e sobrevivéncia para
produtores que ndo tém acesso as usinas de beneficiamento (SILVA et al., 2012a,
ALMEIDA et al., 2010, EMBRAPA, 2008).

Infelizmente, diante do carater predominantemente informal de sua
fabricacéo, ha escassez de dados estatisticos sobre a producao de queijo de Coalho
nos Estados e no pais como um todo (MENEZES, 2011). Segundo Escobar (2001),
cerca de 30% do leite produzido em Pernambuco € destinado para esta finalidade,

atingindo 40 a 50% em algumas microrregides.

De acordo com Almeida et al. (2010) e Silva et al. (2013), o queijo de Coalho
€ uma representacdo genuina da tradi¢cao e cultura do Estado de Pernambuco, e por
esta razdo esta passando por um processo de obtencéo de certificacdo de indicacao
geografica, com a finalidade de lhe atribuir uma identidade prépria que ira diferencia-
lo dos demais produzidos na regido Nordeste, como uma maneira de agregar valor a
um produto tipicamente regional.

O projeto para obtencéo do selo de Indicacdo Geografica do queijo de Coalho
Pernambucano envolve produtores locais, pesquisadores e instituicdes publicas e de
apoio. Este projeto comecou a ser desenvolvido em 2001 através da parceria entre o
Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP) e do SEBRAE de Garanhuns, para
desenvolver melhorias na producéo do queijo de Coalho local (SEBRAE, 2008).

Em 2003 o SEBRAE promoveu o primeiro semindrio sobre qualificacdo de
gueijos, em Garanhuns. No ano seguinte, 2004, promoveu uma missao internacional
a regido de Auvergne, na Franca. Na ocasido, oito produtores e sete técnicos
institucionais visitaram fazendas francesas que possuem forte tradicdo na producéo
de queijos. Como resultado, houve a criacdo de um plano de trabalho denominado
“Carta de Auvergne”, que possibilitou ao SEBRAE fornecer orientacfes técnicas aos

produtores para a criacdo de uma associacdo e para a melhoria do processo



31

produtivo do queijo de Coalho do Agreste de Pernambuco. Em 2005 este projeto foi
aprovado pela FINEP (Financiadora de Estudos e Projetos), em 2008 pelo SEBRAE
(SEBRAE, 2008) e em 2009 foi solicitado o selo IP junto ao Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI), primeiro passo para a obtencdo do selo de Indicacao
Geogréfica (RANGEL, 2009).

Segundo Rangel (2009) o queijo de Coalho Pernambucano tem tudo para
conseguir essa obtencdo do selo DO, uma vez que o agreste de Pernambuco
apresenta em seu terroir caracteristicas especificas para a producédo deste tipo de
gueijo, como a cultura secular da produgcdo e consumo de laticinios, o clima e a
alimentacdo do gado, que consome racao tradicional e palma forrageira, cacto de
origem mexicana, que é hoje um complemento indispensavel na alimentagcdo do

gado do Agreste.

3.1.2.1 Identidade e qualidade do queijo de Coalho

As caracteristicas do queijo de Coalho fabricado industrialmente no Brasil
devem seguir os padrbes oficiais designados no seu Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA), na Instrucdo Normativa n°® 30, de 26 de junho de 2001, que institui os
padrées de identidade e qualidade a estes produtos, inclusive no que concerne

importancia da qualidade da matéria-prima (BRASIL, 2001).

Conforme esta norma o queijo de Coalho € aquele obtido por coagulacdo do
leite por meio de Coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo pela acdo de bactérias lacteas selecionadas e
comercializado, normalmente, com até 10 dias de fabricacdo. Devendo apresentar
consisténcia semi-dura, elastica, textura compacta (sem olhaduras mecanicas) ou
aberta (com olhaduras mecéanicas), cor branca amarelada uniforme, odor
ligeiramente acido de coalhada fresca, casca fina e ndo muito definida, formato e
peso variaveis. Ao queijo de Coalho podem ser adicionados condimentos e a sua
forma de apresentacdo pode ser tanto em retangulos ja com o espeto para ser
assado como em barra. O leite utilizado como matéria-prima deve ser

obrigatoriamente pasteurizado (BRASIL, 2001).
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Os requisitos fisico-quimicos e microbiolégicos para este tipo de queijo
correspondem as caracteristicas de composicdo e qualidade dos queijos de média a
alta umidade, conforme estabelecido pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), no Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Queijos — Portaria No 146/96 — MAPA (BRASIL, 1996).

Sem prejuizo aos critérios microbioldgicos oficiais federais estabelecidos pela
Portaria No 146/96 — MAPA (BRASIL, 1996), a fabricacdo dos queijos artesanais,
aqueles produzidos com leite cru, é permitida através da Instrucdo Normativa
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento n°. 30, de 07 de agosto de 2013,
gue institui os critérios de producéo e comercializacdo deste tipo de queijo (BRASIL,
2013).

O queijo de Coalho artesanal, por sua vez, pode apresentar diferentes
caracteristicas organolépticas dependendo do estado produtor. Uma vez que,
segundo Silva (2012b) o fluxograma de producédo difere em cada regido como, por
exemplo, em Pernambuco € produzido com massa crua e tradicionalmente
consumido fresco, enquanto que no Ceara e Rio Grande do Norte é fabricado com

massa semi-cozida e consumido fresco ou maturado.

Em Pernambuco, o queijo de Coalho artesanal segue os padrbes oficiais
estabelecidos pela Lei Estadual 13.376 (PERNAMBUCO, 2007) que regulamenta a

fabricacéo e comercializacao deste tipo de queijo dentro do Estado.

Este regulamento define o queijo de Coalho artesanal pernambucano como
gueijo produzido em Pernambuco, a partir do leite fresco e cru de bovinos e
bubalinos, retirado e beneficiado na propriedade de origem, que apresente
consisténcia firme, cor e sabor proprios, massa uniforme, isenta de corantes e

conservantes, com ou sem olhaduras mecéanicas (PERNAMBUCO, 2007).

A Figura 1 mostra o fluxograma de producéo do queijo de Coalho artesanal
fabricado tradicionalmente a partir de leite cru pelos produtores na regido Agreste do
Estado de Pernambuco (NETO, 2010).
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Recepcdao do Leite

Adicado do Coalho
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Corte da coalhada

Sinérese
|

Enformagem

Salga em superficie por 24 h

I
Embalagem e resfriamento

Figura 1. Fluxograma de producéo do queijo de Coalho artesanal fabricado a partir
de leite cru pelos produtores na regido Agreste do Estado de Pernambuco, Brasil
(Adaptado de NETO, 2010).

A gualidade do queijo de Coalho artesanal pernambucano e sua adequacao
para 0 consumo sao asseguradas, nos termos da Lei Estadual n°® 13.376/2007, por
meio de producdo com leite proveniente de rebanho sadio devidamente
inspecionado; que ndo apresente sinais clinicos de doencas infectocontagiosas e
cujos testes oficiais de zoonoses, tais como brucelose e tuberculose, apresentem
resultados negativos, de acordo com as normas estabelecidas pela legislacéo
estadual vigente, certificados de registro do estabelecimento e registro do produto,
ambos emitidos pela Agéncia de Defesa e Fiscalizagdo Agropecuaria de
Pernambuco (ADAGRO) e, por fim, os produtores deverao integrar os programas de
gualificacdo dos produtos, instituidos pelo Instituto de Pesquisas Agropecuaria do
Estado de Pernambuco (IPA) e pela ADAGRO, para o cumprimento das exigéncias
necessarias a obtencao dos Certificados (PERNAMBUCO, 2007).



34

Além destes requisitos determinantes para a producdo de um queijo de
Coalho de qualidade e adequado ao consumo humano, a supramencionada Lei
estadual, estabelece condicionantes de sanidade e higiene também relacionadas a
producdo e ligadas a qualidade da &gua, higiene do estabelecimento, equipamentos,
transporte e embalagem do produto (PERNAMBUCO, 2007).

3.1.2.2 Perfil microbiano latico do queijo de Coalho

Embora muitos trabalhos relatem as caracteristicas microbioldgicas do ponto
de vista higiénico-sanitario do queijo de Coalho em Pernambuco (DUARTE et al.,
2005; FERREIRA, 2008; FILHO et al., 2009) na Paraiba (DANTAS, 2012; FREITAS,
2013), em Sergipe (SANTANA et al., 2008) e no Ceara (BENEVIDES et al., 2000),
pouco se sabe a respeito do perfil microbiano latico do queijo de Coalho artesanal,
informacdo de importancia fundamental para a obtencdo de DO, garantindo

gualidade sanitaria e tecnologica deste tipo de queijo.

Varias pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de caracterizar o perfil
microbiano latico dos queijos artesanais em outros paises, tais como Pefiamellera -
Espanha (ESTEPAR et al., 1999), Valdeon de Léon - Espanha (LOPEZ-DIAZ et al.,
2000), San Simon - Espanha (FONTAN et al., 2001), Aspromonte - Italia (CARIDI et
al.,, 2003), Genestoso - Espanha (ARENAS et al.,, 2004), Manchego - Espanha
(BALLESTEROS et al., 2006), Terrincho - Portugal (MALCATA, 2008), Raschera -
Italia (DOLCI et al., 2008).

Carvalho (2007) estudou o perfil microbiano latico do queijo de Coalho
artesanal produzido no Ceara, isolando os géneros Enterococcus (59,6%),
Lactobacillus (22%), Lactococcus (1,7%), Leuconostoc (0,6%) e Streptococcus
(12,8%). Descrevendo como um perfil termofilico e atribuindo o resultado encontrado
ao tipo processamento do queijo de Coalho local, decorrente do cozimento da
massa (CARVALHO, 2007).

Apenas recentemente foi estudado o perfil microbiano latico no queijo de
Coalho artesanal pernambucano. Silva et al. (2012c) descrevem que o perfil Acido

Latico deste queijo é constituido por Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
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Streptococcus thermophilus e Lactococcus lactis e sugere que as caracteristicas
organolépticas do produto estdo baseadas em um ecossistema heterogéneo com a
interacdo de todos os géneros testados O conhecimento sobre a microbiota acido
latica dos queijos artesanais € importante para auxiliar no desenvolvimento de
processos que melhorem a qualidade, assegurem autenticidade e rastreabilidade do
produto artesanal (GIANNINO et al., 2009), possibilitando ainda, o desenvolvimento
de fermentos laticos que melhorem a qualidade organoléptica dos queijos
produzidos industriaimente (LOPEZ-DIAZ et al.,, 2000; MEDINA et al., 2001;

CARVALHO, 2007).

3.2 Bactérias Acido Laticas

Bactérias Laticas ou Bactérias Acido Laticas (BAL) s&o um grupo de micro-
organismos Gram-positivos, catalase negativos, ndo formadores de esporos e que
crescem sob condicbes microaerdfilas ou estritamente anaerdbicas. Os géneros
mais importantes de BAL sdo os Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium,

Tetragenococcus e Bifidobacterium (KLEIN et al., 1998).

O grupo de BAL pode ser agrupado em homofermentativas ou
heterofermentativas, dependendo do produto final da fermentacdo. As
homofermentativas produzem &cido latico como o principal produto da fermentacao
da glucose, enquanto que as heterofermentativas produzem, além de acido latico,
substancias como dioxido de carbono, acido acético, etanol, aldeido e diacetil
(CARR et al., 2002).

As BAL podem, ainda, ser classificadas de acordo com a temperatura de
crescimento em mesofilicas e termofilicas, com temperaturas 6tima de 30 e 42°C,

respectivamente (FOX et al., 2000).

A importancia das BAL na fermentacdo de alimentos se da primeiramente por
contribuirem tecnologicamente para a producdo e formacdo das propriedades

organolépticas do produto. Posteriormente, as BAL possuem importancia sanitaria
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na conservacao do alimento, através da diminuicdo do pH devido a degradacéo dos
carboidratos presentes na matéria prima, o que torna o meio indspito para a maioria
dos micro-organismos deterioradores e patogénicos. Adicionalmente algumas BAL
também produzem peptideos com atividade antimicrobiana (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 micro-organismos heterofermentativos utilizam na
fermentacdo de hexoses, via pentose monofosfato, produzindo, durante o processo
de conversdo de hexose em pentose, substancias aromaticas, como aldeido e
diacetil (CARR et al., 2002).

O emprego de BAL, na forma de fermento latico, para elaboracdo de produtos
lacteos fermentados é muito conhecido, principalmente na fabricacdo de leite
acidificado, iogurte e queijos. No entanto, elas também sdo usadas no
processamento de carnes, bebidas alcoodlicas e vegetais (BRUNO, CARVALHO,
2009).

O fermento latico pode ser definido como uma preparacdo microbiana
contendo numeros elevados de células de um ou mais géneros e espécies de BAL.
Sua principal funcdo € promover uma acidificacdo rapida durante 0 processo
fermentativo e assim garantir a seguranca do alimento. O fermento latico também
tem a finalidade de contribuir para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais
desejadas do produto e pode ainda oferecer beneficios a saude do consumidor,
como os proporcionados pelos probioticos (BERESFORD, WILLIAMS, 2004).

Os fermentos laticos procuram reproduzir a microbiota latica de queijos e,
portanto, sdo compostos de BAL iniciadoras ou sdo culturas starters e micro-
organismos secundarios que também sdo denominados de culturas adjuntas. As
BAL iniciadoras séo responsaveis pela producédo de acido durante a elaboracdo do
gueijo e contribuem para o processo de cura. Enquanto que oS micro-organismos
secundarios geralmente estdo envolvidos na definicdo das caracteristicas sensoriais
do queijo (BERESFORD et al., 2001).
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Os géneros de BAL mais encontrados em queijos sdo os Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus (FOX et al.,, 2000;
BERESFORD et al., 2001). A Tabela 1 apresenta a classificacdo dos géneros de BAL

de acordo com sua morfologia, temperatura de crescimento e produto formado.

Tabela 1. Diferenciacdo quanto a morfologia, temperatura de crescimento e produtos

formados pelos géneros de BAL presentes em queijos.

N . Temperatura 6tima Tipo de acido Fermentacéo de

Género Morfologia . L ,
de crescimento latico formado acucar

Lactococcus Cocos/cadeias 30°C L(+) Homofermentativa
Streptococcus  Cocos/cadeias 42°C L(+) Homofermentativa
Enterococcus  Cocos/cadeias 42°C L(+) Homofermentativa
Leuconostoc Cocos/pares 30°C D(-) Homofermentativa
Lactobacillus Bastdes/pares 30°C e 42°C D(-), L(+) e DL Homo e Hétero

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

3.2.1 Enterococos

Os micro-organismos do género Enterococcus foram descritos pela primeira
vez por Thiercelin (1899 apud DOMIG et al., 2003). Inicialmente classificados como
pertencentes ao grupo de estreptococos, proposto por Sherman (1937 apud DOMIG
et al. 2003), teve sua classificacao revista apds estudos bioquimicos, imunoldgicos e
genéticos, indicando que o0s enterococos deveriam ser separado do género
Streptococcus. O novo género Enterococcus foi oficialmente estabelecido por
Schleifer e Kilpper-Balz (1984).

O género Enterococcus inclui mais de 20 espécies, sendo o Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis os dois mais frequentes em alimentos (GIRAFFA,
2003). Este género sobrevive em condi¢cdes adversas como pH, temperatura e
salinidade extremos (CARIDI et al.,, 2003) e fazem parte da microbiota latica
secundaria dos produtos lacteos (SARANTINOPOULOS et al., 2009).

Nos queijos artesanais produzidos a partir de leite cru, os enterococos advém
da matéria-prima ou do ambiente, variando conforme as condi¢cdes de higiene do
processo e da época do ano (FONTAN et al., 2001; MEDINA et al., 2001). Sendo
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descritos como parte da microbiota natural de muitos queijos artesanais produzidos
no sul da Europa, como os queijos Feta, Kasseri, Manchego e Majonero (BRUNO,
CARVALHO, 2009). No Brasil, o género Enterococcus foi predominante entre as BAL
isoladas do queijo Coalho artesanal produzido no Ceara (CARVALHO, 2007) e no
Rio Grande do Norte (BRUNO et al., 2007). A Tabela 2 apresenta uma lista de
gueijos nos quais os Enterococcus foram citados como parte da microbiota latica

endbgena.

Tabela 2. Presenca enterococos em queijos de diferentes origens e tipos de leite.

Origem Queijo Tipo de leite Referéncia

Brasil Coalho Bovino Carvalho et al.(2007)
Brasil Coalho Bovino Bruno et al. (2007)
Franca Roquefort Bovino Devoyod (1969)

Franca Comté Bovino Bouton et al. (1998)
Franca Venaco Ovino/caprino Casalta e Zennaro (1997)
Grécia Feta Ovino Sarantinopoulos et al. (2002)
Grécia Kefalotyri Ovino Litopolou-Tzanetakiet al. (1990)
Grécia Orinotyri Ovino Prodromou et al. (2001)
Irlanda Cheddar Bovino Gelsomino et al. (2001)
Italia Montasio Bovino Basso et al. (1994)

Italia Mozzarella Bovino Morea et al. (1999)

Italia Pecorino Pardo Ovino Mannu e Paba (2002)
Italia Semicotto Caprino Suzzi et al. (2000)
Portugal Serra da Estrela Ovino Tavaria e Malcata (1998)
Espanha Armada Caprino Tornadijo et al. (1995)
Espanha Cebreiro Bovino Centeno et al. (1999)
Espanha Majonero Caprino Fontecha et al. (1990)
Espanha Manchego Ovino Nieto-Arribas (2011)
Espanha Tetilla Bovino Menéndez et al. (2001)
Espanha San Simon Bovino Garcia et al. (2001)
Espanha Quesailla Arochena Caprino Martin-Platero, 2009

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

De acordo com Foulquié-Moreno et al. (2006), ha um crescente interesse pelo
uso de Enterococcus na fabricacdo de queijos. Porém, os Enterococcus podem ser
vistos como benéficos ou prejudiciais, dependendo da sua origem, em conjunto com
aspectos de seguranca tecnoldgica e de alimentos (KAYSER, 2003; GOMES, 2008,
CEBRIAN et al., 2012).
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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, o0 uso de outras espécies de Enterococcus em queijos
€ questionado, pois h& necessidade de mais estudos sobre os aspectos clinicos e
epidemiologicos deste uso (GIRAFFA, 2002; BRUNO, CARVALHO, 2009).

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. (2009) mostraram que somente uma pequena
parcela destas espécies promoveu a reducao do pH do leite para 5,0-5,2, apds 16—
24h de incubacgéo a 37°C. Suzzi et al. (2000) observaram que o E. faecalis, isolado
de queijos artesanais italianos, reduziu o pH de leite desnatado a 4,5 ap0s 24h de
fermentacdo. Confirmando que o E. faecalis tem maior poder de acidificacdo que o

E. faecium.

A influéncia positiva dos enterococos no queijo € devida ao desenvolvimento
de caracteristicas sensoriais, através de reacdes bioquimicas durante a cura:
protedlise, lipdlise, utilizacdo do citrato e producao de compostos aromaticos volateis
(HUGAS, 2003; JAMET, 2012).

Além disto, os Enterococcus sdo capazes de produzir substancias com
potencial antagonista, como o0s acidos organicos (acido lactico), peroxido de
hidrogénio, bacteriéfago litico, enzimas proteoliticas e substancias antimicrobianas
de natureza proteica, denominadas bacteriocinas (NAIDU et al., 1999; GIRAFFA,
2003; HAJIKHANI et al., 2007; SETTANNI, 2008).

3.3 Bacteriocinas

Um grande numero de bactérias produzem, durante seu crescimento,
peptideos com atividade antimicrobiana chamados de bacteriocinas (SCHULZ et al.,
2003; ZACHAROF, LOVITT, 2012; MARTINEZ et al., 2013).

Embora possuam atividade antimicrobiana, as bacteriocinas né&o séo

classificadas como antibiéticos. Dentre as principais diferencas entre eles é que as
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bacteriocinas sdo ribossomicamente sintetizadas e produzidas durante a fase
priméria de crescimento microbiano, enquanto que os antibiéticos sdo metabdlitos
secundéarios (BEASLEY; SARIS, 2004; ZACHAROF, LOVITT, 2012). Na Tabela 3
Rosa e Franco (2002) apresentam outras diferengcas entre bacteriocinas e
antibidticos.

Tabela 3. Principais diferencas entre bacteriocinas e antibidticos (Adaptado de
ROSA, FRANCO, 2002).

Caracteristicas Antibidticos Bacteriocinas

Modo de producéao Sintetizados por enzimas Sintese ribossomal

Fase de Producéo Metabolismo secundario Metabolismo primario

Mecanismo de acéo Diversos Membrana citoplasmatica

Aplicacéo clinica Sim N&ao

Resisténcia microbiana Foram encontradas cepas | Foram encontradas cepas
resistentes resistentes

Acao de enzimas N&o sao digeridos Séo digeridos

proteoliticas do sistema

digestivo humano

Atividade antagonista € a aplicacdo mais descrita para as bacteriocinas
(GILLOR, GHAZARYAN, 2007). Entretanto, outras funcdes tém sido o assunto de
muito debate. Dobson (2011) cita que € possivel que as bacteriocinas possam
contribuir para a funcionalidade dos probioticos de varias formas, como facilitando a
introducdo e/ou dominio de um produtor num nicho ja ocupado através da
eliminacdo de patébgenos e atuando como peptideos colonizadores e/ou

sinalizadores (Figura 2).



41
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(Fonte: Adaptado de Dobson, 2011)

Figura 2 - Mecanismos de atuacdo das bacteriocinas que contribuem para a
funcionalidade de probidticos. Facilitam a introducdo e/ou dominio de um produtor
num nincho jA ocupado através da eliminacdo de patdgenos, atuando como

peptideos colonizadores e sinalizadores (Adaptado de DOBSON, 2011).

A primeira bacteriocina foi descrita por Gratia em 1925, que a chamou
inicialmente de "colicina", por que a atividade antimicrobiana foi observada pela
primeira vez através da Escherichia coli (GRATIA, 1925 apud COTTER, 2005),
atualmente s&o conhecidas muitas bacteriocinas, sendo sua nomenclatura

relacionada ao organismo produtor (YUSUF, 2013).

Existe uma grande variedade entre as bacteriocinas em tamanho, sequéncia
de aminoacidos, secrecdo e mecanismos de processamento, modificacdes pos-

traducionais e atividade antimicrobiana (COTTER et al., 2005).
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O espectro de acdo das bacteriocinas pode ser bem variado, em geral, a
atividade antimicrobiana é dirigida contra espécies Gram-positivas. Sua atividade
contra bactérias Gram-negativas tém sido descrita apenas em situacdes onde a
integridade da membrana externa foi comprometida (MARTINEZ et al., 2013).

A produgdo das bacteriocinas ocorre geralmente durante a fase log de
crescimento, sendo muitas vezes influenciado pelo quorum sensing e sinalizacao de
estresse. Sua sintese envolve quatro diferentes genes: o responséavel pela producéo
do pré-peptidio ou pré-bacteriocina; o gene responsavel pela producdo da proteina
gue confere imunidade a célula produtora; o da producdo das proteinas do
transporte que exterioriza a bacteriocina e, por fim, o0 gene que codifica uma proteina
acessoOria, ndo pertencente ao transporte, mas necessaria para a excrecdo da
bacteriocina (NES et al., 1996).

As bacteriocinas sao sintetizadas ribossomicamente na forma de preé-
peptidios ou pré-bacteriocinas biologicamente inativos. Esses pré-peptidios contém
uma sequéncia de 18 a 27 aminoacidos, apresentando 2-glicinas na regidao N-
terminal. As funcdes dessa sequéncia de aminoacidos sdo: evitar que a bacteriocina
seja biologicamente ativa dentro da célula produtora e servir como sinal de
reconhecimento para o sistema de transporte que envolve as proteinas do transporte
e uma proteina acessoria (NES et al., 1996). Segundo Moll et al. (1999), as duas
glicinas presentes na sequéncia de aminoacidos sdo as responsaveis pelo
reconhecimento da pré-bacteriocina no sistema de transporte. Apds o0
reconhecimento do pré-peptidio, a sequéncia de aminoacidos é removida, e a
bacteriocina, excretada da célula (ENNAHAR et al., 2011).

3.3.1 Classificacéo das bacteriocinas
Bacteriocinas sdo um grupo heterogéneo de peptideos e proteinas

(MARTINEZ et al., 2013). Klaenhammer (1993) prop0s a divisdo das bacteriocinas
em quatro grupos de acordo com as propriedades estruturais e fisico-quimicas. As

bacteriocinas da classe | e Il, as mais conhecidas, apresentam peso molecular
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inferior a 10 kDa e termoestabilidade. As das classes Ill e IV ndo sdo bem
conhecidas, mas apresentam peso molecular superior a 30 kDa; sdo termolabeis e
podem ser proteinas hidrofilicas ou complexos formados por proteinas, fosfolipidios
e/ou carboidratos (Tabela 4).

Tabela 4. Classificacéo das Bacteriocinas segundo Klaenhammer (1993)

Grupo |Caracteristicas

I peptidios de baixo peso molecular (<5KDa) que contém lantionina e B metil

lantionina, termoestaveis.

Il Ila |Peptidios pequenos (<10KDa), sintetizados na forma de precursores, 0s quais
saem processados depois da adesdo de dois residuos de glicina. Apresentam a

sequéncia YGNGV-C comum na parte N-terminal da molécula, termoestaveis.

Il b |Sistema de dois componentes, dois peptidios diferentes necessarios para a

formacdo de um complexo, termoestaveis.

Il c |Peptidios que requerem a presenca de residuos de cisteina na forma reduzida

para atividade biolégica da molécula, termoestaveis.

I Moléculas grandes (>30 KDa), Termolabeis

Y Moléculas complexas constituidas por proteinas e uma ou mais moléculas como

lipidios ou carboidratos e termoestaveis.

Embora muitos autores ainda citem a classificacdo feita por Klaenhammer
(1993), Outros autores propdem que a classificacdo das bacteriocinas por
caracteristicas de seus mecanismos de acdo (Figura 3), dividindo as bacteriocinas
em duas categorias distintas: A classe | agora chamada de lantibioticos, a classe Il e
suas divisbes, de nao lantibidticos, a antiga classe Il recebe uma designacao
separadamente, chamada de Bacteriolisinas. As bacteriocinas da classe IV nao
foram incluidas nesta nova proposta de classificacdo, por que exigem porcées néo

proteicas para a sua atividade e por ndo serem muito descritas na literatura
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(SAAVEDRA et al., 2004; COTTER et al., 2005; DRIDER et al., 2006; ZACHAROF,
LOVITT, 2012).

Classe Il
Classe Il Classe |

7°5°7 7% ---u--“---"----»-----u--- ?o?o
PEPPEETTTTTTTTT . T
RO O O
TEPTPTTT TPTTrTrTT 1

Peptideoglicano

Figura 3. Modo de acdo das bacteriocinas produzidas por Bactérias Acido Laticas
(Adaptado de COTTER et al., 2005

Classe I: Lantibioticos que sdo pequenos peptideos (< 5kDa) com anéis de
lantionina e B-metil-lantionina. A classe | estd subdividida em duas subclasses
de acordo com as suas similaridades estruturais:

- Subclasse la: lantibidticos catibnicos e anfifilicos que agem através da formacao
de poros na parede celular. A nisina, utilizada como bioconservador em alimentos,

pertence a esse grupo de bacteriocinas.
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- Subclasse Ib: Lantibidticos globulares que agem através da inibicdo de enzimas
(ZACHAROF, LOVITT, 2012).

E importante ressaltar que existem diferencas entre os lantibioticos
(antibiéticos que contém residuos de lantionina) e os antibidticos terapéuticos.
Os lantibiéticos sdo agentes proteicos rapidamente digeriveis por proteases do
trato gastrointestinal humano. Eles sao peptideos sintetizados ribossomicamente
e esse fato cria a possibilidade de melhorar suas caracteristicas aumentando
sua atividade e espectro de acdo. JA os antibidticos sédo considerados
metabolitos secundarios (SAAVEDRA et al., 2004).

Classe II: Nao-lantibiéticos, sdo bacteriocinas de variavel peso molecular (<10kDa),
termoestaveis, formada de aminoéacidos regulares, cujo mecanismo de acdo se
baseia na permeabilizacdo da membrana e, consequente, perda de moléculas da
bactéria alvo. Essa classe esta dividida em trés subgrupos (DRIDER et al., 2006;
ZACHAROF, LOVITT, 2012):

- Subclasse lla: Peptideos ativos contra Listeria, como a Pediocina PA-1 que tem
um limitado espectro de atividade, mas alta especificidade para agir contra Listeria
monocytogenes;

- Subclasse Ilb: Bacteriocinas formadas por dois peptideos distintos que trabalham
em sinergia dissipando o potencial de membrana, provocando a perda de ions

e/ou diminuicdo do ATP celular;

- Subclasse lIc: Pequenos peptideos termoestaveis que sao transportados por um
peptideo guia. Apenas as bacteriocinas Divergicina A e Acidocina B pertencem a

essa subclasse.

- Classe lll = Também conhecidas como bacteriolisinas, sdo moléculas grandes
de proteinas antimicrobianas e termolabeis. Seu mecanismo de acdo difere das
bacteriocinas por provocarem a lise das células bacterianas catalisando a
hidrolise da parede celular (ZACHAROF, LOVITT, 2012).
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3.3.3 Aplicagdes de bacteriocinas em alimentos

A utilizacdo de bacteriocinas de origem lactea na industria de alimentos tem
sido amplamente relatada nos ultimos anos, este fato se deve principalmente pela
ocorréncia natural de BAL em muitos alimentos, incluindo leite e produtos lacteos,
ovos, vegetais e produtos de carne (ZACHAROF, LOVITT, 2012).

O potencial de aplicacdo de bacteriocinas em alimentos inclui beneficios na
gualidade e seguranca alimentar. A utilizacdo de bacteriocinas como bioprotetores,
ou seja, agentes antimicrobianos naturais em alimentos ajuda na conservacao,
promove extensao da vida util e evita perdas por deterioracéo, reduzir a utilizacéo de
conservantes quimicos e diminuindo o risco de transmisséo de agentes patogénicos.
Apresentando-se como uma alternativa para satisfazer a crescente demanda dos

consumidores por alimentos seguros e minimamente processados (ARQUES, 2011).

A utilizacdo de bacteriocinas para controlar agentes patogénicos e bactérias
de deteriorantes foi avaliada numa variedade de alimentos, incluindo leite e produtos
lacteos (ZOTTOLA et al., 1994; RODRIGUEZ et al., 2001). Seu espectro de acio
antimicrobiana inclui patégenos de grande preocupacao para a industria de laticinios
tais como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella, Listeria
monocytogenes e L. innocua (AHMED, 2010; ARQUES et al., 2011).

Segundo Cotter (2005) as bacteriocinas produzidas por BAL sdo mais
facilmente propensas a regulamentacdo e podem ser facilmente introduzidas nos
alimentos fermentados, sem necessidade de purificacdo (COTTER, 2005). Segundo
Shea et al. (2013) as bacteriocinas podem ser introduzidas nos alimentos através da
adicdo da bacteriocina purificada ou da producéo in situ da bacteriocina, por adicdo

ou presenca da estirpe produtora.

7

A producdo de bacteriocina é influenciado por muitos fatores, os mais
importantes s&o o pH, temperatura e composicéo do meio (KECEROVA et al., 2004).
Em alimentos, outros fatores podem influenciar a producdo de bacteriocinas, tais
como a concentracdo da bacteriocina, antagonismo a outros micro-organismos, pH
do meio, presenca de enzimas proteoliticas, micro-organismos resistentes, ligacédo

aos componentes do alimento (particulas lipidicas e proteinas e inativacdo pela
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presenca de aditivos alimentares) (DAESCHEL, 1990; HOOVER; STEENSON, 1993;
ALVES et al., 2006).

Segundo Ghanbari et al. (2013) os principais aspectos a serem considerados
para utilizacdo das bacteriocinas em alimentos sdo, primeiramente a seguranca, 0O
micro-organismo produtor tem que ser considerado seguro, possuindo status GRAS
(Generally Recognized As Safe) e aprovado para uso como aditivo alimentar pelo
FDA — Food and Drug Administration.

N&o obstante, outro aspecto a ser considerado para a utlizacdo das
bacteriocinas em alimentos como a estabilidade ao tratamento térmico e a
estocagem, efetividade contra 0s principais micro-organismos patogénicos e
deteriorantes relacionados e a compatibilidade com o alimento alvo, adquirindo
assim, vantagem as bacteriocinas produzidas por bactérias advindas do alimento
alvo (GHANBARI et al., 2013).

A primeira bacteriocina foi descoberta em 1925 (GRATIA, 1925 apud
COTTER, 2005), e a sua utilizagcdo em alimentos foi proposta em 1953 (HIRSCH et
al., 1953). Segundo Cotter et al. (2005), é provavel que a humanidade tenha se
beneficiado da producdo casual de bacteriocinas em alimentos ha anos, desde a

invencao do queijo e outros alimentos obtidos de leites fermentados

A perspectiva da aplicacdo de bacteriocina em alimentos surgiu a partir da
descoberta da primeira bacteriocina advinda de BAL por Rogers, em 1928, que
verificou a atividade antagonista produzida por certas linhagens de Lactococcus
lactis. A propriedade antimicrobiana dos L. lactis foi melhor estudada e descrita em
1933 por Whitehead (WHITEHEAD, 1933 apud COTTER, 2005), sendo esta
bacteriocina nomeada como nisina em 1947 (MATTICK, HIRSCH, 1947) cujo nome é
derivado do termo "N-inhibitory substances" (NiS) adicionado ao sufixo INA (DAVIES
et al., 1998; CLEVELAND et al., 2001).

A nisina € um peptideo com 34 aminoacidos, sua ampla aplicacdo em
alimentos se da pelo seu amplo espectro de inibicdo frente a micro-organismos
Gram-positivos e por ser facilmente digerida por proteases digestivas, de forma que

nao perturba a microbiota intestinal, sendo a Unica bacteriocina aprovada para uso
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comercial, pertencendo a lista de aditivos de alimento desde 1983 como aditivo
namero E234, em 1988 foi também aprovado pela FDA, sendo aprovada para uso
como um conservante de alimento em aproximadamente 50 paises (Figura 4)
(COTTER, 2005; GUINANE et al., 2005).

Linha do Tempo: Desenvolvimento comercial da nisina

) Comercializagéo Aprovagao
D lin Descoberta da L .
escoberta das colinas o da nisina na comercial pela
nisina x .
Inglaterra Uni&o Europeia

1925 1928 1933 1947 1953

Aprovagao da nisina pela Food
Descoberta das Nomeagéo da and Agriculture Organization e Aprovag&o comercial
bacteriocinas nisina pela World health organization pelos Estados Unidos
produzidas por
Bactérias Acido
Léticas

Figura 4. Evolucéo do uso da nisina, desde sua descoberta até sua comercializacéo
(COTTER, 2005).

Comercialmente a nisina € produzida pela Danisco&DuPont© e recebe a
denominacéo de Nisaplin®, sendo indicada para todos os tipos de alimentos contra
bactérias Gram-positivas. Seu uso é permitido em diversos paises, podendo ser
utilizada em produtos como leite, queijo, produtos lacteos, tomates e outros vegetais
enlatados, sopas enlatadas, maionese e alimentos infantis. No Brasil, a nisina é
comercializado pela Fermentech© e seu uso € aprovada para uso em todos 0s tipos

de alimentos, sendo o pais pioneiro na utilizacdo dessa bacteriocina em produtos
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carneos, permitindo sua utilizacdo na superficie externa de diferentes tipos de
salsichas (DE MARTINIS, 2002).

O desenvolvimento bem sucedido da nisina € um modelo que tem estimulado
a pesquisa de novas bacteriocinas. No entanto, se faz necessario a primeiro
entender a biologia de novas bacteriocinas, elucidando suas relagbes estrutura-

funcao, producéao, imunidade, regulacédo e modo de acao (COTTER, 2005).

3.3.4 Enterocinas

As bacteriocinas produzidas por enterococos sao chamadas de enterocinas,
gue apresenta atividade antimicrobiana contra estirpes estreitamente relacionadas
com o micro-organismo produtor (POETA, 2008). Segundo Pagianni (2003) as
enterocinas tém uma grande estabilidade a ao tratamento térmico e a variacédo de

pH, possuindo um espectro de atividade antimicrobiana variavel.

A producéo de bacteriocina por enterococos foi observado pela primeira vez
em 1955 durante uma pesquisa sobre bacteridfagos, naquele tempo 0s enterococos
ainda eram classificados como subgrupo dos Streptococcus (KJEMS, 1955 apud
FRANZ et al., 2007). Desde entdo muitos esforcos tém sido empregados para

caracterizar as enterocinas bioquimica e geneticamente.

Segundo Franz et al. (2007) e Ozdemir et al. (2011), as enterocinas podem
ser agrupadas em um esquema simplificado de classificacdo baseado na

classificacao descrita por Klaenhammer (1993).

A Classe | — Enterocinas lantibidticas, possuem dois peptideos e sofrem

modificacdo pés-traducional.

A Classe Il — Enterocinas néo lantibidticas, possuem até 10kDa e nao sofrem
modificacdo pds-traducional. Esta classe pode ser subdividida em trés subclasses:
Classe II.1, enterocina da familia pediornita (enterocina A, P e enterocina

bacteriocina 31). Classe 1.2, enterocinas sintetizado sem peptideo lider (enterocina
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L50A/B, e enterocina Q). Classe 11.3, outros, enterocinas nao-lineares de tipo
enterocina pediocina (B).

Classe Il — Enterocinas composta de péptidos ciclicos e inclui peptideos
antibacterianos ciclicos como a enterocina AS-48

Classe IV — Compreendendo as grandes proteinas, labeis ao calor, tais como

enterolisina).

Essas quatro classes, especialmente os enterocinas da classe Il e lll, ttm
atraido um interesse consideravel para o seu uso potencial como conservantes
alimentares naturais, pois ndo sao toxicos e inibem bactérias patogénicas e
deteriorantes dos alimentos (KECEROVA et al., 2004; COTTER et al., 2005).

Muitas enterocinas foram identificadas ao longo dos anos, a partir de diversas
fontes. A maioria delas produzidas pelos Enterococcus faecium e E. faecalis (Tabela
5)

Tabela 5. Estudos envolvendo enterocinas de diferentes origens de isolamento.

Origem Cultura Atividade

de isolamento protetora Contra Referéncia
Fezes humana e Enterococcus Bacillus subtilis, CAMPO et al., 2001
de galinhas faecium; Staphylococcus aureus,
E. faecalis Escherichia coli
Queijo Argentino E. faecalis Listeria monocytogenes FRANZ et al., 2002
Queijo Feta E. faecium L. innocua SARANTINOPOULOS et
al., 2002
Queijo kashkaval E. faecium Listeria, Bacillus, PANTEV et al., 2002
(Bulgaro) Streptococcus
Queijo artesanal E. faecium Listeria monocytogenes ALVARADO et al., 2005

Mexicano
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Origem Cultura Atividade Referénci
de isolamento protetora Contra cla
Frutas e vegetais E. faecalis B. cereus,macroides GRANDE et al., 2007
Leite caprino E. faecium L. monocytogenes, COCOLIN, 2007
Clostridium butyricum
Intestino de E. faecium L. monocytogenes STROMPFOVA et al., 2007
Galinhas
Efluentes E. faecium L. innocua, MAREKOVA et al., 2007
industriais L. monocytogenes,
Clostridium,
E.coli
Intestino de frango  E. durans, Salmonella enterica; LEVCHUK et al., 2008
E.faecium E. Coli,
E. hirae Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejun
Salméo E. faecium L. innocua TOME et al., 2008
Leite E. faecalis S. aureus ALOMAR et al., 2008
Mangue E. faecium Lactobacillus plantarum, ANNAMALAI et al., 2009
E. facealis,
L. monocytogens
Salmonella paratyphii.
Colostro humano E. faecalis E. coli BARRAGAN et al., 2009
Leite fermentado E. faecium E. coli BELGACEM et al., 2010
da Tunisia
Frutos do mar E. faecium S.aureus, CANAMERO et al., 2010
L. monocytogenes
Maca tailandesa E. faecium S. aureus, BOHU et al., 2010
L. nnocua
Fezes de galinhas E. faecalis L. innocua BELGUESMIA et al., 2010
Fezes humanase E. faecium, L. monocytogenes BRANDAO et al., 2010
de animais E. faecalis,
E. gallinarum
E. durans
Queijo Rigouta E. faecium L. monocytogenes GHRAIRI et al., 2011
(Tunisia)
Tarag (logurte da E. faecium L. innocua, IMEN HADJI-SFAXI et al.,

Mongdlia)

L.monocytogenes

2011
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Origem Cultura Atividade

de isolamento protetora Contra Referéncia
Queijo Mossarela E. faecium L. monocytogenes, TULINIL et al., 2011
S. aureus
Queijo Peruano E. faecium, L. monocytogenes, GALVEZ et al., 2011
E.mundtii S. aureus,
Clostridium spp.
Leite fermentado E. faecium L. monocytogenes BAYOUB et al., 2011
marroquino
Peixe E. faecium L. innocua, CAMPOS et al., 2012
S. aureus
Leite e queijo de E. faecium L.'monocytogenes, RIVAS et al., 2012
ovelha L.innocua,
S. aureus.
Minas Frescal E. mundtii L. monocytogenes PINGITORE, 2012
E. faecium
Leite bovino E. faecalis E. coli GUTIEZ et al., 2013
Queijo de E. faecium L. monocytogenes. AHMADOVA etal., 2013
Azerbaijani
Queijo cottage E. faecalis L.monocytogenes, HUANG et al., 2013
E. faecium L.innocua,
E.mundtii E.coli;
S. aureus
Fezes humanas E. faecium L. monocytogenes; TURGIS et al., 2013
L. innocua,
E. coli

Franz et al. (2008) afirmaram que enterocinas, a semelhanca dos
enterococos, sao notaveis por sua diversidade e por sua distribuicdo onipresente
entre os isolados de diferentes fontes, aumentando a possibilidade de encontrar um

determinado tipo de bacteriocina adequadas para cada produto alimentar.

As duas espécies de enterococos mais frequentes em alimentos, o0s
Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis, sdo capazes de produzir
bacteriocinas com atividade anti-listeria quando crescem em leite e queijo
(GIRAFFA, 2003).
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Segundo Moreno e outros (2006) as enterocinas sao capazes de reduzir a
contagem de Listeria de 2-9 ciclos logaritimicos, dependendo do produto e da
enterocina testada. Os mesmos autores detectaram a producao de enterocinas por
E. faecium RZS C5 e DPC 1146, com acéo frente a Listeria spp.

Moreno e outros (2002) observaram que o E. faecium produziram enterocina
durante todo o periodo de elaboracdo do queijo Cheddar, indicando que a
contaminacéao do leite e do queijo pode ser controlada com uma producéo estavel de
enterocinas. Assim, o uso de um fermento adjunto, aliado as boas praticas de
fabricacédo, pode fornecer seguranca microbiologica adicional a producao de queijos
(SARANTINOPOULOS et al., 2009).

Embora exista uma preocupacdo sobre a seguranca alimentar na utilizacéo
dos Enterococcus, a utilizacdo de micro-organismos isolados a partir de produtos
tradicionais fermentados pode revelar-se segura para serem utilizados como culturas
iniciadoras, proporcionar a preservacao natural através da producédo de enterocinas
in vivo (DE VUYST et al., 2003).

Estes estudos destacam a importancia de enterococos em alimentos e do
grande potencial de suas enterocinas. No entanto se faz necessario novas

pesquisas para elucidar e possibilitar as suas utilizagcdes de modo eficiente e seguro.
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Resumo

O queijo de Coalho artesanal € um produto tipico do Nordeste Brasileiro, com
importancia expressiva para a cultura e economia do Estado de Pernambuco. A
microbiota enddégena do leite cru € fator predominante no desenvolvimento das
caracteristicas organolépticas tipicas do produto, o presente trabalho teve por
objetivo caracterizar a microbiota lactea endégena do queijo de Coalho produzido
artesanalmente nos municipios de Cachoeirinha e Arcoverde — Pernambuco/ Brasil.
O isolamento foi realizado nos meios All Purpose Medium With Tween e Man
Rogosa and Shape, a 30 e 42°C. Foram consideradas Bactérias Acido Laticas as
Gram-positivas, cocos ou bacilos, catalase negativa, produtoras de acido em leite
tornassolado. A identificacdo classicas dos géneros foi baseada na fisiologia dos
isolados. Foram isoladas 200 bactérias, 191 (95,5%) BAL. A identificacdo dos

géneros Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus e Leuconostoc. O
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conhecimento do perfil microbiano latico dos queijos estudados representa passo
importante no processo de obtencéo de certificacdo de Denominagao de Origem do
gueijo de Coalho Artesanal pernambucano.

Palavras chave: Bactérias Acido Laticas, caracterizagdo microbioldgica, microbiota

lactea enddgena.

Introducéo

Produzido ha mais de 150 anos (CAVALCANTE et al.,, 2007), o queijo de
Coalho artesanal € um produto tipico do Nordeste Brasileiro (FREITAS, 2013; SILVA
et al., 2012a). Por ser o principal queijo consumido na regidao (FONTENELE et al.,
2010) trata-se de um produto artesanal com importancia expressiva para a cultura e
para o contexto econébmico do Nordeste, principalmente nos Estados da Paraiba,
Cearda, Rio Grande do Norte e Pernambuco (SILVA et al., 2012a). Nao obstante, a
cada ano, o queijo de Coalho vem se popularizado em outras regibes do pais
(SOBRAL, 2007).

O queijo de Coalho artesanal € produzido tradicionalmente com leite cru, sem
adicdo de acido latico ou fermento, tendo a microbiota endégena como fator
predominante no desenvolvimento do sabor (MACHADO, 2011). E um queijo cuja
tecnologia de fabricacdo simples e ndo exige equipamentos sofisticados (NASSU,
2006). Sua fabricacdo inicialmente utilizava estbmago seco e salgado de animais

silvestres ou bezerros para a coagulacéo do leite (GONDIM, 1995; LIMA, 1996).

O carater singular de cada queijo é resultante de uma complexa combinacao
de fatores locais denominado de terroir (em francés) ou tipicitd (em italiano). Estas
caracteristicas peculiares do local de origem do queijo como clima, solo, umidade,
vegetacado, raca animal, processo tecnolégico de fabricacdo do queijo e a microbiota
latica enddgena, influenciam de maneira singular o produto final (CASALTA et al.,
2009; BROOME, 2007; BERESFORD et al., 2001).
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De acordo com Almeida et al. (2010) e Silva et al. (2013), o queijo de Coalho
€ uma representacdo genuina da tradi¢cdo e cultura do estado de Pernambuco, e por
esta razdo estd passando por um processo de obtencao de certificacdo de indicacédo
geogréfica, com a finalidade de lhe atribuir uma identidade prépria que ira diferencia-
lo dos demais produzidos na regido Nordeste, como uma maneira de agregar valor a
um produto tipicamente regional.

Este projeto comecou a ser desenvolvido em 2001 através da parceria entre o
Instituto de Tecnologia de Pernambuco e do SEBRAE de Garanhuns, para
desenvolver melhorias na producdo, assegurar a qualidade e obter do selo de
Indicacdo Geografica do queijo de Coalho artesanal Pernambucano. O projeto
envolve a produtores locais, pesquisadores e instituicdes publicas e de apoio. Que
promovem projetos relacionados a identificacdo e caracterizacdo de do terroir,
cadastro e capacitacdo de produtores e criacdo de cooperativas e implementacéo de
programas de autocontrole que visam melhor a qualidade higiénico-sanitaria do
produto. (SEBRAE, 2008).

Como passo importante no processo de obtencéo de certificacdo de indicacéo
geografica do queijo de Coalho artesanal de Pernambuco, o presente trabalho teve
por objetivo caracterizar a microbiota lactea enddgena do queijo de Coalho
produzido artesanalmente nos municipios de Cachoeirinha e Arcoverde, Regido

Agreste e Sertdo de Pernambuco-Brasil.

Material e métodos

Selecao e coleta das amostras de queijo

Foram coletadas duas amostras de queijo de Coalho Artesanal fabricadas em
Cachoeirinha e Arcoverde, Pernambuco — Brasil.

As unidades produtoras foram pré-selecionadas de acordo com a higiene e

com a presenca do selo do SIE (Servico de Inspecéo Estadual de Pernambuco). A
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unidades produtoras localizadas no municipio de Cachoeirinha € uma associacéo de
produtores de leite, enquanto que a unidades produtoras de Arcoverde € de

propriedade particular.

As visitas de coleta contaram com a visualizacdo completa do fluxograma de
producdo, desde a hora da chegada do leite até o produto final pronto para o
consumo. As amostras foram transportadas acondicionadas em caixas isotérmicas
e encaminhadas para analise no Laboratério de Tecnologia de Bioativos
(LABTECBIO), localizado na Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Os Municipios estudados pertencem estdo incluidos na area geografica de
abrangéncia do semiarido brasileiro, definida pelo Ministério da Integracédo Nacional
em 2005. Esta delimitacdo tem como critérios baixa umidade, temperaturas medias
anuais cerca de 26°C, indice pluviométrico inferior a 800 mm ao ano, o indice de

aridez até 0,5 e o risco de seca maior que 60%.

O Municipio de Cachoeirinha pertencente a Mesorregido Agreste
Pernambucano, Microrregido Vale do Ipojuca (latitude 08°29'11" sul, longitude
36°13'59" oeste, altitude de 536 metros). Enquanto que Arcoverde pertencente a
Mesorregido Sertdo Pernambucano, Microrregido Sertdo Moxoto (latitude 08°25'08"
sul, longitude 37°03'14" oeste, altitude 663 metros).

Preparo das amostras de queijo

Para a analise microbiana 259 das amostras de queijo foram
homogeneizadas com 50mL de solucdo de citrato de sddio 2% (m/v), previamente
aquecida a 45°C, em um homogenizador tipo Stomacher (Seward, 400), até a
completa dissolucdo. Em seguida, foi realizado um enriquecimento das amostras
com 5mL do homogeneizado inoculadas em 10mL de Leite Desnatado Reconstituido
(LDR) 12% (m/v), nas temperatura 30 e 42°C por 24 horas.
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Isolamento, purificacéo e identificacdo das BAL

O isolamento foi realizado a partir de diluicbes seriadas decimais das
amostras enriquecidas em LDR em solucdo peptonada a 0,1% (m/v), sendo
escolhida a diluicdo de 10 para plaqueamento, em duplicata, “sur-plate” no meio All
Purpose Medium With Tween - APT agar (Himedia) e “pour-plate” no meio Man,
Rogosa e Sharpe - MRS &gar (Himedia), ambas incubadas nas temperaturas de 30
e 42°C, por 48h (HALL et al., 2001). Os isolados foram mantidos em estoque
congelado a -20°C, em caldo LDR 12% (m/v) e glicerol 15% (m/v), para posterior
identificagéo (FRANK et al., 1992; HARRIGAN, 1998).

As bactérias isoladas foram identificadas através dos testes de coloracdo de
Gram (QEEL KIT — Quimica Especializada Erich, LTDA), morfologia celular, atividade
da catalase e producdo de acido em meio leite tornassolado - Litmus Milk — LM
(Himedia), sendo consideradas BAL apenas as Gram-positivas, catalase negativa,
na forma de cocos ou bacilos e produtoras de acido em leite tornassolado em até
sete dias (HALL et al., 2001).

Identificacdo dos géneros de BAL

A identificacdo dos géneros das BAL com morfologia de coco foi realizada
através de testes de crescimento com base na fisiologia dos isolados, em duplicata,
nas seguintes condi¢cdes de crescimento: temperaturas de 10 e 45°C, pH de 4,4, e
9,6; teor de NaCl 6,5% e producéo de CO, a partir da glicose. Enquanto que as BAL
em forma de bacilo foram submetidas aos testes de crescimento nas temperaturas
de 15 e 45°C, incubados, respectivamente, por 5 e 2 dias, e producdo de CO; a
partir da glicose (COGAN, 1997).

O teste de crescimento em diferentes temperaturas foi realizado em LDR
10%, enquanto que os testes de crescimento nos pH 4,4 e 9,6 e na presenca de
6,5% de NaCl foram conduzidos no caldo APT. Para o teste de producdo de CO, foi
utilizado o caldo MRS, suplementado com 5% de glicose com tubo de Durham

invertido, acrescido de uma camada de 1cm de 6leo mineral (COGAN, 1997).
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Resultados e discussao

A avaliacdo da microbiologia latica do queijo de Coalho artesanal de
Cachoeirinha e Arcoverde, Pernambuco — Brasil, foram isoladas um total de 200

bactérias, 100 do municipio de Arcoverde e 100 de Cachoeirinha.

Do total de amostras isoladas, apenas 9 (4,5%) bactérias isoladas ndo foram
identificadas, por n&o apresentaram desenvolvimento nas condi¢des de cultivo
utilizadas durante a purificacdo e identificacdo. As demais 191 (95,5%) colbnias
foram classificadas como BAL por serem Gram-positivas, na forma de cocos ou
bacilos, catalase negativa, produtoras de acido em leite tornassolado em até sete
dias (HALL et al.,, 2001). Dentre as BAL isoladas, a morfologia de cocos foi
predominante em 176 (92,15%) dos isolados, enquanto que apenas 15 (7,85%)

apresentaram morfologia de bacilos (Tabela 1).

Tabela 1. Bactérias isoladas do queijo de Coalho artesanal fabricado nos municipios

de Cachoeirinha e Arcoverde-PE, Brasil.

Cachoeirinha Arcoverde
n % n %
Amostras nao identificadas 4 4 5 5
Bactéria Acido Latica 96 96 95 95
Morfologia de Bacilo 6 6,25 9 9,47
Morfologia de coco 90 93,75 86 90,53
Total de amostras 100 100% 100 100%

Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram prevaléncia de
micro-organismos com morfologia de cocos, corroborando com Franciosi et al.
(2009) que cita a contagem de BAL em amostra de leite cru demonstraram a

predominancia de cocos sobre bacilos.

Em queijos a prevaléncia de BAL com morfologia de cocos também foi

descrita em queijos artesanais fabricado em outros paises, tais como ‘Pefamellera’ -
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Espanha (ESTEPAR et al., 1999), Valde6n de Léon - Espanha (LOPEZ-DIAZ et al.,
2000), ‘San Simon’ - Espanha (FONTAN et al., 2001), Aspromonte - Italia (CARIDI et
al.,, 2003), Genestoso - Espanha (ARENAS et al.; 2004), Manchego - Espanha
(BALLESTEROS et al., 2006), Terrincho - Portugal (MALCATA, 2008), Raschera -
ltalia (DOLCI et al., 2008).

A Figura 1 mostra os resultados obtidos neste trabalho, correlacionando a
morfologia das BAL isoladas e as diferentes condi¢des de cultivo utilizadas. Foi
possivel observar que ambos 0s meios e temperaturas empregadas proporcionaram
bom crescimento microbiano de todas as BAL. Embora o meio APT a 42°C tenha se
apresentado com melhor desempenho para o cultivo das BAL com morfologia de
cocos, enquanto que para os bacilos as melhores condicbes foram observadas em
meio MRS a 30°C.

100
90
80
70 -
60
50
40
30
20
10

BAL (%)

30°C ‘ 42°C 30°C 42°C

Meio APT ‘ Meio MRS ‘

Figura 1. Morfologia das Bactérias Acido Laticas (BAL) isoladas de queijo de Coalho
Artesanal, produzidos em Cachoeirinha e Arcoverde — Pernambuco, Brasil, “sur-
plate” no meio All Purpose Medium With Tween - APT agar (Himedia) e “pour-plate”
no meio Man, Rogosa e Sharpe - MRS &gar (Himedia), nas temperaturas de 30 e

42°C. Morfologia de Cocos ( M e morfologia de bacilos ( W
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Estes resultados obtidos podem ser justificados pela maior especificidade do
meio APT para o cultivo de micro-organismos com morfologia de cocos, enquanto
gue o MRS é particularmente seletivo para o isolamento de bacilos, uma vez que
seu pH é reduzido pela adicdo de &cido acético, favorecendo o crescimento destes
micro-organismos. (RICHTER E VEDAMUTHU, 2011).

A identificacdo dos géneros das 191 BAL isoladas e identificadas neste
trabalho revelaram a predominéncia dos géneros Enterococcus (50,7%) e
Streptococcus (20,5%), seguida pelos Lactococcus (17,8%), Lactobacillus (9,1%) e
Leuconostoc (1,9%).

Silva et al. (2012b) obteve resultados similares aos encontrados neste
trabalho, quando analisou a microbiota latica do queijo de Coalho artesanal fabricado
em Venturosa, Correntes, Capoeiras e Arcoverde, S&o Bento do Una e
Cachoeirinha. Descrevendo que o perfil &cido latico do queijo de Coalho da Regiao
Agreste de Pernambuco € constituido de Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Streptococcus thermophilus e Lactococcus lactis, sugerindo que as
caracteristicas organolépticas deste queijo estdo baseadas em um ecossistema

heterogéneo com a interacéo de todos os géneros encontrados.

A Figura 2 mostra a frequéncia dos géneros das BAL obtidos nas diferentes
condicBes de cultivo empregadas para seu isolamento e identificacdo. Através das
analises feitas neste trabalho foi possivel observar que as melhores condicbes de
cultivo para os géneros Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc
foram obtidas em meio APT, apenas o género Lactobacillus apresentou melhor
crescimento em meio MRS. Em relagéo as temperaturas empregadas a temperatura
42°C isolou a maior parte dos Enterococcus e Streptococcus, enquanto que a
temperatura de 30°C foi melhor para o isolamento dos Lactococcus, Leuconosto. e

Lactobacillus.
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Figura 2. Frequéncia dos géneros de Bactérias Acido Laticas (BAL) isoladas de
gueijo de Coalho artesanal, produzido em Cachoeirinha e Arcoverde — PE, “sur-
plate” no meio All Purpose Medium With Tween - APT agar (Himedia) e “pour-plate”
no meio Man, Rogosa e Sharpe - MRS agar (Himedia), nas temperaturas de 30 e
42°C. Enterococcus @ ), Streptococcus (H ), Lactococcus ( M), Lactobacillus (1),

Leuconostoc (1 )

A prevaléncia dos géneros Enterococcus e Streptococcus obtidos neste
trabalho, demonstra um perfil microbiano latico termofilico do queijo de Coalho
artesanal de Cachoeirinha e Arcoverde — Pernambuco, Embora alguns autores citem
0s géneros Lactococcus e Lactobacillus como predominantes para queijo frescos
produzidos artesanalmente (GUEDES NETO et al., 2005; CAVALCANTE et al., 2007,
QUEIROZ, 2008).

A presenca de Enterococcus e Streptococcus em queijos artesanais ja foi
descrita em diferentes paises, na Espanha em queijos como Quesailla Arochena
(MARTIN-PLATERO, 2009) e Manchego (NIETO-ARRIBAS, 2011), na Grécia com o
gueijo Feta (SARANTINOPOULOS et al., 2002), na Italia o Pecorino Pardo (MANNU

E PABA, 2002). No Brasil, o género Enterococcus foi predominante entre as BAL
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isoladas do queijo Coalho artesanal produzido no Cearda (CARVALHO, 2007) e no
Rio Grande do Norte (BRUNO et al., 2007).

O beneficio dos géneros Enterococcus e Streptococcus em queijos artesanais
esta relacionado ao desenvolvimento do aroma e sabor, através da intensa atividade
lipolitica, producdo de compostos aromaticos volateis a partir do citrato, como
diacetil, acetaldeido e acetoina (BULUT et al., 2005; KONGO et al., 2007).

A predominéncia dos géneros Enterococcus e Streptococcus isolados dos
gueijos de Coalho artesanal de Cachoeirinha e Arcoverde pode estar relacionada
com a temperatura ambiental elevada, que atua como fator predeterminante de
bactérias mais resistentes a temperaturas elevadas, CARIDI et al. (2003) citam que
estes géneros sobrevivem em condicdes adversas como pH, temperatura e
salinidade extremas. Condi¢des ambientais estas encontradas nos Municipios de
Cachoeirinha e Arcoverde, que estdo incluidos na area geografica de abrangéncia
do semiarido brasileiro, definida pelo Ministério da Integracdo Nacional (2005) e
delimitacdo tem como critérios baixa umidade, temperaturas meédias anuais cerca de
26°C, indice pluviométrico inferior a 800 mm ao ano, o indice de aridez até 0,5 e o

risco de seca maior que 60%.

Outros géneros isolados em menores propor¢cdes das amostras de queijo de
Coalho artesanal de Cachoeirinha e Arcoverde foram os géneros Lactococcus,
Lactobacillus e Leuconostoc. Segundo (TORRES-LIANEZ et al.,, 2006) a baixa
prevaléncia desses micro-organismos esta relacionada com a alta seletividade
necessaria para o crescimentos desses micro-organismos e baixa resisténcia a
temperaturas elevadas. A Figura 3 mostra o perfil microbiano latico dos Queijos de

Coalho Artesanais produzidos em Cachoeirinha e Arcoverde — PE.
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Figura 3. Perfil microbiano latico dos Queijos de Coalho Artesanais produzidos em
Cachoeirinha e Arcoverde — PE. Enterococcus (), Streptococcus (Jll), Leuconostoc

( W), Lactococcus ( ), Lactobacillus ()

Através dos resultados obtidos foi possivel observar a semelhanca do perfil
microbiano latico encontrado nos dois municipios estudados, Cachoeirinha e

Arcoverde (Figura 3).

Irlinger & Mounier (2009) e Ramiro (2009) que citam que 0S queijos artesanais
sofrem grande influéncia da tecnologia e o Terroir singular de cada local que o
produzem, influenciando diretamente a qualidade microbiologica latica da matéria

prima do queijo, o leite, e consequentemente seus produtos.

Situacdo encontrada nas condi¢des estudadas uma vez que, segundo Rangel
(2009) o queijo de Coalho Pernambucano tem tudo para conseguir essa obtencéo do
selo DO, uma vez que o agreste de Pernambuco apresenta em seu terroir
caracteristicas especificas para a producdo deste tipo de queijo, como a cultura
secular da producdo e consumo de laticinios, o clima e a alimentacédo do gado, que
consome racdao tradicional e palma forrageira, cacto de origem mexicana, que é hoje

um complemento indispenséavel na alimentacdo do gado.
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Segundo Neto (2010) o fluxograma de producdo do queijo de Coalho
artesanal em Pernambuco tem o fluxograma de producdo tradicionalmente

padronizado por

Conclusodes

A maior parte das bactérias isoladas (92,2%) do queijo de Coalho de
Cachoeirinha e Arcoverde — PE, foram confirmadas como BAL;

Os géneros isolados por ordem de frequéncia foram: Enterococcus,

Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus e Leuconostoc;

A semelhanca do perfil microbiano latico encontrado nos dois municipios
estudados, Cachoeirinha e Arcoverde — PE, sugere padronizacdo do queijo de
Coalho artesanal produzido em Pernambucano, através de particularidades do

Fluxograma de producéao e do terroir

Agradecimentos

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq e
a Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco -
FACEPE, pelo suporte financeiro. Processo n. IBPG-0687-5.07/09.

Referéncias

ARENAS, R.; GONZALEZ, L.;BERNARDO, A. ; FRESNO, J.M.; TORNADIJO, M.E.
Microbiological and physico-chemical changes in Genestoso cheese, a Spanish acid
curd variety, throughout ripening. Food Control 15 (2004) 271-279.



294
295
296

297

298
299
300
301

302

303
304
305
306
307

308

309
310
311

312

313
314
315
316

317

318
319
320

89

BALLESTEROS, C.; POVEDA, J.M.; GONZA'LEZ-VINAS, M.A.; CABEZAS, L.;
Microbiological, biochemical and sensory characteristics of artisanal and industrial
Manchego cheeses. Food Control 17 (2006) 249-255.

CARIDI, A.; MICARI, P.; FOTI, F; RAMONDINO, D.; SARULLO, V. Ripening and
seasonal changes in microbiological and chemical parameters of the artisanal
cheese Caprino d’Aspromonte produced from raw or thermized goat’s milk. Food
Microbiology, London, v. 20, n. 2, p. 201-209, Apr., 2003.

COGAN, T. M.; BARBOSA, M.; BEUVIER, E.; BIANCHI-SALVADORI, B,
COCCONCELLI, P. S.; FERNANDES, |I; GOMEZ, J.; GOMEZ, R,
KALANTZOUPOQOULOS, G. LEDDA, A.; MEDINA, M.; REA, M. C.; RODRIGUEZ, E.
Characterization of the lactic acid bacteria in artisanal dairy products, Journal of Dairy
Research, Cambridge, v. 64, n. 3, p. 409-421, Aug., 1997.

DOLCI, P.; ALESSANDRIA, V.; ZEPPA, G. RANTSIOU, K.; COCOLIN, L.
Microbiological characterization of artisanal Raschera PDO cheese: Analysis of its
indigenous lactic acid bacteria. Food Microbiology 25 (2008) 392—-399.

ESTEPAR, J.; SANCHEZ, M. M.; ALONSO, L., MAYO, B. Biochemical and
microbiological characterization of artisanal ‘Pefiamellera’ cheese: analysis of its
indigenous lactic acid bacteria. International Dairy Journal, v. 9, n. 10, p. 737-746,
Oct., 1999.

FRANCIOSI, E.; SETTANNI, L.; CAVAZZA, A.; POZNANSKI, E. (2009) Biodiversity
and technological potential of wild lactic acid bacteria from raw cow’s milk.

International Dairy Journal, v. 19, p. 3 — 11.



321
322
323
324

325

326
327
328
329

330

331
332
333
334

335

336
337
338
339

340

341
342

343

344
345
346
347

90

FREITAS, W. C.; TRAVASSOS, A.E.R.; MACIEL, J.F. Avaliacdo microbioldgica e
fisico-quimica de leite cru e queijo de Coalho produzidos no estado da Paraiba.
Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais, Campina Grande, v.15, n.1, p.35-42,
2013.

FONTAN, M. C. G.; FRANCO, |.; PRIETO, B.; TORNADIJO, M. E.; CARBALLO, J.
Microbiological changes in ‘San Simon’ cheese throughout ripening and its
relationship with physico-chemical parameters. Food Microbiology, v. 18, n. 1, p. 25-
33, 2001.

FORTINA, M. G.; RICCI, G.; ACQUATI, A.; ZEPPA, G.; GANDINI, A.; MANACHINI, P.
L. Genetic characterization of some lactic acid bacteria ocorring in an artisanal
protected denomination origin (PDO) Italian cheese, the Toma piemontese. Food
Microbiology, v. 20, n. 4, p. 137-404, Aug., 2003.

FRANK, J. F; CHRISTEN, G. L., BULLERMAN, L. B. Test for groups of
microorganisms. In: MARSHALL, R. T. Standard Methods for the Examination of
Dairy Products, 16 ed. Washington: American Public Health Association, 1992. Cap.
8, p.271-286.

HARRIGAN, W. F. Laboratory Methods in Food Microbiology. 32 ed. San Diego:
Academic Press, 1998.

HALL, P. A.; LEDENBACH, L.; FLOWERS, R. S. Acid-producing Microorganisms. In:
DOWNES, F. P; ITO, K. Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods. 42 ed. Washington: American Public Health Association, 2001.
Cap.19, p.201-207.



348
349
350

351

352
353
354

355

356
357
358
359

360

361
362
363
364

365

366
367

368

369
370
371
372

373

91

KLEIN, G.; PACK, A.; BONAPARTE, C.; REUTER,G. Taxonomy and physiology of
probiotic lactic acid bacteria. International Journal of Food Microbiology, v.41, n. 2, p.
103-125, 1998.

LOPEZ-DIAZ, T. M.; ALONSO, C.; ROMAN, C.; GARCIA-LOPEZ, M. L.; MORENO B.
Lactic acid bacteria isolated from a hand-made blue cheese. Food Microbiology,
London, v. 17, n. 1, p. 23-32, Feb., 2000.

MADERA, C.; GARCIA, P; JANSEN, T, RODRIGUEZ, A., SUAREZ, J. E.
Characterisation of technologically proficient wild Lactococcus lactis strains resistant
to phage infection. International Journal of Food Microbiology, v. 86, n. 3, p. 213-222,
2003.

MALCATA, F.X.; PINTADO, A.l, PINHO, O.; FERREIRAB, |. M.P.L.V.O.; PINTADO,
M. M. E.; GOMES, A. M.P. Microbiological, biochemical and biogenic amine profiles
of Terrincho cheese manufactured in several dairy farms. International Dairy Journal
18 (2008) 631—-640.

PERRY, K.S.P. Queijos: aspectos quimicos, bioquimicos e microbiolégicos. Quimica.
Nova, v.27, p.293-300, 2004.

SILVA, R.A.; LIMA, M.S.F.; VIANA, J.B.M.; BEZERRA, V.S.; PIMENTEL, M.C.B;
PORTO, A.L.F.; CAVALCANTI, M.T.H.; LIMA FILHO, J.L. Can artisanal “Coalho”
cheese from Northeastern Brazil be used as a functional food? Food Chemistry 135,
1533-1538. 2012 a



374
375
376
377
378

379

380
381
382
383

384

385
386

387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409

92

SILVA, R.A. Caracterizacdo microbioldgica, fisico-quimica, protedmica e bioativa de
gueijos de Coalho Artesanal produzidos na Regidao Agreste do Estado de
Pernambuco-Brasil. Tese apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo em
Biociéncia Animal — Area de Concentracdo em Biotecnologia da Universidade

Federal Rural de Pernambuco. Recife, 2012 b.

SILVA, R.A.; BISMARA, P.A.; R.B. MOURA; LIMA FILHO, J.L.; PORTO, A.L.F;
CAVALCANTI, M.T.H. Avaliacdo da microbiota bacteriana do queijo de Coalho
artesanal produzido na regido Agreste do estado de Pernambuco. Arg. Bras. Med.
Vet. Zootec., v.64, n.6, p.1732-1738, 2012 c.

SILVA, R.A. Boa saude com queijo de Coalho artesanal. Revista ciéncia hoje, ed.
marco/abril, vol. 51, p. 54, 2013.



coO N o o A W N

o

10
11
12

13

14

15
16

17

18

19

20

21

22

23

CAPITULO Il

Atividade antagonista de Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis
isolados do queijo de Coalho artesanal produzido nos municipios de
Cachoeirinha e Arcoverde- PE, Brasil

Ciencia ¢ ﬁg;ntecgulngial

ISSN 1413-7054 printed version
ISSN 1981-1829 online version

93



24
25
26
27
28
29

30

31
32
33

34
35

36
37
38

39

40

41

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

94

ATIVIDADE ANTAGONISTA DE Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis
ISOLADOS DO QUEIJO DE COALHO ARTESANAL PRODUZIDO NOS
MUNICIPIOS DE CACHOEIRINHA E ARCOVERDE- PE, BRASIL

THICIANE CARVALHO ALBUQUERQUE™Y, MEIRE LIMA®" MARIA TACIANA
HOLANDA CAVALCANTI® E ANA LUCIA FIGUEIREDO PORTO®

! Doutoranda do Programa P6s-graduacdo em Biociéncia Animal. Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal. Rua Dom Manoel de Medeiros s/n-Dois Irméos-CEP 52171-900, Recife — PE

2 Mestranda do Programa Pés-graduacéo em Biociéncia Animal. Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)

3 Professora do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Laboratorio de Tecnologia de Bioativos
(LABTECBIO).

Resumo

Os enterococos sdo bactérias naturalmente encontradas em varios alimentos,
desempenhando importante papel tecnolégico e no controle de micro-organismos
deteriorantes e patogénicos no leite e seus derivados, através da producdo de
determinados compostos com atividade antagonista. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a presenca de substancias com atividade antagonista produzidas por
enterococos isolados de queijo de Coalho artesanal fabricados em Cachoeirinha e
Arcoverde — PE, Brasil. O isolamento e identificacdo das bactérias do género
Enterococcus foi baseado em testes nas temperaturas 10 e 45°C, pH de 4,4, e 9,6;
teor de NaCl 6,5% e producdo de CO, a partir da glicose. A identificacdo das

espécies foi realizada através de testes com sorbitol e citrato. A atividade
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antagonista frente aos patégenos foi determinada através da metodologia Stab-over-
law modificada utilizando Listeria innocua (ATCC33090), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Escherichia. coli (ATCC 25922). Foram isoladas e identificados 309
amostras do género Enterococcus, sendo 205 (66,34%) E. faecalis e 104 (33,66%)
E. faecium. Deste total, 79,93% apresentaram atividade antagonista contra pelo
menos uma das bactérias indicadoras testadas. A L. innocua foi a mais sensivel,
inibida por 79,93% dos enterococos, seguida pelo S. aureus com 57,60% e E. coli
com 27,18%. A atividade antagonista apresentada pelos Enterococcus faecalis e E.
faecium isolados da microbiota enddgena do queijo de Coalho artesanal possuem
grande potencial no controle de bactérias patogénicas e deteriorantes neste tipo de

alimento.

Palavras chave: Queijo de Coalho, Enterococos, atividade antagonista, Listéria

1. Introducéo

O queijo de Coalho artesanal € um produto tipico do Nordeste Brasileiro,
representando um importante patriménio para a Regidao (FREITAS, 2013; SILVA et
al., 2012).

Silva (2012b) sugere que as caracteristicas organolépticas deste queijo &
baseada em um ecossistema heterogéneo de bactérias acido laticas (BAL) com a
interacdo dos géneros Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus

thermophilus e Lactococcus lactis.

O género Enterococcus inclui mais de 20 espécies, sendo o Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis os mais frequentes em alimentos (GIRAFFA, 2003).
Este género sobrevive em condi¢cdes adversas, como pH, temperatura e salinidade
extremos (CARIDI et al., 2003) e fazem parte da microbiota latica secundaria dos
produtos lacteos (SARANTINOPOULOS et al., 2009).
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As espécies do género Enterococcus influenciam através do desenvolvimento
de caracteristicas sensoriais através de reacfes bioquimicas durante a maturacao
do queijo: protedlise, lipdlise, utilizacdo do citrato e producdo de compostos
arométicos volateis (HUGAS, 2003; JAMET, 2012). Além disto, os Enterococcus séo
capazes de produzir substancias com potencial antagonista, como acidos organicos
(acido lactico), peréxido de hidrogénio, bacteri6fago litico, enzimas proteoliticas e
substancias antimicrobianas de natureza proteica, denominadas bacteriocinas
(NAIDU et al., 1999; GIRAFFA, 2003; HAJIKHANI et al., 2007; SETTANNI, 2008).

A acao antagonista de espécies de BAL contra micro-organismos indesejaveis
em alimentos tem sido descrita em varios trabalhos, muitas BAL isoladas de leite e
gueijos apresentaram poder de inibicdo frente a patdgenos e deteriorantes, como
Staphylococcus spp., Listeria spp., Salmonella spp., Bacillus spp., Pseudomonas
spp. e bactérias do grupo coliforme (VAUGHAN et al., 1994; BREASHERS, DURRE,
1999; URAZ et al., 2001; ALEXANDRE, 2002; CARIDI, 2003).

Devido a preocupacdo em preservar o queijo de Coalho artesanal e como um
produto que representa a cultura tradicional do Nordeste do Brasile visando melhorar
a qualidade tecnoldgica e sanitaria deste produto, o presente trabalho teve como
objetivo testar a atividade antagonista produzida por Enterococcus faecium e E.
faecalis obtidos do queijo de Coalho artesanal produzido nos Municipios de

Cachoeirinha e Arcoverde, PE — Brasil.

2. Metodologia
Coleta e preparo das amostras

Os Entercoccus foram isolados de cinco amostras de queijos de Coalho
artesanais produzidos nos Municipios de Cachoeirinha e Arcoverde, Regido Agreste

de Pernambuco. As amostras de queijo foram coletadas de maneira estéril,
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conservadas a 10°C e remetidas ao laboratério, onde ficaram armazenadas a 20°C
para posterior andlise.

Isolamento e purificacdo das Bactéria Acido Laticas

Para o isolamento e purificacdo das BAL as amostras de queijos foram
homogeneizadas com solugéo de citrato de sddio 2% (m/v) pré aquecida a 45°C, em
um homogenizador tipo Stomacher (Seward, 400) e inoculadas em Leite Desnatado
Reconstituido (LDR) 12% (m/v), nas temperaturas 30 e 42°C, por 24h.
Posteriormente, foram realizadas diluicbes seriadas decimais das amostras em
solucéo peptonada a 0,1% (m/v), onde a diluicdo de 107 foi plaqueada “sur-plate” no
meio All Purpose Medium With Tween - APT agar (Himedia) e “pour-plate” no meio
Man, Rogosa e Sharpe - MRS agar (Himedia), ambas incubadas nas temperaturas
de 30 e 42°C, por 48h (HALL et al., 2001).

Identificacdo das Bactérias Acido Léaticas

As bactérias isoladas foram submetidas aos testes fenotipicos e bioquimicos:
coloracdo de Gram (QEEL KIT — Quimica Especializada Erich, LTDA), morfologia
celular, atividade da catalase e producdo de acido em meio leite tornassolado -
Litmus Milk — LM (Himedia), sendo consideradas BAL apenas as Gram-positivas,
catalase negativa, na forma de cocos ou bacilos e produtoras de acido em LM em
até sete dias (HALL et al., 2001).

A identificacdo do género Enterococcus foi baseado nos testes de avaliacao
do crescimento nas temperaturas 10 e 45°C, pH 4,4, e 9,6; teor de NaCl 6,5% e
producdo de CO, a partir da glucose (HARRIGAN, 1998). A identificacdo das
espécies foi realizada através de testes com sorbitol e citrato (SCHLEIFER &
KILPPER-BALZ, 1984).
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Identificagc&o de Enterococcus Produtores de Atividade Antagonista

Para identificar os Enterococcus produtores de atividade antagonista foi
utilizado o método proposto Tagg et al. (1976) e Guedes Neto (2004). Onde os
Enterococcus isolados foram utilizados como culturas produtoras, ou seja, aquelas a
serem testadas quanto a capacidade antagonista frente a outros micro-organismos,
denominados de culturas indicadoras Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Listeria
innocua (ATCC33090), e Escherichia coli (ATCC 25922).

Os Enterococcus cultivados em agar APT a 37°C por 24 horas. Apos esse
periodo, as placas foram abertas em capela, colocando-se 1mL de cloroférmio,
deixando-o agir por 30 minutos, eliminando micro-organismos e permanecendo
apenas substancias inibidoras. Em seguida, foi vertida uma segunda camada de
Agar TSB semi-sélido contendo a bactéria indicadora na concentracdo de 10°
UFC/mL. (Escala de Mac farlland), previamente crescida em caldo TSB, a 37°C,
durante 24 horas. A placa foi novamente incubada a 37°C por 24 horas, ap0s esse
periodo foi observada a formacdo de halos de inibicdo. Halos bem definidos foram
classificados como inibicdo total, halos difusos foram classificados como inibicdo
parcial (NERO, 2005).

3. Resultados e discussao

A partir das cinco amostras de queijo de Coalho artesanal, foram isoladas,
purificadas e submetidas a identificacdo, por analises de caracteristicas fisiologicas.
Foram isoladas 609 Bactérias Acido Laticas. Destas, 309 (54,9%) do género
Enterococcus, 205 (66,3%) E. faecalis, 104 (33,6%) E. faecium.

O teste de atividade antagonista realizado com 309 Enterococcus frente ao S.
aureus (ATCC 6538), L. innocua (ATCC33090) e E. coli (ATCC 25922) identificou
gue 247 (79,9%) apresentaram atividade antimicrobiana contra pelo menos uma das

bactérias indicadoras testadas, E. faecalis com 83,4% e E. faecium 73,0%.
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Todos os Enterococcus faecalis e E. faecium que apresentaram atividade
frente a bactéria indicadora Gram-negativa, E.coli, apresentaram atividade frente as

bactérias indicadoras Gram-Positivas, L. innocua e S. aureus.

Das bactérias indicadoras testadas, a L. innocua foi a mais sensivel sendo
inibida por 247 (79,93%) dos Enterococcus, todos com inibicdo total. A atividade
antagonista frente o S. aureus esteve presente em 178 (57,60%) dos Enterococcus,
com inibicdo total apenas em 84 (65,12%) dos E. faecalis e em 31 (63,26%) dos E.
faecium. A bactéria indicadora E. coli foi inibida por 84 Enterococcus, 27,18%, com
inibicdo total em 21 (32,31%) dos E. faecalis e 6 (31,58%) dos E. faecium (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de Enterococcus faecalis e E. faecium isolados do queijo de
Coalho artesanal de Cachoeirinha e Arcoverde- PE, com atividade antagonista total*,

parcial** e ndo antagonistas a Listeria innocua, Staphylococcus aureus e Escherichia

coli .
Atividade antagonista em relacéo a

L.innocua S. aures E. coli

n % n % n %
Culturas Nao antagonistas E. faecalis 34 16,59 76 37,07 140 68,29
Culturas antagonistas E. faecalis 171 83,41 129 62,93 65 31,71
Inibic&o total* 171 100 84 65,12 21 32,31
Inibicdo parcial** 0 0 45 34,88 44 67,7
Culturas Nao antagonistas E. faecium 28 26,93 55 52,89 85 81,73
Culturas antagonistas E. faecium 76 73,07 49 47,11 19 18,27
Inibig&o total* 66 86,84 31 63,26 6 31,58
Inibicdo parcial** 10 13,16 18 36,74 13 68,42

* Presenca de halo de inibicdo bem definido; ** Presenca de halo de inibicédo difuso

Resultado semelhante ao descrito por Huang et al., (2013) que descreveu que
69,95% dos E. faecalis, E. faecium e E.mundtii, isolados do queijo fresco Cottage

produzido na Gra-Bretanha, apresentaram atividade antagonista frente a pelo menos
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um das bactérias indicadoras L.monocytogenes, L.innocua e S. aureuus. Ainda nos
estudos realizados por Huang et al., (2013) foi possivel observar o maior potencial
de atividade antagonista obtido pela E. faecalis quando comparado com o
desempenho apresentado por E. faecium e E.mundtii.

A atividade contra S. aureus concomitantemente a Listeria, pode ser
justificada por ambas pertencerem a classificacdo Gram-positiva, ja relatada como o

principal tipo de atuacao da atividade antagonistas.

Em estudos realizados com enterococos isolados de outros queijo citam a
atividade em relacéo a L innocua. (LERQY, 2003; GALVEZ et al., 2007; GALVEZ et
al., 2008. GHRAIRI, 2008), poréem com resultados de menor potencial em relacao
aos achados encontrados neste trabalho, com apenas 25,5%, sendo que 3,1%
inibicao total e 22,2% classificadas como inibicdo parcial

Apesar de a menor inibicdo ser apresentada contra o E. coli, ainda sim
apresenta-se como um resultado promissor uma vez que varios autores citam as
bacteriocinas contra micro-organismos Gram-positivos (DE VUYST et al., 2002; DE
VUYST et al., 2004; COGAN et al., 2007; CASTRO, 2011).

Pingitore et al. (2012) descreve de 408 E. faecalis e 280 E. faecium
provenientes do queijo Minas Frescal, apenas 3% e 1,7%, respectivamente,

apresentaram atividade antagonista frente a E.coli.

4. Conclusodes

O teste de atividade antagonista realizado demonstrou que 79,9% dos
Enterococcus faecium e E. faecalis isolados de queijo de Coalho dos municipios de
Cachoeirinha e Arcoverde apresentaram atividade antagonista contra pelo menos
uma das bactérias indicadoras testadas. Das trés espécies indicadoras testadas, L.
innocua foi a mais sensivel (79,93%), seguida por S. aureus (57,60%) e E. coli
(27,18%). Apesar de a menor inibicdo ser apresentada contra o E. coli, ainda sim
apresenta-se como um resultado promissor uma vez que varios autores citam as

bacteriocinas contra micro-organismos Gram-positivos.



204
205
206
207

208

209

210
211

212

213

214
215
216

217
218
219

220
221
222
223

224
225

226
227
228
229

101

Os Enterococcus isolados apresentaram atividade antagonista e estédo
presentes naturalmente em grandes quantidades no queijo de Coalho artesanal da
Regido Agreste de Pernambuco, e podem auxiliar na seguranca microbiolégica

deste produto.

Agradecimentos

A Fundacio de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco -
FACEPE, pelo suporte financeiro. Processo n. IBPG-0687-5.07/09.

Referéncias Bibliograficas

ALEXANDRE, D.P.; SILVA, M.R.; SOUZA, M.R. et al. Atividade antimicrobiana de
bactérias lacticas isoladas de queijo-de-minas artesanal do Serro (MG) frente a

microrganismos indicadores. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.54, p.424-428, 2002.

BRASHEARS, M.M.; DURRE, W.A.Antagonistic action of Lactobacillus lactistoward
Salmonella spp. and Escherichia coliO157:H7 during growth and refrigerated
storage.J. Food Protec., v.62, p.1336-1340, 1999.

CARIDI, A.; MICARI, P.; FOTI, F.; RAMONDINO, D.; SARULLO, V. Ripening and
seasonal changes in microbiological and chemical parameters of the artisanal
cheese Caprino d’Aspromonte produced from raw or thermized goat’s milk. Food
Microbiology, London, v. 20, n. 2, p. 201-209, Apr., 2003.

COTTER, P.C.; HILL, C.; ROSS, R.P. Bacteriocins: developing innate immunity for
food. Nature: Reviews microbiology, London, v.3, p777-778, 2005.

FREITAS, W. C.; TRAVASSOS, A.E.R.; MACIEL, J.F. Avaliacdo microbioldgica e
fisico-quimica de leite cru e queijo de Coalho produzidos no Estado da Paraiba.
Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais, Campina Grande, v.15, n.1, p.35-42,
2013.



230
231
232
233
234
235

236
237
238

239
240

241
242

243
244

245
246
247

248
249
250
251

252
253
254
255

102

FRANZ, C. M. A. P.; GRUBE, A.; HERRMANN, A.; ABRIOUEL, H.; STARKE, J.;
LOMBARDI, A.; TAUSCHER, B.; HOLZAPFEL, W.H. Biochemical and Genetic
Characterization of the Two-Peptide Bacteriocin Enterocin 1071 Produced by
Enterococcus faecalis FAIR-E 309 Applied and environmental microbiology, May
2002, p. 2550-2554 Vol. 68, No. 5 0099-2240/02/$04.000 DOI:
10.1128/AEM.68.5.2550-2554.2002.

FRANZ, C.M.; VAN BELKUM, M.J.; HOLZAPFEL, W.H.; ABRIOUEL, H.; GALVEZ, A.
(2007) Diversity of enterococcal bacteriocins and their grouping in a new
classification scheme. FEMS Microbiol Rev 31:293-310.

GIRAFFA, G. Functionality of enterococci in dairy products. International Journal of
Food Microbiology, v. 88, n. 2-3, p. 215-222, Dec, 2003. Review.

GUEDES NETO, L.G., SOUZA, M.R., NUNES, A.C., NICOLI2, J.R., SANTOS,

W.L.M. Atividade antimicrobiana de bactérias acido-laticas isoladas de queijos de

Coalho artesanal e industrial frente a micro-organismos indicadores. Arq. Bras.
Med. Vet. Zootec., v.57, supl. 2, p.245-250, 2005.

HAJIKHANI, R.; BEYATLI, Y.; ASLIM, B. Antimicrobial activity of enterocci strains
isolated from white cheese. International Jounal of dairy technology, Oxford, v.60,
n.2, p. 105-108, 2007.

HALL, P. A.; LEDENBACH, L.; FLOWERS, R. S. Acid-producing Microorganisms. In:
DOWNES, F. P.; ITO, K. Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods. 42 ed. Washington: American Public Health Association,
2001. Cap.19, p.201-207.

HUGAS, M. .; GARRIGA, M M.; AYMERICH, M.T. Functionalty of enterococci in meat
products. Review Meat Technology Center (IRTA), Granja Camps i Armet s/n, ES-
17121 Monells, Spain Accepted 26 February 2003. International Journal of Food
Microbiology 88 (2003) 223— 233



256
257
258

259
260
261

262
263

264
265
266
267

268
269
270

271
272
273
274

275
276
277
2178

279
280
281
282

103

JAMET, E.; AKARY,E.; POISSON, M.A.; CHAMBA, J.F.; BERTRAND, X.; SERROR,
P. Prevalence and characterization of antibiotic resistant Enterococcus faecalis in
French cheeses. Food Microbiology 31 (2012) 191e198.

MARTINEZ, F. A. C.; BALCIUNAS, E. M.; CONVERTI, A.; COTTER, P. D,
OLIVEIRA, R. P. S. Bacteriocin production by Bifidobacterium spp. A review.
Biotechnology Advances 31 482-488, 2013.

NAIDU, A.S.; BIDLACK, W.R.; CLEMENS, R.A. Probiotic spectra of lactic acid
bacteria.Crit. Rev. Food Sci. Nutr., v. 38, p.13-126, 1999.

NERO, L.A. Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli Em
leite cru, em quatro regiregides leiteiras do Brasil: a ocorrencia e fatores que
interferem na sua deteccdo. 2005 Tese (Doutorado em Ciéncia dos alimentos)
Universidade Estadual de Campinas — Sao Paulo.

SABIA, C. et al. Enterocin 416K1, an antilisterial bacteriocin produced by
Enterococcus casseliflavus IM 416K1 isolated from Italian sausages. Int J Food
Microbiol, Amsterdam, v.75, p.163-170, 2002.

SARANTINOPOULOS, P.; ANDRIGHETTO,C.; GEORGALAKI,M.D. REA, M.C,;
LOMBARDI, A.; COGAN, TM.; KALANTZOPOULOS,G.; TSAKALIDOU,E.
Biochemical properties of enterococci relevant to their technological performance.
International Dayry Jounal, v.11, n.8, p.621-647, 2009.

SCHLEIFER* AND RENATE KILPPER-BALZ. Transfer of Streptococcus faecalis and
Streptococcus faecium to the Genus Enterococcus norn. rev. as Enterococcus
faecalis and Enterococcus faecium. International Union of Microbiological
Societies. Vol. 34, No. 1. 1984.

SILVA, R.A.; LIMA, M.S.F.; VIANA, J.B.M.; BEZERRA, V.S.; PIMENTEL, M.C.B;
PORTO, A.L.F.; CAVALCANTI, M.T.H.; LIMA FILHO, J.L. Can artisanal “Coalho”
cheese from Northeastern Brazil be used as a functional food? Food Chemistry 135
(2012) 1533-1538.



283
284
285
286

287
288

289
290
291

292
293

294

104

SILVA, R.A.; BISMARA, P.A.; R.B. MOURA; LIMA FILHO, J.L.; PORTO, A.L.F;
CAVALCANTI, M.T.H. Avaliacdo da microbiota bacteriana do queijo de Coalho
artesanal produzido na regido Agreste do estado de Pernambuco . Arqg. Bras. Med.
Vet. Zootec., v.64, n.6, p.1732-1738, 2012.b

TAGG, J.R.; DAJAMI, A.S.; WANNAMAKER, L.W. Bacteriocin of Gram-positive
bacteria. Bacteriol. Rev., v.40, p.722-756, 1976.

URAZ, G.; SIMSEK, H.; MARAS, Y. The inhibitory effects of Lactobacillus casei and
Lactobacillus helveticus on Bacillus species isolated from raw milk in various salt
concentrations. Int. J. Dairy Technol., v.54, p.146-150, 2001.

VAUGHAN, E.E.; CAPLICE, E.; LOONEY, R.Isolation from food sources, of lactic
acid bacteria that produced antimicrobials. J. Appl.Bacteriol., v.76, p.118-123, 1994.



~N o o A W DN P

10

11
12

13

14

15

105

CAPITULO IlI

Producéao e caracterizacdo de enterocinas obtidas a partir do queijo de Coalho

artesanal de Cachoeirinha e Arcoverde- PE, Brasil.

LWT-

] Ssiwgwde amdl Tichinol o

ISSN: 0023-6438



16
17
18

19

20
21

22
23
24

25
26

27
28

29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

106

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE ENTEROCINAS OBTIDAS A PARTIR DO
QUEIJO DE COALHO ARTESANAL DE CACHOEIRINHA E ARCOVERDE - PE,
BRASIL

Thiciane Carvalho Albuquerque®, Meire dos Santos Falcdo de Lima'® Maria Taciana Holanda

Cavalcanti®® e Ana Lucia Figueiredo Porto®

! Doutoranda do Programa Pés-graduacdo em Biociéncia Animal. Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal. Rua Dom Manoel de
Medeiros s/n-Dois Irméos-CEP 52171-900, Recife — PE

? Mestranda do Programa Pés-graduacéo em Biociéncia Animal. Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).

® professora do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), Laborat6rio de Tecnologia de Bioativos (LABTECBIO).

Resumo

Os Enterococcus produzem durante seu crescimento peptideos com atividade
antimicrobiana chamados de enterocinas, cuja acéo € a inibicdo do crescimento de
patdgenos e de micro-organismos deterioradores de alimentos. Com o objetivo de
selecionar e caracterizar enterocinas produzidas por Enterococcus faecium e E.
faecalis isolados do queijo de Coalho artesanal fabricados em Cachoeirinha e
Arcoverde — PE, Brasil. Foram produzidas, quantificadas e caracterizadas
enterocinas com atividade antimicrobiana frente a Listeria innocua, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. As enterocinas foram avaliadas quanto a sua estabilidade
térmica (40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 e 121°C), temperatura de refrigeracdo (4°C) e
congelamento (-20°C), variacdo de pH (2-10) e acdo de enzimas proteoliticas
(Proteinase K e Lisozima). Os resultados mostram que as enterocinas produzidas
por E. faecium e E. faecalis apresentaram atividades antimicrobianas frente a L.
innocua, S. aureus e E. coli., sendo estaveis ao tratamento térmico, as temperaturas

de refrigeracao e ao congelamento, variacédo de pH, sendo hidrolisadas na presenca
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de enzimas proteoliticas. Sendo assim, as enterocinas aqui descritas se apresentam
como um promissor conservante biolégico, para melhoria da qualidade

microbioldgica e a seguranca de alimentos.

Palavras chave: Queijo de Coalho artesanal, Enterococcus, Enterocina.

Abstract

The Enterococcus produce during their growth peptides with antimicrobial activity
called enterocins , whose action is the inhibition of growth in pathogens and spoilage
micro -organisms in foods. In order to select and characterize enterocins produced
by Enterococcus faecium and E. faecalis isolated from cheese curd handmade and
manufactured in Cachoeirinha Arcoverde - PE, Brazil. Quantified and characterized
enterocins with antimicrobial activity toward Listeria innocua, Staphylococcus aureus
and Escherichia coli were produced. The enterocins were evaluated for thermal
stability (40 , 50, 60, 70, 80, 90, 100 and 121°C ) , refrigeration temperature (4°C)
and freezing (-20°C), pH range (2-10) and action of proteolytic enzymes (Proteinase
K and Lysozyme). The results show that enterocins produced by E. faecalis and E.
faecium are show antimicrobial activity against the L. innocua, S. aureus and E. coli. ,
being stable to heat , refrigeration and freezing temperatures, varying pH treatment ,
being hydrolysed in the presence of proteolytic enzymes. Thus, the enterocins
described here are presented as a promising biological preservative to improve the

microbiological quality and safety of food.

Keywords: Artesanal “Coalho Cheese, Enterococcus, enterocin.
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1. Introducéo

As Bactérias Acido Laticas (BAL) sdo um grupo de micro-organismos Gram-
positivos, catalase negativos, ndo formadores de esporos e que crescem sob
condi¢Bes microaerdfilas ou estritamente anaerdbicas (KLEIN et al., 1998).

O papel das BAL na fermentacdo de alimentos é duplo, pois elas produzem
acidos que modificam as propriedades organolépticas do produto, além de peptideos
com atividade antimicrobiana, chamadas de bacteriocinas (MADERA et al., 2003;
MARTINEZ et al., 2013).

A utilizacdo de bacteriocinas de origem lactea na industria de alimentos tem
sido amplamente relatada nos dltimos anos, este fato se deve principalmente pela
ocorréncia natural de BAL em muitos alimentos, incluindo leite e produtos lacteos,
ovos, vegetais e produtos de carne (ZACHAROF, LOVITT, 2012).

A nisina € a unica bacteriocina aprovada para uso comercial, sendo aprovada
para uso como um alimento conservante em aproximadamente 50 paises (GUINANE
et al., 2005). O desenvolvimento bem sucedido da nisina € um modelo que tem
estimulado a pesquisa por novas bacteriocinas nos ultimos anos. No entanto, se faz
necessario a primeiro entender a biologia de novas bacteriocinas, elucidando suas
relacbes estrutura-funcdo, producdo, imunidade, regulacdo e modo de acdao
(COTTER, 2005).

As bacteriocinas produzidas por enterococos sao chamadas de enterocinas,
gue apresenta atividade antimicrobiana frente estirpes estreitamente relacionadas
com o0 micro-organismo produtor (POETA, 2008). Segundo (PAPAGIANNI, 2003) as
enterocinas tém uma grande estabilidade a ao tratamento térmico e a variacédo de

pH, possuindo um espectro de atividade antimicrobiana variavel.

Franz et al. (2008) afirmaram que enterocinas, a semelhanca dos
enterococos, sao notaveis por sua diversidade e por sua distribuicdo onipresente
entre os isolados de diferentes fontes, aumentando a possibilidade de encontrar um

determinado tipo de bacteriocina adequadas para cada produto alimentar.
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Como uma alternativa a nisina, enterocinas tém sido estudadas para a
potencial de aplicacdo como aditivo alimentar para o controle de micro-organismos
indesejaveis (NASCIMENTO, 2008). Deste modo, objetivou-se produzir e
caracterizar enterocinas de Enterococcus faecium e E. faecalis isolados do queijo de

Coalho artesanal produzidos em Cachoeirinha e Arcoverde — PE, Brasil.

2. Metodologia

Amostras de Enterococcus

Foram utilizados neste trabalho 247 Enterococcus, sendo 171 E. faecalis e 76
E. faecium previamente isolados e identificados de amostras de Queijos de Coalho

Artesanais produzidos nos Municipios de Cachoeirinha e Arcoverde-PE, Brasil.

Producéo de enterocinas

As amostras de Enterococcus foram crescidas em caldo All Purpose Medium
With Tween (APT) a 37°C por 24 horas. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas a 10.000rpm durante 5 minutos a 4°C o obtido o sobrenadante livre de
células (SLC), o processo de centrifugacdo foi repetido por mais duas vezes de
modo a garantir que o sobrenadante estivesse livre de células (MARTINS et al.,
2002).

O SLC teve o pH ajustado em 6,5 com solucdo NaOH 1M, para eliminar
possivel efeito antimicrobiano provocado pelo acido latico, também foi tratado em
banho maria a 95°C por 10 minutos e esterilizado por filtracho em membrana de
ésteres mistos (0,22um, Syringe Filter), para retirar possivel efeito de enzimas
proteoliticas e do perdxido de hidrogénio (GHALFI et al., 2006; LAUCOVA, 2011).
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Determinacgao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos SLC foi realizado frente as bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Listeria innocua (ATCC 33090), e Escherichia
coli (ATCC 25922), previamente crescidas em caldo TSB, a 37°C por 24 h. Para isso
foi realizado em uma placa de microtitulacdo de 96 pocos (Nunc), onde cada pogo
recebeu o meio de cultura liquido caldo TSB, o inéculo da estirpe padrdo contendo
1,5x10% UFC/mL (escala de Mac farlland) e amostra do SLC para um volume final de
100l (NCCLS, 2003). A placa de microtitulagéo foi incubada a 37°C por 24 horas.

Apés este periodo, 30ul de solugdo resazurina (Resazurina ensaio de
viabilidade celular Kit, Biotium Inc.) foi adicionado a cada poco, incubando a placa
por mais 30 minutos. A coloragdo cor-de-rosa ou a falta de cor (incolor) indica o
crescimento de bactérias, enquanto que a cor roxa ou azul indica a inibicdo do
crescimento da bactéria indicadora pela presenca de atividade antimicrobiana
(PALOMINO et al., 2002).

Em seguida, o conteido dos pocos foi incubado agar Trypticase Soy Broth
(TSB) a 37°C, possibilitando avaliar o carater bactericida ou bacteriostatico da SLC
através da observacao da presenca ou auséncia de crescimento das placas apos 24

horas.

Determinacao da atividade antimicrobiana cruzada

Os SLC produzidos tiveram sua atividade antimicrobiana avaliada frente aos
Enterococcus isolados, avaliados utilizando a mesma metodologia descrita no item
anterior de determinacdo da atividade antimicrobiana das enterocinas (PALOMINO
et al., 2002).

Quantificacdo da atividade antimicrobiana da enterocina

Apenas dos SLC que apresentaram atividade antimicrobiana contra as trés

bactérias indicadoras testadas foram submetidas ao teste de quantificacdo da
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atividade antimicrobiana. Para isso, os SLC foram diluidos sucessivamente na
proporcéo 1:1 com solugéo-tampéao fosfato de s6dio 10 mM pH 7,0, de acordo com o
método de diluicdo critica de Mayr-Harting et al (1972) para as seguintes diluicbes: 1
(sem diluicdo),1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32.

As diluicbes foram avaliadas em duplicata pelo método de difusdo em pocgos
contra as bactérias indicadoras: L. innocua ATCC33090, S. aureus ATCC 6538 e E.
coli ATCC 25922, preparados de acordo com a escala de McFarland para
10%UFC/mL, previamente crescidas em caldo TSB, & 37°C por 24 h. As placas foram
incubadas em duplicatas a 37°C por 24 horas. Posteriormente os halos de inibicéo
formados foram medidos em milimetros com o auxilio de um paquimetro. A
guantificacdo da atividade dos SLC foi expressa em unidade arbitraria por mililitro
(UA/mL), definida pela medida do maior halo de inibicdo multiplicado pela constante
100 (KAWAMOTO et al., 2002).

Caracterizacao das enterocinas

As enterocinas foram caracterizadas em relacdo a estabilidade quanto ao pH,
temperatura e a susceptibilidade diante da acdo de enzimas proteoliticas. O método
utilizado foi descrito por Todorov e Dicks (2007). Cada amostra de enterocina teve
sua atividade antimicrobiana determinada em UA/mL (Unidades arbitrarias por mL)
previamente ao tratamento a ser testado. A atividade residual (%) foi determinada
através da técnica de difusdo em pocos, em triplicata, contra as bactérias
indicadoras: L. innocua ATCC33090, S. aureus ATCC 6538, e E. coli ATCC 25922,
preparados de acordo com a escala de McFarland para 102UFC/mL, previamente
crescidas em caldo TSB, a 37C por 24 h. As placas foram incubadas em estufas a
37°C por 24 horas, posteriormente os halos de inibicdo formados foram medidos em

milimetros com o auxilio de um paquimetro, onde a seguinte formula foi utilizada

para calcular a atividade residual: 4-R-(%) = HT — 9x100/HC- 9.

HT= halo apds tratamento (mm), HC=halo controle (mm), AR=atividade residual (%), 9 = constante
(tamanho do poco).
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Para observar a estabilidade ao tratamento térmico as amostras foram
submetidas as temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C por 30 minutos e a
121°C por 10 e 20 minutos.

As aliquotas das enterocinas foram estocadas por dois meses sob
congelamento (-20°C) e sob refrigeracdo (4°C), a cada 15 dias foi determinada a

atividade antimicrobiana residual das amostras.

Para a estabilidade das enterocinas frente a variacdo de pH, as amostras de
enterocinas tiveram seus pH em 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10, sendo o ajuste feito com

solugéo de NaOH 1M e HCI estéreis e tampéao Tris.

Para o teste de estabilidade frente acdo de enzimas proteoliticas, as amostras
de enterocinas foram submetidas ao efeito das enzimas: Proteinase K e Lisozima
nas concentracoes finais de 0,1Img/mL e 1mg/mL, com incubacao durante 2 horas.
Apés esse periodo as enterocinas foram submetidas a 80°C por 10 minutos para

inativacao das proteases.

Avaliacdo das propriedades tecnoldgicas

Para a avaliacdo da capacidade tecnologica foi avaliada a capacidade
acidificante dos Enterococccus maiores produtores de enterocinas, sendo um E.
faecalis e um E. faecium. As culturas foram preparadas através do crescimento por
18 horas em meio caldo APT, em seguida foram centrifugadas, lavadas com agua
peptonada e inoculada (1% v/v) em Leite Desnatado Reconstituido (LDR), sendo
incubadas a 37°C. As medidas do pH foram realizadas apés 6, 12 e 24 horas apés a
inoculacao (FRANCIOSI et al.; 2009).

Para a avaliacdo de capacidade tecnolégica de atividade proteolitica
extracelular qualitativa, as suspensfes bacterianas preparadas conforme descrito
para atividade acidificante, foram repicadas na superficie de placas contendo meio
sélido composto por 10 % (p/v) de leite desnatado e 2 % de agar sendo incubadas a
37°C. A atividade proteolitica qualitativa foi indicada pela presenca de uma zona

clara ao redor das colonias (JONES et al., 2007)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Producéo e Selecao de Enterococos

Foram avaliados neste trabalho 247 sobrenadantes livre de células (SLC)
produzidos a partir dos Enterococcus isolados do queijo de Coalho artesanal, sendo
171 de E. faecalis e 76 de E. faecium.

Na determinacdo da atividade antimicrobiana dos SLC, L. innocua foi a
bactéria indicadora mais sensivel, inibida por 75 (43,85%) dos SLC produzidas pelos
E. faecalis e 27 (35,53%) produzidos pelos E. faecium. Em seguida, a bactéria
indicadora S. aureus apresentou-se sensivel a 43 (25,14%) e 15 (19,74%) dos SLC
produzidos por E. faecalis e E. faecium, respectivamente. A bactéria indicadora com
menor sensibilidade foi E.coli, inibida por 28 (16,37%) dos SLC produzidos por
Enterococcus faecalis e 7 (9,21%) E. faecium.

Foi observada atividade antimicrobiana simultdnea as trés Dbactérias
indicadoras em 28 (16,37%) dos SLC produzidos por E. faecalis e 7 (9,21%) dos E.
faecium, propriedade utilizada como critério para a selecdo do melhor produtor de

enterocina. (Tabela 1).
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana de sobrenadantes livre de células produzidos por
Enterococcus faecalis e E. faecium, isolados do queijo de Coalho artesanal de
Cachoeirinha e Arcoverde — PE, frente a Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Listeria innocua (ATCC 33090), e Escherichia coli (ATCC 25922).

Sobrenadante livre de Atividade antimicrobiana

células Listeriainnocua| Staphylococcus aures Escherichia coli

Enterococcus faecalis

28 (16,37%) + + +
15 (8,77) + T

32 (18,71%) +

Total = 75 (43,85%)

96 (56,14%) - - -
Total = 171 | (100%)

Sobrenadante livre de Atividade antimicrobiana

células Listeriainnocua | Staphylococcus aures Escherichia coli

Enterococcus faecium

7 (9,21%) + + +
8 (10,53%) + +

12 (15,79%) +

Total = 27 (35,53%)

49 (64,47%) - - -
N Total 76 (100%)

Todos os SLC produzidos por Enterococcus faecalis e E. faecium que
apresentaram atividade antimicrobiana frente a bactéria indicadora Gram-negativa,
E.coli, apresentaram atividade frente as bactérias indicadoras Gram-Positivas, L.

innocua e S. aureus.

A avaliacdo do efeito bactericida ou bacteriostatico das atividades
antimicrobianas produzidas pelos SLC produzidos por Enterococcus faecalis e E.
faecium foi possivel verificar a auséncia de crescimento em 100% das amostras

apos 24 horas, demonstrando a a¢ao bactericida das amostras.
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Determinacgéo da atividade antimicrobiana cruzada

Nos testes de determinagdo da atividade antimicrobiana cruzada dos SLC
frente a seus Enterococcus produtores. Neste teste nenhum SLC foi capaz de inibir
seu respectivo Enterococcus produtor, demostrando que todos os isolados
apresentaram imunidade as suas respectivas enterocinas. Caracteristica descrita
como desejavel para micro-organismos com potencial bioconservador (HOLZAPFEL,;
GEISEN; CHILLINGER, 2005).

Quantificacéo da atividade antimicrobiana

A quantificacdo da atividade antimicrobiana foi realizada com os 35
enterococos que apresentaram atividade antimicrobiana contra as trés bactérias
indicadoras simultaneamente, sendo 28 produzidos por E.faecalis e 7 por E.

faecium.

Na Figura 1A apresenta os resultados obtidos na atividade antimicrobiana das
enterocinas produzidas por E. faecalis com as maior atividade antimicrobiana de
1450 UA/mL, 1350 UA/mL, e 820 UA/mL, frente a L. innocua, S. aureus e E. coli,
respectivamente. Enquanto que a menor atividade antimicrobiana com 850UA/mL

frente a L. innocua e S. aureus e 270 UA/mL frente a E. coli.

Na Figura 1B apresenta os resultados obtidos na atividade antimicrobiana das
enterocinas produzidos por E. faecium com as maiores atividade antimicrobiana de
1380 UA/mL, 1350 UA/mL, e 800 UA/mL, frente a L. innocua, S. aureus e E. coli,
respectivamente. Enquanto que a menor atividade antimicrobiana com 820UA/mL

frente a L. innocua, 480UA/mL S. aureus e 215 UA/mL frente a E. coli.
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Figura 1. Quantificacdo* da atividade antimicrobiana (UA/mL)** das enterocinas
produzidas por E. faecalis (A) e E. faecium (B), isolados do queijo de Coalho
artesanal de Cachoeirinha e Arcoverde — PE, frente a L. innocua ATCC 33090 (1 ),
S. aureus ATCC 6538 ( ), e E. coli ATCC 25922 ( [

*As enterocinas foram diluidas sucessivamente na propor¢do 1:1 com solucéo-tampé&o fosfato de

sédio 10mM pH 7,0, de acordo com o método de diluigéo critica de Mayr-Harting et al (1972) para as
seguintes concentragdes: 1 (solucéo original),1/2, 1/4, 1/8, 1/16 e 1/32.

* UA/mL - Unidade arbitraria por mililitro

Segundo Ennahar et al., (2011) as enterocinas caracterizam-se pela sua forte
atividade anti-listéria. Laukova et al. (2008), descreveram de 1100UA/mL  de
atividade antimicrobiana para o SLC produzidos por E. faecalis isolados de

descreveram atividade antimicrobiana, o qual apresentou contra L. innocua.

O micro-organismo indicador que apresentou menor percentual de inibicdo
pelas enterocinas avaliadas neste trabalho foi a bactéria com 270 UA/mL e 215
UA/mL para E.faecalis e E. faecium, respectivamente. Porém os resultados podem

ser descritos como promissores uma vez que, poucas bacteriocinas caracterizadas
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atté o momento apresentaram atividade contra bactérias Gram-negativas
(CLADERA-OLIVERA et al., 2004; JENNES, 2010).

Os valores observados na quantificagdo da atividade antimicrobiana obtidos
neste trabalho mostraram valores superiores ao descrito na literatura por Sabia et
al., (2009), que caracterizaram duas enterocinas produzidas por E. casssellflavus e
E. faecalis isolados de salame italiano fermentado, onde as atividades

antimicrobianas foram de 450 e 620 UA/mL, respectivamete.

Caracterizacao das enterocinas
Para os testes de caracterizacdo das enterocinas foram utilizados duas
amostras que apresentaram maiores valores de atividade antimicrobiana para todas

as bactérias indicadoras, sendo uma produzida por E. faecalis e outra E. faecium.

Estabilidade ao tratamento térmico

Na avaliacdo da estabilidade ao tratamento térmico, as enterocinas
permaneceram com no minimo 70% de suas atividades antimicrobianas iniciais até a
temperatura de 100°C. Os menores valores de atividade antimicrobiana foram
verificados quando as enterocinas foram submetidas a 121°C por 20 minutos, com
atividade antimicrobiana residual média em torno de 20%. ndo houve inativacao por
nenhuma amostra testada para as enterocinas produzidas por E. faecalis e E.
faecium. As enterocinas produzidas pelos E. faecium e E. faecalis estudados neste

trabalho podem ser consideradas resistentes ao aquecimento (Figura 2).
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Figura 2. Atividade antimicrobiana residual (%) apds tratamento térmico* de
enterocinas produzidas por Enterococcus faecalis (A) e E. Faecium (B) isolados do
gueijo de Coalho de Cachoeirinha e Arcoverde — PE, frente a L. innocua ATCC
33090 ( M), S. aureus ATCC 6538 (M ), e E. coli ATCC 25922 ().

* As amostras foram submetidas as temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C por 30 minutos e a
121 por 10 e 20 minutos.

Todorov (2006), Moreno et al. (2002) citam que a estabilidade da bacteriocina
ao aquecimento € uma caracteristica desejavel, e muito importante para aplicacao

destas em alimentos.

Kawamoto et al., 2012 demostram que a bacteriocina mundicitina (enterocina
produzida pela E. mundtii) manteve 50% de sua atividade quando exposta a 100°C
por 20 minutos. Enquanto que JENNES et al., 2010), avaliando a estabilidade da
enterocina O12, obteve em seus resultados que a mesma apresentou 75% de sua
atividade apds 10 minutos a 121°C, mas a 80°C por 30 minutos perdeu 50% de sua
atividade, concluindo que, além da temperatura em que sdo expostas, o tempo de

exposicao é determinante na manutencao da atividade antimicrobiana.
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Estabilidade a refrigeracédo

Nas enterocinas armazenadas sob refrigeracdo foram observadas os
menores valores de atividade antimicrobiana, onde a enterocina produzida pelo E.
faecium (Figura 3B) perdeu totalmente a sua atividade antimicrobiana apds 60 dias
de estocagem, para as trés bactérias indicadoras testadas. a enterocina produzida
pelo E. faecalis (Figura 3A) foi mais estavel, onde os menores valores de atividade
antimicrobiana foram obtidos entre 45 e 60 dias de estocagem, principalmente

menor frente a e.coli .

359
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Figura 3. Atividade antimicrobiana residual (%) de enterocinas produzida por
Enterococcus faecalis (A) e E. Faecium (B) isolados do queijo de Coalho de
Cachoeirinha e Arcoverde — PE, estocadas por dois meses sob refrigeracao*(4°C),
frente a L. innocua ATCC 33090 ( mm ), S. aureus ATCC 6538 (mm ), e E. coli ATCC
25922 ().

*Atividades antimicrobiana residual determinada em intervalos de 15 dias.
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Estabilidade ao congelamento

Na estocagem a -20°C, nenhuma enterocina perdeu a atividade
antimicrobiana com 60 dias de estocagem. A enterocina E. faecalis (Figura 4A)
manteve mais de 80% de sua atividade apés 60 dias de congelamento, para todas
as 3 bactérias indicadoras testadas.

A enterocina produzida pelo E. faecium (Figura 4B) apresentou-se mais

instavel apresentando menores valores de atividade residuais entre 40 e 50% apdés
60 dias de estocagem.
100
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Figura 4. Atividade antimicrobiana residual (%) de enterocinas produzida por
Enterococcus faecalis e E. faecium isolados do queijo de Coalho artesanal de
Cachoeirinha e Arcoverde — PE, em estoque congelado ( -20°C)* frente as bactérias
indicadoras L. innocua ATCC 33090 ( ), S. aureus ATCC 6538

(mm), e E. coli ATCC 25922 ( ).

*Atividades antimicrobiana residual determinada em intervalos de 15 dias.
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A manutencdo da atividade antimicrobiana residual apés o periodo de
estocagem de dois meses a -20°C observada nas enterocinas de E. faecium e
E.faecalis deste trabalho, € uma caracteristica muito importante para a sua aplicacdo
em alimentos (GHANBARI et al.; 2013)

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho foram descritos para
enterocinas produzidas por E. casselliflavus e E. faecalis, isoladas de salsichas
italianas, que mantiveram sua estabilidade em 70 % ap6s 2 meses de estocagem a -
20°C (Sabia et al.; 2004) e em outros casos com 67% pela enterocina, produzida
por E. faecium (Cintas et al, 2007) e com 60% enterocina, produzida por E. faecium
EK13 (MAREKOVA et, al, 2007).

Estabilidade a variacdo de pH

Nenhuma das enterocinas produzidas pelos E.faecium e E.faecalis testadas
apresentaram diminuicdo da atividade antimicrobiana em até 40% frente a variacao
de pH.

Os menores valores de atividades antimicrobianas foram observados para nos
valores pH mais alcalinos (8, 9 e 10). Aproximadamente 80 % da atividade
antimicrobiana foi mantida entre os pH 5 a 7, e os melhores resultados foram

observadas na faixa acida de pH (2 a 4) (Figura5 A e B).
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Figura 5. Atividade antimicrobiana residual (%) de enterocinas produzida por
Enterococcus faecalis e E. faecium isolados do queijo de Coalho artesanal de
Cachoeirinha e Arcoverde — PE, em variados pH, frente as bactérias indicadoras L.
innocua ATCC 33090 (Il ), S. aureus ATCC 6538 (M), e E. coli ATCC 25922 ( [)

* As amostras de enterocinas tiveram seus pH ajustados entre 2 e 10, com acréscimo de uma
unidade entre eles, sendo o ajuste feito com solugdo de NaOH 1M e HCL estéreis e tampdo Tris.

A manutencéo da atividade antimicrobiana das enterocinas em amplas faixas
de pH é descrita como uma caracteristica desejavel; permitindo sua utilizacdo em
alimentos de pH acido, como € o caso do queijo de Coalho e em alimentos
fermentados em geral, que possuem o pH baixo devido ao crescimento natural das
BAL (FRANZ et al., 2006).

Estabilidade a acdo de enzimas proteoliticas

O resultado da estabilidade da atividade antimicrobiana das enterocinas frente

a acao de enzimas proteoliticas, demonstrou que a proteinase k, nas concentracdes
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de 0,1 e 1 mg/mL, inativou as enterocinas produzidas pelos E. faecalis e E. faecium,
frente todas as bactérias indicadoras testadas, L. innocua ATCC33090, S. aureus
ATCC 6538 e E. coli ATCC 25922. Resultado esse que sugere a natureza proteica

dessas enterocinas.

A lisozima nado inativou as enterocinas produzidas por E. faecalis e E.
faecium, contudo reduziu os seus valores de atividade antimicrobiana em até 70%
guando utilizada na sua maior concentragcédo (1mg/mL), frente ao micro-organismo

indicador E.coli. (Figura 6).

70 50
60
50
40
30

20

Atividade residual (%)
Atividade residual (%)

0,1mg/mL 1mg/mL 0,1mg/mL 1mg/mL

Concentracao de Lisozima Concentracao de Lisozima

Figura 6. Atividade antimicrobiana residual (%) de enterocinas produzida por
Enterococcus faecalis (A) e E. faecium (B) isolados do queijo de Coalho artesanal de
Cachoeirinha e Arcoverde — PE, submetidas a presenca de Lisozima (a 0,1mg/ML e
1mg/mL), frente as bactérias indicadoras L. innocua ATCC 33090 ( M), S. aureus
ATCC 6538 (), e E. coli ATCC 25922 ([1).

Rosa Franco (2002) citam que além da capacidade de inibicdo de micro-

organismos indesejaveis e estabilidade ao aquecimento, a biodegradacdo das
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enterocinas por enzimas digestivas é desejavel, tornando-a mais segura para serem

utilizadas em alimentos.

Varios trabalhos relatam que as enterocinas apresentam susceptibilidade a
proteinase K, e sdo parcialmente inativadas por outras enzimas como pela
qguimosina, tripsina e lisozima (FLORIANO et al., 2008; JENNES et al., 2010;
KAWAMODO et al., 2012; MORENO et al., 2002; PARK et al., 2003).

Avaliacdo das propriedades tecnoldgicas

O resultado da capacidade de acidificacdo observado pelos Enterococcus
produtores de enterocinas, demonstrou o pH do leite foi reduzido somente apos 12
de incubacéao, de 6,5 para 5,3 pela enterocina produzida pelo E. faecalis e 5,2 pela
enterocina produzida pelo E. faecium. Apos 24 horas foi promovida a coagulacéo do
leite, o pH alcancou valores de 4,6 e 4,5, para E. faecalis e E. faecium,

respectivamente.

Esses dados demonstram que os Enterococcus faecalis e E. faecium testados
neste trabalho podem ser classificados como produtores lentos de acido, uma vez
gue segundo BERESFORD (2001), para uma cultura latica ser considerada
produtora rapida de acido, ela deve reduzir o pH do leite do seu valor normal (6,6)
para 5,3 em 6h de incubacéo a temperatura adequada, esta caracteristica pode ser

atribuida a uma BAL iniciadora.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com HUGAS (2003) e
JAMET (2012) que citam que as espécies do género Enterococcus pertencem a
microbiota latica secundaria e apresentam geralmente baixa capacidade de reduzir o
pH do leite e que a influéncia tecnoldgica positiva dos enterococos no queijo é da
pelo desenvolvimento de caracteristicas sensoriais, através de rea¢cdes bioquimicas
durante a cura: protedlise, lipdlise, utilizacdo do citrato e producdo de compostos

aromaticos volateis
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Pesquisas realizadas por Durlu-Ozkaya et al., 2001 e Sarantinopoulos e et al.
(2009) mostraram resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho onde os
Enterococcus promoveram a reducao do pH do leite para 5,0-5,2, apés 16—24h de
incubagédo a 37°C. Suzzi et al. (2000) observaram que o E. faecalis, isolados de
queijos artesanais italianos, reduziu o pH de leite desnatado a 4,5 apds 24h de

fermentacéo.

Para a determinacdo da atividade proteolitica extracelular qualitativa, a
presenca de uma zona clara ao redor das colonias nas placas indicou a atividade

proteolitica em todas as amostras de E. faecium e E. faecalis,

Segundo McSWEENEY (2004) a protedlise € uma caracteristica tecnologica
desejavel uma vez que € responsavel pelo desenvolvimento de muitas
caracteristicas organolépticas nos queijos, Um dos papéis mais importantes da
protedlise estad na producédo de compostos volateis, que contribuem para o sabor e

aroma dos queijos.

Apesar do importante papel da atividade proteolitica, Carvalho (2007) ressalta
a importancia da quantificacdo desta protedlise uma vez que 0 uso de
microrganismos com grande capacidade proteolitica provoca o amolecimento na

textura dos queijos, o que pode nédo ser muito desejado para o queijo de Coalho.

Assim o0s resultados obtidos para capacidade proteolitica mostram que as
culturas avaliadas podem ser utilizadas na elaboracéo de um fermento latico para a

fabricacédo de queijo de Coalho.

CONCLUSOES

Os Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis isolados do Queijo de
Coalho artesanal de Cachoeirinha e Arcoverde — PE produziram enterocinas com
atividade antimicrobiana frente a Listeria innocua, Staphylococcus aureus e

Escherichia coli.



510
511
512
513
514

515
516
517
518
519

520

521

522
523

524

525

526
527
528

529
530
531

532
533
534

126

As enterocinas produzidas pelos Enterococcus isolados do queijo de Coalho
apresentaram caracteristicas de estabilidade a temperatura e pH, sofrendo acédo de
enzimas proteoliticas, representando um potencial promissor para uso Como
conservantes bioldgicos, melhorando assim a qualidade microbiolégica e a

seguranca dos alimentos.

Os Enterococcus faecalis e E. faecium produtores de enterocinas testados neste
trabalho apresentaram atividade proteolitica extracelular e foram classificados como
produtores lentos de acido, promovendo a coagulacdo do leite apds 24 horas.
Possuindo potencial para serem utilizadas na elaboracéo de um fermento latico para

a fabricacéo de queijo de Coalho.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
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6.1 Conclusdes Gerais

Com o intuito de preservar as caracteristicas originais do queijo de Coalho
artesanal produzido nos Municipios de Cachoeirinha e Arcoverde - em Pernambuco,
como um produto tradicional que representa a cultura nordestina e visando melhorar
a qualidade tecnolégica e sanitaria deste produto. A partir de cinco amostras de
queijo de Coalho artesanal foram isoladas, purificadas e submetidas a identificacéo,
por andlises de caracteristicas fisioldgicas, 640 Isolados. Deste total 609 (95,16%)
foram identificadas como Bactérias Acido Laticas, 553 (90,8%) cocos e 56 (9,2%)
bacilos. Os géneros isolados por ordem de frequéncia foram: Enterococcus,

Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus e Leuconostoc.

A semelhanca do perfil microbiano latico encontrado nos dois municipios
estudados, Cachoeirinha e Arcoverde — PE, sugere padronizacdo do queijo de
Coalho artesanal produzido no Agreste Pernambucano, através de particularidades

do Fluxograma de producéo e do terroir

Do total de 309 amostras do género Enterococcus, 205 (66,34%) foram
identificadas como E. faecalis e 104 (33,66%) como E. faecium. A atividade
antagonista esteve presente em 79,93% dos Enterococcus frente a Listeria innocua
ATCC 33090, em 57,60% frente ao Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e em
27,18% frente a Escherichia coli (ATCC 25922).A atividade antagonista apresentada
pelos Enterococcus faecalis e E. faecium isolados da microbiota endégena do queijo
de Coalho artesanal possuem grande potencial no controle de bactérias patogénicas

e deteriorantes neste tipo de alimento.

Os Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis isolados do queijo de
Coalho artesanal de Cachoeirinha e Arcoverde — PE produziram enterocinas com
atividade antimicrobiana frente a Listeria innocua, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Apresentando caracteristicas de estabilidade a temperatura, pH e

na presenca de enzimas proteoliticas, representando um potencial promissor para
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uso como conservantes biolégicos, melhorando assim a qualidade microbioldgica e

a seguranca dos alimentos.

A avaliacdo tecnologica Os Enterococcus faecalis e E. faecium produtores de
enterocinas testados neste trabalho apresentaram atividade proteolitica extracelular
qualitativa e foram classificados como produtores lentos de &cido, onde s6 com 24
de incubacdo alcancaram, respectivamente, o pH 4,6 e 4,5, promovendo a
coagulacao do leite. Possuindo assim o potencial para serem utilizadas na elaboracéo

de um fermento latico para a fabricacdo de queijo de Coalho.
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6.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Este trabalho produziu conhecimentos originais sobre a microbiota latica do
gueijo de Coalho artesanal produzido em Pernambuco, da atividade antagonista dos
Enterococcus faecalis e E. faecium, e de suas enterocinas. No entanto, os temas
aqui abordados podem ter sequéncia e serem aprofundados em trabalhos futuros.
Com o objetivo de contribuir para a continuidade das pesquisas sao sugeridos a

seqguir:

Purificacdo e sequenciamento das enterocinas produzidas;

e Otimizacdo do processo de producéo das enterocinas produzidas através da

utilizacédo de substratos de baixo custo, como o soro do leito;

e Aprofundamento de estudos a respeito da patogenicidade das cepas de
Enterococcus isoladas do queijo de Coalho, com deteccdo de genes
envolvidos na expressao de fatores de viruléncia, avaliacdo da producéo de

aminas biogénicas e da resisténcia a antibioticos.

e Caracterizacdo das enterocinas produzidas e avaliadas neste trabalho,
guanto ao seu espectro de atividade contra outros microrganismos

deteriorantes e patogénicos.

e Formulacdo de fermentos lacteos a partir das culturas estudadas neste
trabalho, a fim de serem testados no processamento em escala experimental,
do queijo de Coalho com leite pasteurizado. As caracteristicas sensoriais
deste queijo devem ser avaliadas e comparadas as do queijo artesanal

tradicional.
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;-As tabelas e figuras devem apresentar larguras de 9 ou 18 cm, com texto em fonte Times New
Roman, tamanho 9, e ser inseridas logo abaixo do paragrafo onde foram citadas pela primeira vez.
Exemplo de citacdes no texto: Figura 1; Tabela 1. Tabelas e figuras que possuem praticamente o
mesmo titulo deverdo ser agrupadas em uma tabela ou figura criando - se, no entanto, um indicador
de diferenciagdo. A letra indicadora de cada sub-figura numa figura agrupada deve ser mailscula e
com um ponto (exemplo: A.), e posicionada ao lado esquerdo superior da figura e fora dela. As
figuras agrupadas devem ser citadas no texto da seguinte forma: Figura 1A; Figura 1B; Figura 1C.

-As tabelas ndo devem ter tracejado vertical e o minimo de tracejado horizontal. Exemplo do titulo, o
gual deve ficar acima: Tabela 1. Estacdes do INMET selecionadas (sem ponto no final). Em tabelas
gue apresentam a comparacado de médias, mediante analise estatistica, devera existir um espaco
entre o valor numérico (média) e a letra. As unidades deverao estar entre paréntesis

-As figuras ndo devem ter bordadura e suas curvas (no caso de graficos) deverao ter espessura de
0,5 pt, e ser diferenciadas através de marcadores de legenda diversos e

nunca através de cores distintas. Exemplo do titulo, o qual deve ficar abaixo: Figura 1. Perda
acumulada de solo em fun¢éo do tempo de aplicagéo da chuva simulada (sem ponto no final). Para
nao se tornar redundante, as figuras ndo devem ter dados constantes em tabelas. Fotografias ou
outros tipos de figuras deverao ser escaneadas com 300 dpi e inseridas no texto. O(s) autor(es)
devera(ao) primar pela qualidade de resolu¢éo das figuras, tendo em vista uma boa reproducéo
grafica. As unidades nos eixos das figuras devem estar entre paréntesis, mas, sem separa¢éo do
titulo por

virgula.

Exemplos de citagdes no texto

a.Quando a citagao possuir apenas um autor: ... Freire (2007) ou ... (Freire2007).

b.Quando possuir dois autores: ... Freire & Nascimento (2007), ou ... (Freire & Nascimento, 2007).
c.Quando possuir mais de dois autores: Freire et al.(2007), ou (Freire et al., 2007).
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Literatura citada

O artigo deve ter, preferencialmente, no maximo 25 citagBes bibliograficas, sendo a maioria em
riodicos recentes. As Referéncias deverao ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme
normas proprias da revista. As referéncias citadas no texto deverdo ser dispostas em ordem
alfabética pelo sobrenome do primeiro autor e conter os nomes de todos os autores, separados por
ponto e virgula. As citacdes devem ser, preferencialmente, de publicagfes em periddicos, as quais
deverdo ser apresentadas conforme os exemplos a seguir:

a.Livros Mello , A.C.L.de; Véras, A.S.C.; Lira, M.de A.; Santos, M.V.F. dos; Dubeux Junior, J.C.B;
Freitas, E.V.de; Cunha, MV.da . Pastagens de capim-elefante:producédo intensiva de leite e carne.
Recife: Instituto Agrondmicode Pernambuco, 2008. 49p.

b.Capitulo de livrosSerafim, C.F.S.; Hazin, F.H.V. O ecossistema costeiro. In: Serafim; C.F.S,;
Chaves, P.T. de (Org.). O mar no espago geogréfico brasileiro. Brasilia-DF: Ministério da Educacéo,
2006. v. 8, p. 101-116.

c.RevistasSempre que possivel o autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e onimero
de identificacdo DOI (Digital Object Identifiers).Quando o artigo tiver aurl.Oliveira, A.B. de; Medeiros
Filho, S. Influéncia de tratamentos pré-germinativos, temperatura e luminosidade na germinacéo de
sementes de leucena, cv. Cunningham. Revista Brasileira de Ciéncias Agrérias, v.7, n.4, p.268-274,
2007.http://agraria.pro.br/sistema/index.php?journal=agraria&page=article&op=view&path%5B%5D=1
83&path%5B%5D=104>. 29 Dez. 2012.

Quando o artigo tiver DOI.Costa, R.B. da; Almeida, E.V.; Kaiser, P.; Azevedo, L.P.A. de; Tyszka
artinez, D. Tsukamoto Filho, A. de A. Avaliacdo genética em progénies de Myracrodruon
urundeuvaFr. All. na regido do Pantanal, estado do Mato Grosso. Revista Brasileira de

Ciéncias Agrarias, v.6, n.4, p.685-693, 1.<http://dx.doi.org/10.5039/agraria.v6i4al277>d.Dissertacbes
e teses Bandeira, D.A. Caracteristicas sanitarias e de producédo da caprinocultura nas microrregides
do Cariri do estado da Paraiba. Recife: Universidade Federal Rural de Pernambuco, 2005. 116p.
Tese Doutorado.e WWW (World ide Web) e FTP (File Transfer Protocol)Burka, L.P. A hipertext history
of multi-user dimensions; MUD history. <http://www.aka.org.cn/Magazine/Akad/interhisE4.html>.
29Nov. 2012.

N&o serdo aceitas citacdes bibliogréficas do tipo apud ou citado por, ou seja, as cita¢cdes deverdo ser
apenas das referéncias originais.Citacdes de artigos no prelo, comunicacéo pessoal, folder, apostila,
monografia, trabalho de conclusdo de curso de graduacdo, relatério técnico e trabalhos em
congressos, ndo séo aceitos na elaboragéo dos artigos.

Outras informagfes sobre a normatizacdo de artigos

1) Os titulos das bibliografias listadas devem ter apenas a primeira letra da primeira palavra
maidscula, com excec¢do de nomes préprios. O titulo de eventos deverater apenas a primeira letra de
cada palavra mailscula;

2) O nome de cada autor deve ser por extenso apenas o primeiro nome e o Ultimo sobrenome, sendo
apenas a primeira letra mailscula;3) Nao colocar ponto no final de palavras-chave, key words e itulos
de tabelas e figuras. Todas as letras das palavras-chave devem ser minudsculas, incluindo a primeira
letra aprimeira palavra-chave;

4) No Abstract, a casa decimal dos nimeros deve ser indicada por ponto em vez de virgula;

5) A Introducdo deve ter, preferencialmente, no maximo 2 paginas. Nao devem existir na Introducéo
equacg0es, tabelas, figuras, e texto tedrico sobre um determinado assunto;

6) Evitar paragrafos muito longos;

7) Nao deverd existir italico no texto, em equacgdes, tabelas e figuras, exceto nos nomes cientificos de
animais e culturas agricolas, assim como, nos titulos das tabelas e figuras escritos em inglés;

8) Nao deverd existir negrito no texto, em equacdes, figuras e tabelas, exceto no titulo do artigo e nos
seus itens e subitens;

9) Em figuras agrupadas, se o titulo dos eixos x e y forem iguais, deixar s6 um titulo centralizado;
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10) Todas as letras de uma sigla devem ser mailsculas; jA 0 nome por extenso de uma instituicao
deve ter mailscula apenas a primeira letra de cada nome;

11) Nos exemplos seguintes o formato correto € o que se encontra no lado direito da igualdade: 10
horas = 10 h; 32 minutos = 32 min; 5| (litros) = 5 L; 45 ml = 45 mL; I/s = L.s1; 27.C = 27 oC; 0,14
m3/min/m = 0,14 ms.min-1.m-1; 100 g de peso/ave = 100 g de peso por ave; 2 toneladas = 2 t; mm/dia
= mm.d-1; 2x3 =2 x 3(deve ser separado); 45,2 -61,5 = 45,2-61,5(deve ser junto). A % é unidade que
deve estar junta ao nimero (45%). Quando no exto existirem valores numéricos seguidos,

colocar a unidade somente no Ultimo valor (Exs.: 20 e 40 m; 56,0,82,5 e 90,2%).Quando for
pertinente, deixar os valores numéricos com no maximo duas casas decimais;

12) No texto, quando se diz que um autor citou outro, deve-se usar apud em vez de citado por.
Exemplo: Walker (2001) apud Azevedo (2005) em vez de Walker (2001)

citado por Azevedo (2005). Recomendamos evitar essa forma de citagao.

13) Na definicdo dos parametros e variaveis de uma equacao, devera existir um traco separando o
simbolo de sua definicdo. A numeracdo de uma equacdo dever estar entre paréntesis e alinhada
esquerda. Uma equacao dever ser citada no texto conforme os seguintes exemplos: Eq. 1; Eq. 4.;

14) Quando o artigo for submetido nédo serd mais permitida mudanca de nome dos autores, equéncia
de autores e quaisquer outras alterac@es que ndo sejam solicitadas pelo editor.

Procedimentos para encaminhamento dos artigos

O autor correspondente deve se cadastrar com autor e inseriro artigo no endereco
http://www.agraria.ufrpe.brOu http://www.agraria.pro.br O autor pode se comunicar com a Revista por
meio do e-mail agrarias@prppg.ufrpe.br, editorgeral@agraria.pro.br ou secretaria@agraria.pro.br
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ISSN 1413-7054 printed version
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Scope and Policy

The publication of articles depend on the observance of the Editorial Norms
and on the evaluation from the Editorial Board and/or ad hoc referees. All
evaluations are confidential and impartial; authors and members of the
Editorial Board and/or ad hoc referees do not share information.

Manuscripts Form and Presentation

1. Concepts and affirmations included in articles are of the entire responsibility of the
authors.

2. "Ciencia e Agrotecnologia”, a journal edited once every two months by UFLA's
Publishing House (Editora UFLA) of the Universidade Federal de Lavras (Brazil), publishes
scientific articles in the area of agricultural crops, elaborated by researchers of the national
and international scientific community. Submission of a manuscript implies that it is neither
under consideration for publication elsewhere nor has appeared previously in part or in
whole. On acceptance for publication, authors assign to the Editors full copyright of the
manuscript in all languages and countries. Publications will depend on editorial rules and on
the review of experts and ad hoc commission. Reviewer and editorial opinions will be
anonymously communicated to authors.

3. Cost of publication: the cost for publication is US$15.00 (fifteen dollars) per edited page
(printed page in the final format) up to six pages and US$30.00 (thirty dollars) for additional
page. A non refundable, US$ 40.00 (forty dollars) fee must be paid at submission and it
will be discounted from the final edited article cost (final format). At submission, the receipt
of the bank deposit or money transfer (payable to FUNDECC/Editora, Banco do Brasil,
Agency 0364-6; Account number 58.382-0) must be sent attached in the field "Transference
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of Supplementary Documents”.

4. Articles submitted for publication must be presented electronically
(www.editora.ufla.br/revista), written in English, using only conventional abbreviations and
nomenclature with no abbreviations on the title. Articles must be edited using the program
Microsoft Word for Windows (version 98, 2000, 2003 or XP) on paper size A4 (21 cm x
29.7cm), double spaced using font Times New Roman, size 12, with a 2.5 cm margin on
both left and right hand side, upper and lower margin, heading and footnote. The manuscript
must present a maximum of 16 pages. All authors must sign a letter of agreement for the
publication (in a single document) and send attached in the field "Transference of
Supplementary Documents™. Any insertion, exclusion or alteration in the authors order must
be notified by all authors (including the excluded author, if the case).

5. Each manuscript must be organized in:

a) TITLE sufficiently clear; conspicuous and complete, without superfluous words, written
in English and Portuguese. It is recommended to initiate with the term that represent the
most important aspect, with other terms in decreasing of importance;

b) FULL NAME(S) OF THE AUTHOR(S) IN CAPITAL LETTERS (without
abbreviations), on the right hand side, one name underneath the other, with the footnote
page containing their professional qualification or academic training and their work
institution. The manuscript must have a maximum of 6 (six) authors;

c) ABSTRACT must be written continuously without paragraph and it must not exceed 250
words. At least, it must contain a brief introduction, objective and results,

d) INDEX TERMS with 3 to 5 key words that express the content of the article, different of
those used in the title and described in capital and small letters and separated by comma;

e) RESUMO (abstract translated to Portuguese);
f) TERMOS PARA INDEXACAO (index terms translated to Portuguese);

g) INTRODUCTION (including literature review and objective); h) MATERIALS AND
METHODS; i) RESULTS AND DISCUSSION (it may include tables and figures);

j) CONCLUSIONS;
k) ACKNOWLEDGEMENTS (optional);
I) REFERENCES (without thesis and dissertation cites).

6. FOOTNOTE: It must contain title degree (MS, PhD, Dr, etc), full work address
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(Institution, street, number, zip code, city, state, country) and e-mail of the all authors.

7. ACKNOWLEDGEMENTS: Acknowledgements to people or institutions might be
included at the end of the text prior References. The written style must be serious and
clear, indicating the reasons of the acknowledgements made.

8. TABLES AND FIGURES: Must be included right after their citation in the text.

9. PHOTOGRAPHS, GRAPHS, FIGURES, SYMBOLS OR FORMULA
CONTAINED IN THEARTICLE SHOULD OBEY THE FOLLOWING RULES:

9.1. Photographs may be in color or in black and white, clear and with contrast, inserted
in the text after their citation and also in a separate file (on the same diskette as the article)
saved in extension " TIFF" or "JPEG" with resolution of 300 dpi. Press copies will only
present photographs in black and white.

9.2. Figures may be in color or in black and white, clear and with contrast, inserted in the
text after their citation and also in a separate file (on the same diskette as the article) saved
in extension " TIFF" or "JPEG" with resolution of 300 dpi. They must be elaborated
using Times New Roman font, size 10, without bold, without text box and arranged.
Press copies will only present figures in black and white.

9.3. Graphs must be inserted in the text after their citation as well as in an attached file.
Graphs must be elaborated preferentially in Excel, using Times New Roman font, size 10,
without bold, saved in XLS extension and transformed in TIFF or JPG, with resolution
of 300 dpi.

9.4. Symbols and Chemical Formula must be presented using a word processor that
permits a format for Page Maker (ex: MathType, Equation) without loss of its original
form.

10. REFERENCES: starting with Volume 18, Number 1, 1994 the references must be cited
according to NBR6023/2002 of ABNT. All references and their correct citation in the text
are of the entire responsibility of the author(s). Some important orientations: all authors of
the scientific document must be presented (source); the journal must be cited using its full
name; all references must present the name of the city where the journal was published; all
references must be cited alphabetically. References must be cited using double space.

EXAMPLES (most common types).
JOURNAL ARTICLE: CAMPQOS, V.P,; PINHO, R.S.C.; FREIRE, E.S. Volatiles produced

by interacting microorganisms potentially useful for the control of plant pathogens. Ciéncia
e Agrotecnologia, Lavras, v.34, n.3, p.525-535, maio/jun., 2010.
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Book:
a) Complete book: FERREIRA, D.F. Estatistica multivariada. Lavras: UFLA, 2008. 672p.

b) Book chapter With a specific author: BERGEN, W.G.; MERKEL, R.A. Protein accretion.
In: PEARSON, A.M.; DUTSON, T.R. Growth regulation in farm animals: advances in
meat research. London: Elsevier Science, 1991. v.7, p.169-202. Without a specific author
JUNQUEIRA, L.C.; CARNEIRO, J. Tecido muscular. In: . Histologia bésica. 11.ed.
Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008. 524p.

DISSERTATION AND THESIS: Do not use citations of dissertation or thesis.

ABSTRACTS PRESENTED IN A CONGRESS AND OTHER EVENTS: Do not use
citations of abstracts presented in a congress and other events.

ELECTRONIC DOCUMENTS:

Studies consulted online are referenced according to the specific rules for each type of
document with the addition of the electronic address information presented in
parenthesis (<>) preceded by the expression **Available at™ and the date of access to
the document, preceded by the expression: *Access on:*" Note: It is not recommended to
reference electronic material of short duration on the web. (ABNT, NBR6023, 2002, p.4).
According to international standards, the division of electronic address at the end of the line
should be always after the stroke (/).

a) Complete book TAKAHASHI, T. (Coord.). Tecnologia em foco. Brasilia, DF:
Socinfo/MCT, 2000. Available in: <http://www.socinfo.org.br>. Access in: 22 ago. 2000.

b) Part of a book TAKAHASHI, T. Mercado, trabalho e oportunidades. In:
Sociedade da informacéao no Brasil: livro verde. Brasilia, DF: Socinfo/MCT, 2000. cap.2.
Available in: <http://www.socinfo.gov.br>. Access in: 22 ago. 2000.

c) Journal article (online access): JASPER, S.P.; BIAGGIONI, M.A.M.; RIBEIRO, J.P.
Avaliacdo do desempenho de um sistema de secagem projetado para 0s pequenos produtores
rurais. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v.32, n.4, p.1055-1061, jul./ago. 2008. Available
in: <http://www.editora.ufla.br/revista/32_4/(04)%20Artigo%204193.pdf>. Access in: 25
nov. 2008.

CITATION: BY THE ALPHABETIC SYSTEM (AUTHOR-DATA) (according to
ABNT, NBR10520/2002):

Two authors: Davis & Jones (2010) or (Davis & Jones, 2010). Three or more authors: Ross
et al. (2009) or (Ross et al., 2009). Note: When two authors are cited in the same article they
are separated by & (commercial). If there is more cites in the same text, it must present the
authors in a crescent chronological order: Souza (2008), Pereira (2009) and Holmes (2010);
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or (Souza, 2008; Pereira, 2009; Holmes, 2010).

11. Publication process: upon submission, the editorial board evaluates if the article
presents comparative relevance with other articles of the same knowledge area that were
submitted for publication. If it is considered as relevant, the article will be submitted to peer
reviewers. Approved by the peer reviewers, if necessary, the article may return to the
correspondent author for corrections. If the corrections are not returned within the required
deadline, the article will be automatically canceled. Requested corrections not attended
without justification may also lead to cancellation. After these revisions, the article will
receive corrections of scientific nomenclature, English, references and Portuguese.
Following these corrections, the article will be edited and published according to the order
of receipt and approval.
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LWT - Food Science and Technology

is an international Jjournal that publishes innovative papers inthe fields
of food chemistry, biochemistry, microbiology, technology and nutrition The
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methods wused. The significance of the results either for the science
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Food Science and Technology Abstracts and AGRICOLA.Benefits to authors We
also provide many author benefits, such as free PDFs, a liberal copyright
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

LWT - Food Science and Technology is an official journal of the Swiss
ociety of Food Science and Technology (SGLWT/SOSSTA) and the International
Union of Food Science and Technology (IUFoST).LWT - Food Science and

echnology is an international journal that publishes innovative papers in
the fields of food chemistry, biochemistry, microbiology, technology and
nutrition. The work described should be innovative either in the approach
or 1in the methods used. The significance of the results either for the
science community or for the food industry must also be specified.
Contributions that do not fulfil these requirements will not be considered
for review and publication. Submission of a paper will be held to imply
that 1t ©presents original research, that 1t has not Dbeen published
previously, and that it 1s not wunder consideration for publication
elsewhere. Papers featuring animal trials are outside the scope of the
journal and will not be considered for publication. Types of paper Three
types of peer-reviewed papers will be published: Timely Reviews . These
concise reviews should present a focused aspect on a topic of current
interest or an emerging field. They are not intended as comprehensive
literature surveys covering all aspects of the topic, but should include
all major findings and bring together reports from a number of sources.

They should aim to give balanced, objective assessments by giving due
reference to relevant published work, and not merely present the prejudices
of individual authors or summarise only work carried out by the authors or
by those with whom the authors agree. Undue speculation should also be
avoided.These reviews will receive priority in publication.

The reviews may address pertinent issues in food science, technology,
processing, nutritional aspectsof raw and processed foods and may include
nutraceuticals, functional foods, use of "omics" in food quality, food
processing and preservation, and food production. Topics to be covered
should be at the cutting edge of science, well thought out, succinct,
focused and clear. Ideally, the review should provide a view of the state
of the art and suggest possible future needs and trends.

All articles will be subjected to peer review process.

Submit an abstract of the proposed review to the Reviews Editor (Professor
Shridhar Sathe,ssathe@fsu.edu for consideration prior to preparing the full
length manuscript. Abstract of the proposed work should include the
following:

a. The abstract should identify the need for the proposed article, the
intended audience, and fivekey words.

b. Title (120 characters or less)

c. Short abstract (£ 300 words).

d. Identify the address and contact information for the contact author. The
contact information should include author name, postal address, telephone
number, fax number, and email.

e. Anticipated time needed to complete the proposed work once the initial
abstract has been approved.Manuscript Preparation

a. All lines and pages must be continuously numbered.

b. All text should be double-spaced.

c. Total manuscript length < 3,000 words (text portion).



149

d. Total number of Tables < 5.

e. Total number of figures < 5.

f. Maximum number of references (including those cited 1in tables and
figures) not to exceed 50.

g. In the reference list identify five (5) key references (indicated by an

* in front of the reference in the reference section). In two to three
sentences explain why this reference is a key reference.
Research Papers. Reports of complete, scientifically sound, original

research which contributes new knowledge to its field. The paper must be
organised as described in Article Structure below. Papers should not exceed
5000 words (approximately 18 typed pages)AUTHOR INFORMATION PACK16 Mar 2014
www.elsevier.com/locate/lwt4

Research Notes

Brief reports of scientifically sound, original research of limited scope
of new findings. Research Notes have the formal organisation of a full
paper. Such notes will receive priority of publication. Research notes
should not exceed 2500 words (approximately 9 typed pages)Contact details

for submissionSubmission for all types of manuscripts to LWT - Food
Science and Technologyproceeds totally online.Via the Elsevier Editorial
System (EES) website for this journal, http://ees.elsevier.com/lwt , you

willbe guided step-by-step through the creation and uploading of the
various files.Revised papers received more than three months after
reviewers' comments were sent may be treated as new submissions, at the
discretion of the Editor. If the author has not replied to
reminders/enquiries about revisions within 6 months, the paper will be
considered to have lapsed, and any subsequent submission will be treated as
a new submission and must be submitted to the Jjournal using the above
process, addressed to the Editor-in-Chief, with an explanation that it had
previously been submitted to the journal.

BEFORE YOU BEGIN
Ethics in publishing
For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal

publication see http://www.elsevier.com/publishingethics and
http://www.elsevier.com/journal-authors/ethics.By submitting this
manuscript, the authors agree that text, equations, or figures from
previously

published articles or books have been clearly identified in full and their
origin clearly explained in the adjacent text, with appropriate references
given at the end of the paper. Duplication of text 1is rarely justified,
even with diligent referencing. Exceptions may be made for descriptions of
standard experimental techniques, or other standard methods used by the
author in the investigation; but an appropriate citation is preferable.
Authors who duplicate material from their own published work in a new
article, without clearly identifying the repeated material and its source
as outlined above, are self-plagiarising.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of
interest including any financial,personal or other relationships with other
people or organizations within three years of beginning the submitted work
that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their
work. See also  http://www.elsevier.com/conflictsofinterest . Further
information and an example of a Conflict of Interest form can be found at:



http://www.elsevier.com/locate/lwt4
http://ees.elsevier.com/lwt
http://www.elsevier.com/publishingethics
http://www.elsevier.com/conflictsofinterest

150

http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a i1d/286/p/7923.

Submission declaration

Submission of an article implies that the work described has not been
published previously (except in the form of an abstract or as part of a
published lecture or academic thesis or as an electronic preprint, see
http://www.elsevier.com/postingpolicy ), that it is not under consideration
for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors
and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was
carried out, and that, 1if accepted, it will not be published elsewhere
including electronically in the same form, 1in English or in any other
language, without the written consent of the copyright-holder.

Authorship

All authors should have made substantial contributions to all of the
following: (1) the conception and design of the study, or acquisition of
data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting the article or
revising it «critically for important intellectual content, (3) final
approval of the version to be submitted.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author
names in the authorship of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to
add or remove an author, or to rearrange the author names, must be sent to
the Journal Manager from the corresponding author of the accepted
manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or
removed, or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-
mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition,
removal or rearrangement. In the case of addition or removal of
authors,this includes confirmation from the author being added or removed.
Requests that are not sent by the corresponding author will be forwarded by
the Journal Manager to the corresponding author,

who AUTHOR INFORMATION PACK 16 Mar 20l4www.elsevier.com/locate/lwt5

must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal
Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2)
publication of the accepted manuscript in an online issue 1s suspended
until authorship has been agreed. After the accepted manuscript 1is
published in an online issue : Any requests to add, delete, or rearrange
author names in an article published in an online issue will follow the
same policies as noted above and result in a corrigendum. Copyright This
journal offers authors a choice in publishing their research: Open Access
and Subscription. For Subscription articles Upon acceptance of an article,

authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (for
more information on this and copyright, see
http://www.elsevier.com/copyright ). An e-mail will Dbe sent to the

corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a
'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version of this
agreement. Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of
articles including abstracts for internal <circulation within their

institutions. Permission of the Publisher 1s required for resale or
distribution outside the institution and for all other derivative works,
including compilations and translations (please consult
http://www.elsevier.com/permissions ). If excerpts from other copyrighted

works are included, the author(s) must obtain written permission from the


http://www.elsevier.com/postingpolicy
http://www.elsevier.com/copyright
http://www.elsevier.com/permissions

151

copyright owners and credit the source(s) 1in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

For Open Access articles
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an

'Exclusive License Agreement' (for more information see
http://www.elsevier.com/ORauthoragreement ). Permitted reuse of open access
articles 1is determined by the author's choice of wuser license (see
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses ) .Retained author rights As an

author you (or your employer or institution) retain certain rights. For
more information on author rights for: Subscription articles please see
http://www.elsevier.com/journal-authors/author-rights-and-responsibilities
.Open access articles please see http://www.elsevier.com/ORauthoragreement

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the
conduct of the research and/or preparation of the article and to briefly
describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in the
collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the
report; and in the decision to submit the article for publication. If the
funding source(s) had no such involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors
whose articles appear in journals published by Elsevier, to comply with
potential manuscript archiving requirements as specified as conditions of
their grant awards. To learn more about existing agreements and policies
please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies . Open access

This Jjournal offers authors a choice in publishing their research:0Open
Access ¢ Articles are freely available to both subscribers and the wider
public with permitted reuse * An Open Access publication fee is payable by
authors or their research funder Subscription ¢ Articles are made available
to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our access programs (http://www.elsevier.com/access )¢ No Open Access
publication fee AUTHOR INFORMATION PACK 16 Mar
2014www.elsevier.com/locate/1lwt6All articles published Open Access will be
immediately and permanently free for everyone to read

and download. Permitted reuse 1s defined by your choice of one of the
following Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY): lets others distribute and copy the
article, to create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a
translation), to include in a collective work (such as an anthology), to
text or data mine the article, even for commercial purposes, as long as
they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their
adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as
to damage the author's honor or reputation.Creative Commons Attribution-
NonCommercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for non-commercial purposes, lets
others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts and

other revised versions, adaptations or derivative works of or from an
article (such as a translation),to include in a collective work (such as an
anthology), to text and data mine the article, as long as they credit the


http://www.elsevier.com/permissions
http://www.elsevier.com/OAauthoragreement
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses
http://www.elsevier.com/fundingbodies
http://www.elsevier.com/access

152

author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the
article, do not modify the article in such a way as to damage the author's
honor or reputation, and license their new adaptations or creations under
identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to
include in a collective work(such as an anthology), as long as they credit

the author(s) and provided they do not alter or modify the article.To
provide Open Access, this journal has a publication fee which needs to be
met by the authors or their research funders for each article published
Open Access.Your publication choice will have no effect on the peer review
process or acceptance of submitted articles.The publication fee for this
journal 1is $3000, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing
policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.Language (usage and
editing services)

Please write vyour text in good English (American or British wusage 1is
accepted, but not a mixture of these). Authors who feel their English
language manuscript may require editing to eliminate possible grammatical
or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to
use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop
(http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer
support site (http://support.elsevier.com) for more
information.SubmissionSubmission to this journal proceeds totally online
and you will be guided stepwise through the creation

and uploading of your files. The system automatically converts source files
to a single PDF file of the article, which 1is used in the peer-review
process. Please note that even though manuscript source files are converted
to PDF files at submission for the review process, these source files are
needed for further processing after acceptance. All correspondence,
including notification of the Editor's decision and requests for revision,
takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Authors must provide and use an email address unique to themselves and not
shared with another author registered in EES, or a department.

Review ProcessA peer review system involving two or three reviewers is used
to ensure high quality of manuscripts accepted for publication. The Editor-
in-Chief and Editors have the right to decline formal review of the
manuscript when it is deemed that the manuscript is 1) on a topic outside
the scope of the Journal, 2) lacking technical merit, 3) focused on foods
or processes that are of narrow regional scope and significance, 4)
fragmentary and provides marginally incremental results, or 5) is poorly
written.

RefereesPlease submit, with the manuscript, the names, addresses and e-
mail addresses of three potential referees. Note that the editor retains
the sole right to decide whether or not the suggested reviewers are
used.AUTHOR INFORMATION PACKl6 Mar 2014 www.elsevier.com/locate/lwt7 Peer
ReviewsIt is the journal policy to keep the peer reviewing anonymous. Names
of reviewers are only revealed if they are in agreement with the request of
the author. When submitting a manuscript, authors may indicate names of
experts who are not suitable/appropriate for reviewing the paper.

PREPARATION


http://www.elsevier.com/locate/lwt7

153

Use of word processing software It is important that the file be saved
in the native format of the word processor used. The textshould be in
single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
article. In particular, do not use the word processor's options to Jjustify
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grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
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http://www.elsevier.com/guidepublication ). Note that source files of
figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed
your figures in the text. See also the section on Electronic artwork. To
avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check'
and 'grammar-check' functions of your word processor.
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1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering) .
Use this numbering also for internal cross-referencing: do not Jjust refer
to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading
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Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate Dbackground,
avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to Dbe reproduced. Methods
already published should be indicated by a reference: only relevant
modifications should be described.

Results
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This should explore the significance of the results of the work, not repeat
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Conclusions
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Appendices
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Formulae and equations in appendices should be given separate numbering:
Eg. (A.l1), Eg. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,Eg. (B.l) and so on.
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Title.
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from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-
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eliminating the potential introduction of errors. If preferred, you can
still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors,
including alternative methods to the online version and PDF.
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accurately - please upload all of your corrections within 48 hours. It 1is
important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any
subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely vyour
responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your
article if no response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of
the article via e-mail (the PDF file 1s a watermarked version of the
published article and includes a cover sheet with the journal cover image
and a disclaimer outlining the terms and conditions of use). For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is
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co—-authors may order offprints at any time via Elsevier's WebShop
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints) .
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within a single cover
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices
/booklets) .



http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints
http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices/booklets
http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices/booklets

155

AUTHOR INQUIRIES
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