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1 Introducao

Bactérias acido laticas (BAL) sao consideradas boas para biopreservagao de alimentos
lacteos fermentados (DELAVENNE et al., 2012). Apesar de muitas BAL serem reconhecidas
como seguras (GRAS) para a producdo de alimentos, ha algumas que sdo patogénicas,
responsaveis por causar doencas infecciosas em seres humanos e por espalhar genes de
resisténcia a antibidticos (JANS et al., 2012, DELAVENNE et al., 2012). As BAL
correspondem de 20-30 % do total de bactérias presentes no leite cru Delavenne et al. (2012),
sendo essa variagdo, como também a diversidade dessas espécies, dependentes da estacdo do
ano, das condicoes de producdo, da origem do animal e do tipo de manejo (ERCOLINI et al.,
2009, Delavenne et al., 2012).

As BAL sdo produtoras de acido latico e outros acidos organicos que atuam como
preservantes naturais, promotores de flavors e também podem ter agdo probidtica (ADNAN,
TAN, 2007). Proporcionam outras caracteristicas desejaveis que proporcionam a produgéo de

alimentos com caracteristicas regionais unicas. Ainda hé a possibilidade de antagonismo para



bactérias patogenas, sendo que alguns géneros de BAL (Lactobacillus, Lactococcus,

Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc), além de serem utilizados nos processos
tecnoldgicos de fermentagdo, apresentam esta caracteristica que ¢ muito importante dentro da

industria de alimentos (MATTOS, 2008; MCMULLEN, STILES, 1996).

2 Objetivo
Isolar e identificar BAL de leite organico cru coletado em Laranjeiras do Sul e Rio Bonito
do Iguagu no estado do Parana, e posteriormente, realizar a avaliagdo da capacidade antagonista

destas cepas.

3 Metodologia

O isolamento das BAL foi realizado a partir de leite organico cru, do municipio de
Laranjeiras do Sul e Rio Bonito do Iguagu, Parana/Brasil, utilizando 4 amostras no inverno de
2015 e 4 amostras no verdo de 2016, coletadas nos mesmos locais, inoculando dilui¢gGes seriadas
das amostras em agar M 17 aerobiamente a 30°C e anaerobiamente a 45°C/3 dias, em agar KEA
a 37°C/2 dias, em agar Rogosa a 30 e 45°C/5 dias, ambas em anaerobiose. Foram realizados
contagem e isolamento das culturas com morfologia visual diferente em placas contendo o
mesmo agar, pela técnica de esgotamento em superficie e para as anaerobias, por purificacdo
em caldo BHI, adicionado de 6leo mineral estéril e posteriormente plaqueada por técnica de
pour plate, em agar Rogosa, e incubadas sob as mesmas condigdes de crescimento e
armazenadas em placa master de 4gar M17, sob refrigeracdo a 4°C e congelamento a -80°C
(FRANCIOSI et al., 2009). O género dos isolados foi identificado por testes de coloragdo de
Gram, catalase, motilidade, crescimento a 10°C, 15°C e 45°C, crescimento em concentracdo de
6,5% de NaCl, consumo de glicose, reduc¢do do corante azul de metileno e crescimento em pH

9,6, utilizando o esquema de diferenciacdo de BAL sugerido por Carr, Chill e Maida, 2002.

Para determinag@o da atividade antagonista foi utilizada a metodologia proposta por
Schilliger e Luke (1989) e Martins et al. (2010), utilizando como padrio as cepas patogénicas:
Escherichia coli, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus e Salmonella enteretidis. O tamanho

dos dos halos de inibi¢ao foi medido com auxilio de um paquimetro digital.



4 Resultados e Discussao

Foi possivel isolar 380 cepas com caracteristicas visuais diferentes, sendo 166 isoladas
no inverno e 214 no verdo, selecionadas como BAL apenas as Gram positivas, catalase
negativas, sem motilidade reduzindo para 90 isolados. Destas 82 foram identificadas até o
momento, sendo 36 no inverno: 3 Lactococcus spp., 2 Streptococcus spp., 3 Streptobacterium
spp. € o restante Enterococcus spp. € 46 no verdo, sendo 1 Streptobacterium spp. e 1
Thermobacterium spp. e o restante Enterococcus spp. Destas, 17 foram isoladas do agar MRS,
incubado a 30 °C, 13 do agar MRS, incubado a 45°C, 10 do agar KEA, 12 do agar M 17 aerdbio
e 38 do agar M 17 anaerobio.

Apenas a cepa Enterococcus BAL142, isolada no periodo de inverno, apresentou
atividade antagonista para um dos isolados testados (Escherichia coli), representando 1,2% do
total. Este resultado esta de acordo com o encontrado por Ramirez et al (2005), pois de 330
BAL isoladas de 33 amostras diferentes de queijo, apenas 1 apresentou capacidade antagonista
contra E. Coli (0,3%) e encontrou 1,21% com atividade antagonista para Staphylococcus aureus

e 2,12% para Shigella Flexneri.
5 Conclusio

Pode-se concluir que das 90 BAL isoladas foi possivel identificar 82 até o momento,
sendo que apenas uma (Enterococcus BAL142) apresentou capacidade antagonista para E. coli.
Portanto, apos a identificagdo, se for considerada GRAS (Geralmente Reconhecido como

Seguro), esta BAL podera ser utilizada em outros estudos.
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