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RESUMO

Queijo de Coalho € um dos produtos laticos mais consumidos no Nordeste do
Brasil. No estado do Ceara, sua producdo € considerada tradicional e apresenta bastante
significancia econdmica e social. O queijo de Coalho € tradicionalmente feito com leite cru, o
que representa um risco em potencial para a saide do consumidor, devido a possibilidade de
veiculacdo de microrganismos patogénicos. O processo de pasteurizacdo do leite, além de
destruir os microrganismos patogénicos, reduz também as bactérias acido laticas (BAL) que
sd0 0s microrganismos responsaveis pelas propriedades sensoriais dos alimentos fermentados.
Além do mais, a substituicdo das BAL endogenas por fermento latico comercial tem levado a
perdas nas propriedades sensoriais do queijo. Este trabalho teve por objetivo identificar, pela
técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), BAL dos géneros Lactococcus e
Lactobacillus, previamente identificadas bioquimicamente, isoladas de leite, massa de queijo
e queijos de Coalho artesanais produzidos no estado do Ceara. Os 44 isolados selecionados
apresentavam propriedades tecnoldgicas de interesse para fabricacdo de queijo de Coalho
como: capacidade de acidificar o leite, baixa atividade proteolitica, capacidade de producao
de aroma e capacidade de tolerancia ao NaCl na concentragdo de 3%. As PCR identificaram
20,4% dos isolados como Lactococcus lactis subsp. lactis e 27,3% como Lactobacillus
paracasei. Nenhum isolado de Lactobacillus plantarum teve sua identificacdo confirmada
pela técnica molecular. Ao todo, 47,7% dos isolados foram confirmados pela PCR,
assegurando que estes microrganismos podem ser usados na fabricagdo de queijo de Coalho a
partir de leite pasteurizado, mantendo as caracteristicas sensoriais tipicas deste produto. Este
estudo mostra a importancia da implantacdo de técnicas moleculares aumentando a qualidade

e a eficiéncia na identificacdo de microrganismos.

Palavras-chave: queijo de Coalho, bactérias acido laticas, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR).



ABSTRACT

Coalho Cheese is one of the dairy products more consumed in Northeast of Brazil. In Ceara
state, its fabrication is traditional and has social and economic importance. Traditionally, it is
made with raw milk, which represents potential risk for consumers health due to the
possibility of foodborne pathogens transmission. The milk pasteurization process eliminates
pathogenic microorganisms, but also reduces the lactic acid bacterias (LAB) - the
microorganism responsible for sensorial characteristics of fermented foods. Moreover, the
substitution of indigenous LAB by commercial lactic ferment has led to losses in the sensorial
properties of the cheese. This work aimed to identify, by Polymerase Chain Reaction (PCR),
LAB of the genus Lactococcus and Lactobacillus, previously biochemical identified, isolated
from milk, curd and traditional Coalho cheeses produced in the state of Ceara. The forty-four
strains selected presented interesting technological properties for the Coalho cheese
manufacture: ability to acidify the milk, low proteolytic activity, ability to produce flavor and
ability to tolerate 3% NaCl. The PCR identified 20,4% of the isolates as Lactococcus lactis
subsp. lactis and 27,3% as Lactobacillus paracasei. No one Lactobacillus plantarum was
identified by the molecular technique employed. A total of 47.7% of the isolates were
confirmed by PCR, assuring that these microorganisms can be used for Coalho cheese
manufacture made from pasteurized milk, preserving the typical characteristics of this
product. This work shows the relevance of molecular approaches, increasing the quality and

efficiency in the microorganisms identification.

Keywords: Coalho cheese; acid lactic bacteria, polymerase chain reaction (PCR).
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1.

INTRODUCAO

O queijo de Coalho é um produto tipicamente nordestino. No estado do Cear4, sua
producdo é considerada tradicional e concentra-se em pequenos municipios da zona rural
tendo bastante significancia econémica e social através da geracdo de emprego e renda para
grande parte da populacdo (NASSU et al., 2001a).

De acordo com Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijo de
Coalho, entende-se por queijo de Coalho, o0 queijo que se obtém por coagulacéo do leite por
meio do coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou nédo pela acao
de bactérias laticas selecionadas, e comercializado normalmente com até dez dias de
fabricacdo (BRASIL, 2001). Por ter um processamento relativamente simples, este queijo é
bastante produzido tanto artesanal como industrialmente.

Apesar da legislacdo brasileira estabelecer que o queijo deve ser produzido a partir
de leite pasteurizado (BRASIL, 1996), muitos produtores rurais ainda utilizam o leite cru, o
gue representa um risco em potencial para a satde do consumidor, devido a possibilidade de
veiculacdo de microrganismos patogénicos.

O processo de pasteurizacdo, além de destruir os microrganismos patogénicos,
reduz também as bactérias acidas laticas (BAL) presentes na microbiota natural do leite e que
sdo responsaveis pelas caracteristicas sensoriais do queijo (GRAPPIN e BEUVIER, 1997).
Para contornar este problema, faz-se o uso de fermento latico comercial na producdo de
queijos com leite pasteurizado. No entanto, este procedimento leva a perda das caracteristicas
sensoriais tipicas dos queijos, quando comparados aos produtos fabricados com leite cru
(MARINO et al., 2003).

A principal fungdo das BAL é promover a acidificacdo a um pH préximo a 4,0
impedindo o desenvolvimento de bactérias indesejaveis e permitindo uma maior conservacdo
do produto fermentado (PIARD et al., 1999). Outra funcdo é desenvolver as propriedades
sensoriais dos alimentos fermentados. As BAL produzem um grande ndmero de enzimas
glicoliticas, proteoliticas e lipoliticas, transformando os nutrientes do meio em compostos
com propriedades sensoriais complexas, os quais modificam gradativamente a estrutura e o
aroma dos alimentos fermentados (PIARD et al., 1999). Entre os géneros de BAL comumente
encontrados em queijos cita-se: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e
Enterococcus (FOX et al., 2000).

Devido a falta de uniformidade, de garantia sanitaria na producdo de queijo de

Coalho artesanal e a necessidade de melhorar a qualidade sensorial dos queijos produzidos
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industrialmente, muitas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de caracterizar a
microbiota latica de queijos produzidos a partir do leite cru (CARVALHO, 2007; MEDINA et
al., 2001; LOPEZ-DIAZ et al., 2000).

Testes bioquimicos, fenotipicos e fisioldgicos, normalmente usados para
identificar taxonomicamente a microbiota presente no queijo, sdo demorados e ndo séo
capazes de diferenciar espécies fenotipicamente relacionadas. O desenvolvimento de técnicas
baseadas em técnicas moleculares, como a PCR, oferece novas perspectivas na taxonomia
microbiana e no estudo de diagnosticos (DELGADO e MAYO, 2004), propiciando a selecdo
de linhagens de BAL com caracteristicas industriais desejaveis.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo confirmar a identificacdo
de isolados de Lactococcus e Lactobacillus presentes na microbiota natural de queijos de
Coalho artesanais ou de suas etapas de processamento. Com isso, espera-se contribuir para a
identificacdo e selecdo de microrganismos que permitam a fabricacdo de queijo de Coalho a
partir de leite pasteurizado, e que também possam favorecer a manutencdo das caracteristicas

sensoriais tipicas deste produto.
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2.

OBJETIVOS

Caracterizar molecularmente, através da técnica de PCR, bactérias &cido laticas
isoladas da microbiota natural do queijo de Coalho, pertencentes aos géneros Lactococcus
(Lactococcus lactis subsp. lactis) e Lactobacillus (Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
paracasei), com potencial tecnoldgico para a elaboracdo de fermento latico especifico para
fabricacédo de queijo de Coalho, produzido a partir de leite pasteurizado.

Avaliar a utilizacdo dos primers LlhisdR e Llhis3F para identificacdo de
Lactococcus lactis; Lpla2 e Lpla3 para a identificacdo de Lactobacillus plantarum e Lpar4 e
LUS para a identificacdo de Lactobacillus paracasei.

Confirmar os resultados obtidos por Carvalho (2007) na identificacdo bioquimica
através do sistema API 50 CH (BioMérieux).

14



3.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aspectos Gerais do Queijo de Coalho

O queijo € considerado um dos alimentos preparados mais antigos da humanidade
e €, provavelmente, a forma mais antiga e comum de preservar por mais tempo 0s mais
importantes nutrientes do leite (SANTOS, 1990; EPAMIG 1989). Embora 0 processo basico
de fabricacdo de queijos seja comum a quase todos, variagdes na origem do leite, nas técnicas
de processamento e no tempo de maturacdo sao os fatores responsaveis pela imensa variedade
de queijos disponiveis (ANDRADE, 2006).

A arte de sua fabricacdo teve inicio num passado remoto, milhares de anos antes
do nascimento de Cristo. Os egipcios estdo entre 0os primeiros povos que cuidaram do gado e
tiveram no leite e no queijo fonte importante de alimentacdo (EPAMIG, 1989).

A hipotese mais considerada a respeito da descoberta do queijo € a relacionada ao
uso de recipientes ou sacos feitos com partes do estbmago de animais, onde o leite era
guardado e transportado. O contato do leite com as enzimas liberadas pelo estbmago desses
animais promovia sua coagulacao, gerando uma massa branca, de sabor agradavel. Admite-se
que com o passar dos tempos, a massa foi colocada em formas, adicionada de sabores e
maturada, sendo o produto resultante chamado de queijo (ANDRADE, 2006).

No Brasil, a fabricacdo de queijos é de historia relativamente recente, firmando-se
do ponto de vista industrial, no inicio do século passado e, sobretudo, a partir da década de
20, com o estabelecimento de imigrantes dinamarqueses e holandeses em Minas Gerais
(FURTADO, 1991).

Dentre 0s queijos mais produzidos no Brasil estdo o Minas, o Mussarela, o Prato e
0 Requeijdo. O queijo de Coalho, em particular, é produzido tradicionalmente no Nordeste
brasileiro, sendo bastante consumido pela populagdo, em todas as faixas de renda (SEBRAE,
1998). Sua producéo se da principalmente nos estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco e Rio
Grande do Norte (AQUINO, 1983).

A origem do nome queijo de Coalho deriva do fato de ter sido tradicionalmente
manufaturado com leite coagulado pela acdo de coalho animal, extraido do quarto estdmago
de pequenos animais tais como cabrito, bezerro, pred, moco, os quais devidamente preparados

sdo chamados de coagulador ou abomasun (AQUINO, 1983).
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A producdo rural deste queijo tem bastante significancia econdémica e social, uma
vez que é extremamente expressiva na formacdo de renda dos produtores de leite,
principalmente daqueles que ndo tém acesso as usinas de beneficiamento (LIMA, 1996). No
estado do Ceara, sua producdo estd concentrada na zona rural, principalmente, no Vale do
Jaguaribe (Limoeiro do Norte, Morada Nova, Jaguaribe, etc.) e nos SertGes Cearenses (Taua,
Crateus, Quixada e Quixeramobim) (NASSU et al., 2001a).

De acordo com Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Queijo de
Coalho, entende-se por queijo de Coalho, 0 queijo que se obtém por coagulacdo do leite por
meio do Coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela acéo
de bactéerias laticas selecionadas, e comercializado normalmente com até dez dias de
fabricacdo (BRASIL, 2001). Este mesmo regulamento define este produto como um queijo de
consisténcia semi dura e elastica, com textura compacta e macia, podendo apresentar algumas
olhaduras. Apresenta cor branca amarelada uniforme, sabor brando, ligeiramente &cido,
podendo ser salgado, com aroma também ligeiramente acido, lembrando massa de queijo
coagulada (BRASIL, 2001).

A Food Agriculture and Organization — FAO (1990), em uma publicacdo sobre a
tecnologia de produtos laticos tradicionais produzidos em paises em desenvolvimento, cita o
queijo de Coalho, como um produto originado no Nordeste do Brasil sendo produzido
principalmente nos estados do Ceard, Pernambuco, Paraiba, Bahia e Rio Grande do Norte.
Este produto é caracterizado por ser um queijo semi duro, produzido com leite cru, e que
apresenta um sabor levemente salgado e acre, possui forma cilindrica ou retangular, com peso
entre 0,5 a 1,5 Kg, sendo consumido fresco ou curado.

A industria queijeira no Ceard, assim como em toda regido Nordeste, divide-se,
basicamente, em pequenas unidades artesanais, sem qualquer fiscalizacdo, e em médias
empresas, regulamentadas e inspecionadas pelo Ministério da Agricultura ou 6rgéos oficiais
ou estaduais (NASSU et al., 2001a). Porém, a fabricacdo de queijo de Coalho em industrias
regulamentadas ndo € realizada de forma permanente; nelas predomina a manufatura de
queijos padronizados tipo Minas, Prato e Mussarela (ANDRADE, 2006).

Apesar da quantificacdo da producéo artesanal ndo constar nas estatisticas oficiais,
sabe-se da existéncia de inimeras unidades de producéo caseira e de fazendas produtoras,
permitindo assegurar que a maioria de todo queijo de Coalho elaborado no Ceara tem sua

origem ligada a fabricacdo artesanal (LIMA, 1996).
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A Figura 1 mostra o fluxograma geral de producao do queijo de Coalho artesanal.
Trés etapas influenciam efetivamente na defini¢éo das caracteristicas deste queijo: a utilizacédo
do leite cru, o cozimento da massa, no qual a temperatura de cozimento varia muito de

produtor para produtor, e a salga diretamente na massa (CARVALHO, 2007).

Leite cru Integral

'

Adigio de Coalho

'

Coagulagdo (3040 minutos|

'

Corte da Coalhada

'

Mexeduras e Repousos

'

Retirada de Eﬂ% do soro

'

Aquecimento do soro (80 a 95°C)
Y ‘
Cozimento da Massa (35 a 60°C) |«

'

Dessoragem

'

Salga

v

Enformagem e Prensagem

'

Estocagem

Fonte: adaptado de Lima (1996)

Figura 1: Fluxograma geral da produgdo de queijo de Coalho no Ceara.
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O cozimento da massa é realizado pela incorporacdo de parte do soro, que é
previamente retirado e aquecido a uma temperatura entre 85° a 100°C. Este procedimento
pode ser realizado também, com &gua quente ou vapor direto até a obtencdo de massa semi
cozida (até 45°C) ou cozida (entre 45 e 60°C) (CARVALHO et al., 2005).

A salga, que é geralmente realizada pela adicdo de cloreto de sodio diretamente a
massa, tem como objetivo evitar o estufamento precoce, que ocorre devido a producdo de gas
por coliformes, o qual € um dos principais problemas enfrentados pelos produtores de queijo
de Coalho do Ceara (NASSU et al., 2001a). A salga na massa também pode retardar o
crescimento de fermento latico, inibindo uma producéo intensa de acido (FOX et al., 2000).

Apesar da legislacédo brasileira estabelecer que o leite utilizado na fabricagdo de
queijos deve ser submetido a pasteurizacdo ou tratamento térmico equivalente (BRASIL,
1996) somente as unidades produtoras sob inspecao é que promovem o tratamento térmico do
leite. Em 85% dos casos, o leite usado na elaboracao deste queijo ndo € pasteurizado (NASSU
et al., 2001b), o que representa um risco em potencial para a saude do consumidor, devido a
possibilidade de veiculagdo de microrganismos patogénicos, dentre estes Listeria
monocytogenes, Salmonella sp., Staphylococcus e microrganismos do grupo coliforme
(DUARTE, 2005).

O processo de pasteurizagdo, alem de destruir os microrganismos patogénicos,
reduz também, as BAL presentes na microbiota natural do leite que sdo responsaveis pelas
caracteristicas sensoriais do queijo (GRAPPIN e BEUVIER, 1997). Além disso, quando se
faz uso do leite pasteurizado utiliza-se também fermento latico comercial, porém este
procedimento tem levado a perda das caracteristicas sensoriais tipicas dos queijos, quando
comparados aos produtos fabricados com leite cru (MARINO et al., 2003).

Muitas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de caracterizar a microbiota
latica de queijos produzidos a partir do leite cru (CARVALHO, 2007; MEDINA et al., 2001;
LOPEZ-DIAZ et al., 2000). Essas informagbes podem contribuir para a definicdo de um
fermento latico que auxilie na padronizacdo destes produtos, sem promover mudancas
fundamentais nas caracteristicas sensoriais dos mesmos, além de fornecer um produto seguro
do ponto de vista microbiol6gico (CARIDI et al., 2003; DURLU-OZKAYA et al., 2001).
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3.2. Caracteristicas do Queijo de Coalho
3.2.1. Caracteristicas Fisico-Quimicas do Queijo de Coalho

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Queijo de
Coalho, este produto € classificado como de médio (36,0 — 45,9%) a alto teor de umidade
(46,0 — 54,9%), de massa semi-cozida ou cozida, semigordo (25,0 — 44,9%) ou gordo (45,0 —
59,9%) (BRASIL, 2001).

Esta variabilidade nos parametros fisico-quimicos tem sido constatada por
diversos pesquisadores. Nassu et al. (2001b) avaliaram amostras de queijos de Coalho
produzidas no Ceara e constataram que quanto ao teor de umidade, 81,4% foram classificadas
como de média umidade e 18,6% como de alta umidade. Para o teor de gordura no extrato
seco, 74,4% das amostras foram classificadas como queijo gordo e 25,6% como queijo
semigordo.

Andrade (2006), pesquisando amostras de queijos de Coalho artesanais e
industriais produzidas no Ceara, encontrou que 71,4% das amostras analisadas foram
classificadas como queijos de média umidade e 28,6%, como de alta umidade. Em relagéo a
gordura no extrato seco, 42,96% foram classificadas como semigordo, enquanto, 57,14%
foram tidas como gordos.

Sena et al. (2000), analisando amostras de queijos de Coalho comercializados em
Recife, concluiram que 81,6% das amostras analisadas deste queijo eram semigordos e
18,57% eram magros. Em relacdo ao conteddo de umidade, 1,43% das amostras foi
considerada como de baixa umidade, 40% como de média umidade, 54,29% como de alta
umidade e 4,29% como de muito alta umidade.

Carvalho (2007) caracterizou o queijo de Coalho artesanal produzido no estado do
Ceara como de médio contetdo de umidade, baixa acidez, com pH de 6,30, elevada atividade
de &gua e teor de NaCl de 2,88%.

Outros autores (ARAUJO e NASSU, 2002), confirmaram a falta de padronizagio
nas operacdes de elaboracdo do queijo de Coalho, assim como a ampla variacdo fisico-
quimica do leite utilizado na fabricacdo do mesmo, o qual ndo sofre nenhum tipo de

padronizacao.
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3.2.2. Caracteristicas Sensoriais do Queijo de Coalho

A pasteurizagdo por reduzir grande parte da microbiota latica natural do leite,
influencia negativamente no desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do queijo
(GRAPPIN e BEUVIER, 1997). Por este motivo, a adicdo de fermento latico comercial na
elaboracdo de queijos produzidos a partir de leite pasteurizado tem ocasionado mudancas nas
suas caracteristicas sensoriais (ESTEPAR et al., 1999).

Estudo realizado por Benevides et al. (2000) comparou sensorialmente o queijo de
Coalho elaborado a partir de leite cru e pasteurizado, adicionado de fermento latico, apos 4,
30 e 60 dias de maturacdo. O queijo de Coalho produzido a partir de leite cru ap6s o 4° dia de
fabricacdo foi o preferido. O sabor e a textura foram melhor avaliados para este mesmo
queijo com 30 e 60 dias de cura, enquanto que para 0s queijos produzidos com leite
pasteurizado 0 parametro maciez foi o que apresentou maior aceitacdo. Apesar de ambos 0s
tipos de queijos apresentarem boa aceitacdo quando maturados por 60 dias, o queijo de
Coalho produzido com leite cru foi preferido de forma geral.

Nassu et al. (2004) relataram as variagOes sensoriais percebidas em queijos de
Coalho artesanais e industriais consumidos em Fortaleza e observaram que entre 20 amostras,
sete apresentaram caracteristicas proximas ao padrao de identidade e qualidade considerados
caracteristicos para 0 queijo da regido. Dentre estes, trés eram artesanais e quatro
industrializados.

Segundo Peldez e Requena (2005), as diferencas existentes entre a qualidade
sensorial de queijos produzidos de leite cru e de leite pasteurizado dependem, principalmente,
da diversidade e complexidade da microbiota presente no leite cru.

Cavalcante et al. (2004) empregaram um pool de cepas de BAL (Lactococcus
lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris) isoladas de leite cru para elaborar
queijo de Coalho, a partir de leite pasteurizado. O produto resultante apresentou boa aceitacdo

pelos consumidores, quando avaliados sensorialmente.

3.2.3. Caracteristicas Microbiolégicas do Queijo de Coalho

Apesar da legislacdo estabelecer que o leite utilizado na elaboracdo de queijos
deve ser submetido a pasteurizacdo ou tratamento térmico equivalente (BRASIL, 1996),

muitos produtores rurais ainda utilizam o leite cru.
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Além de ser fonte de BAL, o leite cru tambéem é a principal fonte de
microrganismos patogénicos do queijo de Coalho artesanal. Contudo, a presenca de patogenos
pode ocorrer também em queijos produzidos com leite pasteurizado, devido a contaminacéo
pos-pasteurizacdo (GRAPPIN e BEUVIER, 1997). Em algumas unidades produtoras de
queijo de Coalho artesanal observa-se, além de praticas de higiene inadequadas, muitos
equipamentos e utensilios que ndo atendem as normas para os padrbes higiénico-sanitarios
(NASSU et al., 2001a).

No Brasil, coliformes fecais e Escherichia coli sdo detectados com frequéncia em
varios tipos de queijos. Em queijo de Coalho, a ocorréncia de coliformes fecais em niveis
superiores aos permitidos pela legislacdo (ANVISA, 2001) tem sido relatada em varios
estudos. Borges et al. (2003) avaliaram 43 amostras de queijos de Coalho produzidos em 11
municipios do estado do Ceard e verificaram que 74% delas estavam contaminadas por
coliformes fecais e E. coli em niveis superiores ao estabelecido pela legislacdo. O mesmo fato
foi observado por Bruno et al. (2005) onde 100% das amostras analisadas de queijos de
Coalho artesanais e industriais comercializados em Fortaleza apresentaram altos niveis de
contaminacgéo por coliformes fecais. Feitosa et al. (2003), Paiva e Cardonha (1999), Mendes
et al. (1999), em pesquisas semelhantes, também, observaram indices de contaminacdo por
coliformes fecais em discordancia com a legislacdo, os quais foram respectivamente 36% |,
60% e 100% .

Considerando a importancia de L. monocytogenes em produtos laticos, a legislacéo
brasileira (ANVISA, 2001) estabelece auséncia deste patdgeno em 25g de amostra. A
incidéncia de Listeria monocytogenes em queijos de Coalho apresenta uma ampla variacdo
(zero a 50%). Sousa (2000), avaliando amostras de queijo de Coalho artesanais
comercializados em Jodo Pessoa, observou uma taxa de 50% de ocorréncia deste
microrganismo. Branco et al. (2003) detectaram a presenca de L. monocytogenes em 19% das
amostras avaliadas de queijo de Coalho industrial armazenados sob refrigeracdo e
comercializados em Fortaleza. No entanto, Borges et al. (2003) e Sousa (2006) detectaram,
respectivamente, 2,3% e 1,4% de incidéncia deste microrganismo em queijos de Coalho
artesanais comercializados em Fortaleza.

Varios estudos tém apontado, também, a presenca de Salmonella sp. em queijos,
principalmente em queijo de Coalho artesanal (ARAUJO et al., 2004; NASSU et al., 2001a).
No Ceara, Borges et al. (2003) detectaram a presenca de Salmonella sp. em 34,9% das
amostras de queijo de Coalho artesanais analisadas. Em outro estudo, Bruno et al. (2005)

verificaram a presenca desta bactéria em 12,5% das amostras de queijos industrializados. A
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presenca de Salmonella foi detectada também em 9% das amostras analisadas por Feitosa et
al. (2003); em 30%, por Florentino e Martins (1999) e em 73,3%, por Mendes et al. (1999) e
respectivamente nos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco.

A ocorréncia de altos niveis de Staphylococcus coagulase positiva e S. aureus, em
queijos de Coalho produzidos em estados do Nordeste, tem sido relatada em varios estudos
(BORGES et al.,, 2003; FEITOSA et al.,, 2003). Na maioria deles, os queijos foram
classificados como impréprios para o consumo humano, dada a constatacdo de niveis de
contaminacao superiores aos permitidos pela legislacdo de 10° UFC/g (ANVISA, 2001).

Borges et al. (2003) analisaram 43 amostras de queijos de Coalho produzidos em
11 municipios do Ceara, e verificaram que, 91% delas apresentaram contagens de
Staphylococcus coagulase positiva em niveis superiores ao permitido pela legislacdo (10°
UFC/g). Resultado semelhante foi encontrado por Hiluy e Aradjo (1999) que analisaram 25
amostras de queijos de Coalho comercializados em Fortaleza e constataram que 96% destas,
apresentaram  contagens acima do estabelecido pela legislacdo. Bruno et al. (2005)
observaram que 50% do total de amostras avaliadas de queijos de Coalho artesanais e

industriais comercializados em Fortaleza apresentaram contaminacéo por este patdégeno.

3.3. Bactérias acido laticas

As bactérias acido laticas (BAL) apresentam uma grande importancia econémica
para a industria latica e para a producdo de outros produtos fermentados e suplementos
alimentares, sendo mais conhecidas por seu uso como culturas iniciadoras em produtos laticos
(CARR et al., 2002). A selecdo apropriada e o balanco dessas culturas séo criticas para a
producéo de produtos com as caracteristicas reoldgicas, textura, aroma e sabor caracteristicos
(RICHTER e VEDAMUTHU, 2001).

As BAL estdo amplamente distribuidas na natureza, predominando na microbiota
de alimentos ricos em carboidratos, proteinas e vitaminas como o leite e 0 queijo (LOPEZ-
DIAZ et al., 2000). S&o encontradas de forma natural, como no leite cru, ou de forma
industrializada, quando s&o adicionadas intencionalmente aos produtos laticos.

Produzem 4&cido rapidamente atraveés da fermentacdo dos carboidratos, sendo
capazes de coagular o leite dentro de 24h em temperaturas acima de 20°C, provocando,
portanto, o abaixamento do pH do leite de 6,6 para 4,6. Em conseqliéncia, ocorre a

coagulacao do leite, pois este pH € o ponto isoelétrico da caseina (PIARD et al., 1999).
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A acidificacdo do produto a um pH préximo a 4,0 impede o desenvolvimento de
bactérias indesejaveis, 0 que permite uma maior conservacao do produto fermentado (PIARD
et al., 1999) e auxilia na atividade do coagulante e na dessoragem da coalhada (FOX et al.,
2000).

Outro aspecto importante da acidificacdo € sua contribuicdo no desenvolvimento
das propriedades sensoriais dos alimentos fermentados (CARR et al., 2002). Isto acontece
porque as BAL produzem um grande nimero de enzimas glicoliticas, proteoliticas e
lipoliticas, transformando os nutrientes do meio em compostos com propriedades sensoriais
complexas modificando gradativamente a estrutura e o aroma dos alimentos fermentados
(PIARD et al., 1999).

A primeira classificacdo atribuida a estas bactérias foi baseada na forma do
isdbmero de &cido latico produzido. Quando o &cido latico produzido apresenta rotacdo Gtica
para a direita, ele é denominado Dextrorotatorio (D) e se apresentar rotacdo para a esquerda
ele é denominado Levorotatorio (L), podendo ainda ser chamado de racémico quando ha a
mistura dos dois (DL) (CARR et al., 2002).

As BAL podem ser classificadas, também, quanto a temperatura Gtima de
crescimento, em microrganismos mesofilicos quando, apresentam crescimento 6timo a 30°C
ou termofilicos, quando apresentam crescimento 6timo a 42°C (FOX et al., 2000).

Outra classificacdo pode ser dada de acordo com o0s seus produtos de fermentacéo.
As bactérias homofermentativas produzem apenas acido latico e as heterofermentativas, além
de 4acido latico, produzem também dioxido de carbono, &cido acético, etanol, entre outros
(CARR et al., 2002). Assim, as heterofermentativas, além de desenvolverem a acidez do
produto, sdo responsaveis pelo desenvolvimento de compostos especificos de aroma e sabor
(HASSAN e FRANK, 2001).

Dentre as caracteristicas comuns a todos os géneros das BAL estdo a morfologia
em forma bastonetes ou cocos nao esporulados, e o fato destes microrganismos serem Gram
positivos, anaerdbios facultativos, ndo produtores de catalase, oxidase e gelatinase, ndo
reduzirem nitrato a nitrito, mas serem capazes de utilizar o lactato (HASSAN e FRANK,
2001).

Desde que o conceito de BAL foi introduzido como um grupo de microrganismos,
novas espécies foram descritas, enquanto outras ja existentes foram renomeadas e
reagrupadas. As BAL associadas a alimentos agora incluem espécies do género

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
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Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (STILES e
HOLZAPFEL, 1997).

Desses 11 géneros de BAL existentes, apenas cinco sdo comumente encontrados
em queijos artesanais: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus e
Leuconostoc (FOX et al., 2000).

Carvalho (2007), avaliando a microbiota latica de queijos de Coalho artesanais
produzidos no Ceara, observou que esta era composta por Enterococccus (30,5%),
Lactococcus lactis subsp. lactis (13,4%), Lactobacillus (41,5) e Streptococcus (14,6%).

Ao pesquisar a microbiota latica natural do queijo espanhol Valdedn, Lopez-Diaz
et al. (2000) encontraram 0s seguintes géneros: Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus e
Leuconostoc. No acompanhamento dos diferentes estagios de elaboracdo deste queijo, foi
possivel notar que Lactococcus e Enterococcus dominavam no queijo fresco, e, Lactobacillus
e Leuconostoc se sobrepunham durante a cura.

Medina et al. (2001) caracterizaram 250 cepas de BAL isoladas de 4 amostras de
um queijo artesanal argentino. Os géneros Enterococcus e Lactobacillus compuseram 59% e
41%, respectivamente, da microbiota destas amostras. Dentre os isolados identificados como
Lactobacillus, 93% pertenciam a espécie Lb. plantarum.

3.3.1. Lactococcus

Os Lactococcus sao as principais bactérias responsaveis pela acidificacdo do leite
(LOPEZ-DIAZ et al., 2000). Devido a sua capacidade em converter rapidamente a lactose em
acido latico, estes microrganismos mesofilicos sdo os mais usados para a producdo de acido
nas fermentacdes laticas. Além de acido latico, formam também diacetil, diéxido de carbono
e outros compostos de aroma. O numero estimado de células no queijo durante a coagulagédo
tem sido 108 UFC/mL (TEUBER, 1995).

Este género de BAL apresenta como caracteristicas a capacidade de crescer a
10°C, em pH o6timo de 6,0-6,5, mas ndo a 45°C. Em temperatura ambiente de 20°-30°C, os
lactococos levam de 10-20h para fermentar o leite cru (TEUBER, 1995).

Das cinco espécies de Lactococcus conhecidas, a Unica que contribui
significativamente na producdo de produtos laticos é o Lactococcus lactis (TEUBER, 1995).
O Lc. lactis subsp. lactis e Lc. lactis subsp. cremoris sdo as subespécies mais importantes para

a producdo de queijos. O que diferencia estas duas subespécies sdo as caracteristicas
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relacionadas a capacidade de produzir NHs a partir da arginina, crescimento a diferentes
temperaturas e crescimento em diferentes concentracdes de sal. Enquanto o Lc. lactis subsp
lactis produz NHg; a partir da arginina, cresce a temperaturas de 10, 15 e 40°C e em 4% de
sal, o Lc. lactis subsp. cremoris ndo produz NHj3 a partir da arginina e cresce somente a
temperaturas de 10° e 15°C e em 2% de sal (FOX et al., 2000).

Carvalho (2007) encontrou baixa incidéncia (1,7%) deste género em queijos de
Coalho artesanais. Enquanto Fortina et al. (2003) observaram que 67% dos microrganismos
isolados de um queijo artesanal protegido pela denominagdo de origem eram representados
pelo género Lactococcus. Este género foi, também, encontrado em um queijo marroquino
branco e macio, denominado Jben, representando 27% dos isolados obtidos (OUADGHIRI et
al,.2005).

Os Lactococcus sdo geralmente predominantes em queijos frescos que ndo sofrem
cozimento da massa (CARVALHO, 2007), sendo sua presenca reduzida durante o processo
de cura, como constatada por Fontan et al. (2001) e Lopez-Diaz et al. (2000), os quais

verificaram seu desaparecimento em seis e oito semanas, respectivamente.

3.3.2. Lactobacillus

Os Lactobacillus participam do desenvolvimento do aroma e sabor do queijo
devido as suas atividades proteoliticas e lipoliticas (LOPEZ-DIAZ, 2000). Este género contém
cerca de 60 espécies. Destas, Lb. helveticus, Lb. delbruecki, Lb. casei e Lb plantarum sdo as
mais encontradas em alimentos (LOPEZ-DIAZ, 2000).

Os Lactobacillus sobrevivem a tratamentos térmicos e sdo o0 Unico grupo que
cresce bem no ambiente adverso do interior do queijo que possui um baixo pH, alto contetdo
de sal, auséncia de carboidratos fermentaveis, € anaerobico e pode conter bacteriocinas
produzidas pelas bactérias iniciadoras (MARINO et al., 2003).

Os Lactobacillus podem ser divididos em trés grupos, tendo por critério o produto
final de sua fermentacdo: Lactobacillus termofilicos homofermentativos obrigatérios, que
fermentam apenas hexoses a acido latico (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis e Lactobacillus helveticus); Lactobacillus mesofilicos
heterofermentativos facultativos, que sdo capazes de fermentar outras fontes de carbono além
das hexoses, produzindo &cidos organicos, CO,, alcool e H,O, (Lactobacillus casei,

Lactobacillus paracasei e Lactobacillus plantarum); e Lactobacillus mesofilicos
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heterofermentativos obrigatorios, que utilizam obrigatoriamente hexoses e pentoses como
fonte de carbono, fermentando hexose a &cido latico, &cido aceético, etanol e CO, e pentoses a
acido latico e acido acético (Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum) (FOX et al.,
2000).

O grupo dos heterofermentativos facultativos ndo sdo comumente encontrados no
fermento latico, mas estdo associados a fermentacdo secundaria, benéfica durante a cura do
queijo (BERESFORD e WILLIAMS, 2004). Sdo chamados de bactérias acido laticas ndo
iniciadoras ou culturas adjuntas, geralmente encontrados em fermentos laticos (CROW et al.,
2001; FOX et al., 2000). Os heterofermentativos obrigatérios podem produzir sabores
indesejaveis e gas durante a cura do queijo (HASSAN e FRANK, 2001).

Do total de 22% dos isolados pertencentes a este género identificados em queijos
de Coalho artesanais do Ceara, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (55,9%) e
Lactobacillus plantarum (32,4%) foram as espécies predominantes (CARVALHO, 2007). Em
outro estudo, Williams et al. (2002) também observaram a ocorréncia de Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei e Lactobacillus plantarum, além de Lactobacillus brevis em
queijo Cheddar, que também é produzido com leite cru. Estas espécies de lactobacilos fazem
parte da microbiota secundaria e chegam até 0s queijos através do leite cru e, principalmente,
de contaminac¢6es advindas do ambiente de producdo (CHAMBA e IRLINGER, 2004).

3.3.3. Enterococcus

Este género inclui mais de 20 espécies, sendo o Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis as duas mais encontradas em alimentos. Os enterococos chegam até os
alimentos através de contaminagdes ambientais, ja que este género é encontrado em grandes
porcbes no trato gastrintestinal de mamiferos, e se multiplicam durante a fermentacéo
(GIRAFFA, 2003).

Sdo encontrados em niveis elevados em uma grande variedade de queijos
artesanais produzidos a partir de leite cru ou pasteurizado, na Italia, Portugal, Espanha e
Grécia, trazendo influéncias positivas no aroma e sabor do queijo (FRANZ et al., 2003;
GIRAFFA, 2003).

As espécies deste género apresentam geralmente baixa capacidade de reduzir o pH
do leite. A influéncia positiva dos Enterococcus em queijos esta relacionada ao

desenvolvimento das propriedades sensoriais, através de reacdes bioquimicas (proteolise,
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lipolise, utilizacdo do citrato e producdo de compostos aromaticos volateis) que ocorrem
durante a cura (GIRAFFA, 2003). A habilidade em crescer a 10°C e 45°C, em NaCl 6,5% e na
presenca de 40% de bile e pH 9,6 é o que diferencia este grupo das outras BAL (FRANZ et
al., 2003).

Embora os enterecocos sejam mais comumente utilizados como fermento latico
adjunto, também tém sido empregados como fermento latico primario, devido a sua
capacidade de produzir bacteriocinas (GIRAFFA, 2003).

O uso de enterococos é controverso devido ao seu potencial patogénico
(DELGADO e MAYO, 2004). O “Advisory Committee on Novel Foods and Processors —
ACNFP”, 6rgdo de aconselhamento das agéncias reguladoras de alimentos, permite 0 uso de
E. faecium K77D como fermento latico em produtos lacteos fermentados (GIRAFFA, 2003).
Porém, o uso de outras espécies ainda é questionado, pois ha maior necessidade de estudos
clinicos e epidemioldgicos (COGAN et al., 1997).

Marino et al. (2003) observaram em queijo Montasio, um queijo artesanal
proveniente do Nordeste da Italia, que a contagem de enterococcus foi maior ap6s 30 dias de
maturacgdo, sugerindo que essas bactérias desenvolvem um papel importante na maturacéo
deste queijo.

Sarantinopoulos et al. (2001) observaram que o E. faecalis mostrou uma melhor
performance quando comparado ao E. faecium e E. durans, no que diz respeito as

propriedades bioquimicas, como a habilidade de acidificacdo e atividade proteolitica.

3.3.4. Streptococcus

De todas as espécies de Streptococcus, a Unica utilizada nas fermentacgdes laticas €
o Streptococcus termophilus (HASSAN e FRANK, 2001). O que diferencia esta espécie das
demais é a sua resisténcia ao aquecimento, crescendo bem a 45°C e a 52°C e conseguindo,
inclusive, sobreviver ao aquecimento de 60°C por 30 minutos (HARDIE e WHILEY, 1995).
Esta propriedade faz com que queijos, como o queijo Cheddar, caracterizados pelo emprego
de temperatura elevada no processamento requeiram o uso de fermento termofilico que inclua
estes microrganismos em sua composicdo ( MICHEL e MARTLEY, 2001).

Streptococcus apresenta a habilidade de fermentar um pequeno numero de
carboidratos e possui atividade proteolitica limitada. O pH 6timo para o crescimento de S.
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termophilus € de 6,5 (HASSAN e FRANK, 2001) sendo capaz de suportar uma concentracéo
de até 2,5% de NaCl (FOX et al., 2000).

Streptococcus termophilus é frequentemente utilizado em combinacdo com
Lactobacillus spp. que desempenha o importante papel de utilizar a galactose, porcédo de
lactose, que ndo é utilizada pelo S. termophillus complementando a acidificagdo do queijo e
reduzindo o fenébmeno de browning que ocorre com o aquecimento (MICHEL e MARTLEY,
2001).

Carvalho (2007) encontrou uma incidéncia de 14,6% de Streptococcus em queijos
de Coalho artesanais comercializados em Fortaleza.

3.3.5. Leuconostoc

As bactérias do género Leuconostoc sdo distinguidas das outras BAL por serem
cocos heterofermentativos. Estas bactérias apresentam crescimento 6timo na faixa de
temperatura de 20°-30°C (FOX et al., 2000). S&o incapazes de hidrolisar arginina e requerem
um pH maior que 4,5 (CARR et al., 2002). As duas espécies associadas aos produtos lacteos
sdo: Leuc. mesenteroides subsp. cremoris e Leuc. mesenteroides subsp. lactis (FOX et al.,
2000). O primeiro normalmente fermenta somente a lactose e seus monossacarideos, glucose
e galactose.

Leuconostoc spp. apresenta crescimento vagaroso e fraca propriedade acidificante
(DELLAGLIO et al., 1995), além de baixa atividade proteolitica (HASSAN e FRANK,
2001). Contudo, o Leuconostoc spp. é usado nos produtos laticos, junto aos lactococos, para
produzir diacetil, CO, e acetoina a partir de citrato (HASSAN e FRANK, 2001). Estes
compostos sdo responsaveis pela qualidade sensorial, consisténcia, textura e formacdo de

olhaduras em queijos como o Manchego, Danbo, Gouda e outros (DELLAGLIO et al., 1995).

3.4. Técnicas de Identificacéo

A caracterizagdo das BAL representa um avanco tecnoldgico significante na
producdo de produtos laticos fermentados, colocando-os entre os mais sofisticados e mais
pesquisados alimentos fermentados (CAPLICE e FITZGERALD, 1999).
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As técnicas empregadas para a caracterizacdo de microrganismos em queijos
podem ser reunidas em trés grupos: (1) métodos que envolvem o cultivo, seguidos da
caracterizacdo fenotipica; (2) métodos que envolvem o cultivo, seguidos da caracterizacdo
molecular; (3) métodos que envolvem somente a caracterizagdo molecular (BERESFORD et
al., 2001).

Embora a Microbiologia Classica dependa exclusivamente da primeira abordagem,
a identificacdo de espécies de BAL usando apenas métodos fenotipicos, baseados nas
propriedades morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas apresenta limitagdes, sobretudo em
relacdo a sensibilidade do método. A identificacdo fenotipica, realizada através de testes
bioquimicos e fisioldgicos classicos, freqiientemente é pouco eficiente em separar biotipos
atipicos de espécies fenotipicamente relacionadas e, muitas vezes, ndo permite a separagdo
genética de subespécies, como no caso de Lactococcus lactis, que podem pertencer a
subespécie lactis ou a subespécie cremoris, sendo esta Ultima especialmente adequada para a
fabricacéo de certos tipos de queijo, como o0 Cheddar (DELGADO e MAYO, 2004).

Além dos procedimentos convencionais de identificacdo bacteriana baseada nas
caracteristicas fenotipicas, os microbiologistas desenvolveram uma variedade de métodos,
como testes com substratos cromogénicos ou fluorogénicos que detectam enzimas pré-
formadas pelas bactérias (KONEMAN et al., 2001) e sistemas comerciais de identificacao,
como por exemplo o Sistema API, onde sdo usados diferentes conjuntos de substratos
miniaturizados (EIGNER et al., 2005).

Os métodos moleculares, por sua vez, apresentam como caracteristicas a
reprodutibilidade, automacdo e rapidez, sendo, muitas vezes, independentes de cultivo
(KALLIOPI et al.,, 2004). Porém, os métodos que envolvem o cultivo seguido de
caracterizacdo molecular requerem o pré-crescimento de microrganismos e existe a
possibilidade de que somente uma sub-fracdo de toda a microbiota esteja sendo avaliada. O
desenvolvimento de métodos independentes do cultivo tem revolucionado a ecologia
microbiana e sua aplicacdo pode conduzir a novas percepcbes do complexo sistema
microbiano (BERESFORD et al., 2001). Assim, 0 uso de métodos moleculares representa um
grande avanco e tem aumentado a qualidade e a eficiéncia da identificagdo microbiana
(BERNARDEAU et al., 2007).

Técnicas baseadas no DNA e testes convencionais de carboidratos permitiram
Desai et al. (2006) diferenciar e identificar espécies isoladas de produtos laticos fermentados
que pertenciam ao grupo Lactobacillus casei, um grupo taxonomicamente relacionado com os

lactobacilos heterofermentativos facultativos.

29



A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada por Sawitzki et
al. (2007) para identificar culturas de Lactobacillus plantarum isoladas de produtos
fermentados.

Beimfohr et al. (1997), usando PCR, mostraram que foi possivel identificar
Lactococcus lactis de diferentes subespécies e biovariantes, obtidos de diferentes colecBes de
culturas, através de um meétodo rapido e facil.

Delgado e Mayo (2004) diferenciaram isolados de Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Enterococcus durans e Enteroccous faecalis de uma
mesma populacédo utilizando técnicas como ARDRA, RAPD e RFLP.

A técnica de DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD), utilizada para
analisar a diversidade genética, foi realizada por Sesefia et al. (2004) para identificar e
diferenciar 34 diferentes perfis de Lactobacillus.

Varios outros estudos tém usado técnicas moleculares para identificar, a nivel de
subespécies e biovariantes, bactérias acido laticas (BAL) isoladas de produtos laticos com
bastante sucesso, facilidade e rapidez (GIRAFFA et al., 2003; MARINO et al., 2003;
BERESFORD et al., 2001; SONG et al., 2000).

Assim, a confirmacdo da identificaco de BAL isoladas de queijo de Coalho,
através de ferramentas moleculares como, por exemplo, a técnica da PCR, é importante no
sentido de assegurar a identificacdo destes microrganismos, cujo propdsito final é serem

utilizados na fabricagéo de alimentos.

3.4.1. PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma das técnicas de Biologia
Molecular mais usada em inimeras aplicacdes, seja na medicina forense, no diagnéstico de
doencas genéticas, neoplésicas e infecciosas, assim como na identificacdo bacteriana. Nos
ultimos anos, ela tem sido uma alternativa rapida para os tradicionais metodos in vivo de
clonagem de DNA (KOCHER e WILSON, 1991), apresentando como vantagens a rapidez,
especificidade, flexibilidade e resisténcia (KIDD e RUANO, 1995).

PCR é uma metodologia in vitro que amplifica enzimaticamente uma sequéncia
especifica de DNA através do uso de primers que flanqueiam a regido de interesse do DNA
alvo. Esta técnica € assim chamada porque envolve a enzima polimerase e os produtos

sintetizados, em cada ciclo, servem como modelo para o préximo ciclo, gerando uma reacao
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em cadeia (KOCHER e WILSON, 1991). Portanto, as duas principais vantagens deste método
sdo a amplificacdo do DNA em escala logaritimica e a replicacdo de uma sequéncia especifica
de DNA entre milhdes de sequéncias diferentes (EELES e STAMP, 1993).

O conceito de PCR foi primeiramente elaborado por Karry Mullis em 1986 e foi
aplicado por um grupo de pesquisadores do Departamento de Genética Humana do
Laboratorio Cetus com o objetivo de amplificar o gene da betaglobina humana (EELES e
STAMP, 1993).

No inicio, algumas limitagdes tornavam o processo demorado e mais susceptivel a
erros. O método utilizava como enzima fragmentos de DNA polimerase de Escherichia coli.
Esta enzima, por ser instavel termicamente, era inativada pelo calor utilizado para a
desnaturacdo do DNA, sendo necessaria a sua reposi¢do na reacdo a cada inicio de um novo
ciclo. Além disso, era necessario a utilizacdo de banhos de &gua a diferentes temperaturas
para cada etapa do ciclo. Em seguida, o método foi melhorado pela introducdo de
termocicladores automaticos capazes de realizar variagdes de temperaturas precisas e rapidas
e pela DNA polimerase termoestavel (Taq polimerase), simplificando os procedimentos da
PCR e aumentando a sua eficiéncia (EELES e STAMP, 1993).

A amplificacdo de uma amostra pela técnica de PCR requer um par de iniciadores
(primers), os quatro deoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), ions de magnésio (MgCl,), que
devem estar em maior concentracdo que os dNTPs, e uma DNA polimerase termoestavel para
sintetizar o DNA. As concentracg@es de iniciadores, dNTP e magnésio variam de acordo com
cada reacdo (SOUZA, 2006).

A amplificacdo do DNA é conseguida através de uma série de ciclos repetitivos.
Cada ciclo envolve as etapas de desnhaturacdo do DNA molde, anelamento do primer e
extensdo dos primers anelados (KIDD e RUANO, 1995). A repeticdo destes ciclos cria o
acumulo exponencial dos fragmentos especificos. Em uma alta concentracdo, 0 DNA pode
facilmente ser detectado por métodos simples e classicos de separacdo e identificacdo de
substancias, como a eletroforese, por exemplo (KOCHER e WILSON, 1991).

Na etapa de desnaturacdo utiliza-se temperaturas 94-96°C. O DNA molde, que é
composto de dupla fita, é desnaturado em duas fitas simples de DNA, pela acdo do calor. A
temperatura é, entdo, diminuida (37-65°C) possibilitando o anelamento dos primers em cada
uma das fitas simples na sequéncia especifica do segmento a ser amplificado. A extensdo dos
primers ocorre pela acdo da Tag DNA polimerase, que tem uma temperatura 6tima para a
atividade em torno de 72°C, através da incorporagdo de desoxinucleotideos, produzindo uma

copia complementar ao DNA molde na regido especificada pelo primer anelado (KOCHER e
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WILSON, 1991). Ao fim da reacdo, as amostras devem ser mantidas refrigeradas a 4°C para
evitar a decomposicdo do DNA até a aplicagédo no gel.

Apdbs a amplificacdo da seqliéncia especifica de DNA, o produto da reagdo €
submetido a uma eletroforese em gel de agarose. O gel de agarose é corado com brometo de
etidio, o que torna possivel a visualizagdo de bandas especificas do DNA, quando 0 mesmo é
submetido a luz UV.

Entre os varios tipos de PCR, as mais comuns sdo a RT-PCR (Reverse
Transcriptase Chain Reaction), a Multiplex PCR, a Nested PCR e a PCR Competitiva. O
diferencial da primeira reacéo é que esta ndo parte de um molde de DNA,; a amostra fornece o
RNA, que € convertido em cDNA (DNA complementar).

No Multiplex PCR mais de um segmento genémico € amplificado numa Unica
reacdo, cada um com seu par de primers especifico. Esta vantagem simplifica alguns
experimentos, como a investigacdo de paternidade, onde varios marcadores gendmicos devem
ser analisados.

No Nested PCR para melhorar a especificidade e a eficiéncia da reacdo, o
segmento gendmico é amplificado primeiro de forma abrangente, copiando até mesmo
sequéncias localizadas fora dela, e depois, utilizando este primeiro produto, a amplificacdo da
real seqiiéncia-alvo.

Na PCR competitiva, além do DNA molde, é adicionado a reacdo um outro trecho
de DNA, de sequiéncia, tamanho e concentragdo conhecidos (controle), cujas extremidades
sdo complementares também aos primers que irdo amplificar a sequiéncia-alvo. O resultado é
a amplificacdo de dois trechos de DNA: a de interesse e a controle. Esta ultima, levando-se
em conta a quantidade inicial e dados sobre a eficacia da reacdo, serve de padrdo para a

quantificacdo do DNA alvo.
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4.

MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismos utilizados

Foram analisados 44 (quarenta e quatro) isolados de BAL pertencentes a Colegédo
de Culturas da Embrapa Agroinddstria Tropical (Apéndice 1). Os microrganismos foram
isolados de amostras de leite cru, massa de queijo e queijos de Coalho de origem artesanal
produzidos na regido do Jaguaribe, interior do estado do Ceara.

As BAL dos géneros Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus paracasei, utilizadas no presente trabalho, foram previamente identificadas por
Carvalho (2007) com base em suas caracteristicas fenotipicas e bioquimicas (fermentacéo de
acucares) e selecionadas de acordo com a sua freqiiéncia de incidéncia nas amostras avaliadas
e as seguintes propriedades tecnoldgicas de interesse para fabricacdo de queijo de Coalho:
capacidade acidificante do leite , baixa atividade proteolitica, capacidade de produzir aroma e
tolerancia a NaCl na concentragéo de 3%.

4.2. Manutencéo e ativacao das culturas para extracdo de DNA da cultura

As BAL foram mantidas em meio “Litmus Milk” a -18°C. As culturas
selecionadas para os testes moleculares foram descongeladas a temperatura ambiente e
ativadas em meio LDR (leite desnatado reconstituido) a 10%, a 30°C (mesofilicos) por 24
horas. O procedimento foi repetido para que as células retomassem a sua atividade de
crescimento. Em seguida, a cultura foi repicada em placas de 4gar De Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) suplementado com 0,5% de glucose para obtencgéo de colbnias isoladas. Uma coldnia
selecionada foi, entdo, ativada em caldo MRS para a extragcdo do DNA.

4.3. Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada somente para os Lactococcus lactis subsp. lactis,
uma vez que a reacdo do Lb. plantarum e Lb. paracasei foi realizada a partir de uma col6nia
isolada em agar MRS. A extracgéo foi, entdo, efetuada conforme a metodologia sugerida por
Pospiech e Neumann (1995) com as modificacfes descritas a seqguir.

Uma aliquota da cultura de células, previamente ativada em caldo MRS,
suplementado com 0,5% de glucose, foi centrifugada a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C em
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centrifuga (Vision). O sobrenadante foi descartado e a massa de células foi ressuspendida em
tampdo de extracdo (NaCl 75 mM, EDTA 25 mM, Tris 20 mM, pH 7,5). Este procedimento
foi repetido por mais duas vezes. Apo6s a ultima centrifugacdo, a massa de células foi
ressuspendida em tampdo de extragdo. Uma aliquota de 500 uL desta suspensdo foi
transferida para um tubo Eppendorf de 2,0 mL, ao qual foi adicionado lisozima (2,0 mg/mL).
A mistura foi incubada a 37°C por 1 hora e 30 minutos.

Apds este periodo, foi acrescentado 1/10 volume de dodecil sulafato de sodio
(SDS) 10% e proteinase K (5 mg/mL ) com nova incubacédo a 55°C por 2 horas. Em seguida,
foi adicionado 1/3 volume de NaCl 5M e 1 volume de cloroférmio, com incubacdo a
temperatura ambiente por 30 minutos.

Apdbs centrifugacdo a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C, a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo Eppendorf e foi adicionado 1 volume de isopropanol.

Novamente, foi realizada uma centrifugacdo (12000 rpm por 30 minutos a 4°C), o
sobrenadante foi desprezado e o DNA foi lavado com etanol 70% frio. Apds outra
centrifugacdo (13000 rpm por 5 minutos a 4°C) o etanol foi descartado e 0 DNA secado a
temperatura ambiente. O DNA foi solubilizado em 50uL de tampéo TE (Tris-HCI 1M, EDTA
0,5M), tratado com RNAse (1 pug /mL) e, entdo, estocado a — 20°C.

4.4. Identificacdo molecular das cepas de BAL — PCR especifico

A identificacdo molecular dos isolados foi realizada com o uso de primers
especificos sintetizados pela Alpha DNA, Montreal, Quebec e cujas sequéncias sdo
apresentadas na Quadrol. Os primers LIhis3F e LIhis4R (BEIMFOHR et al., 1997), utilizados
para amplificacdo de Lactococcus lactis subsp. lactis, foram baseados na sequéncia do operon
de biossintese da histidina; enquanto os primers LU-5 e Lpar-4 (SONG et al., 2000),
utilizados para Lactobacillus paracasei, e Lpla2 e Lpla3 (SONG et al., 2000) para

Lactobacillus plantarum, foram baseados na sequéncia intergénica 16S — 23S do rRNA.
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Quadro 1: Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo

Microrganismo Primers Referéncia Sequéncia

Lactococcus lactis LlIhis3F BEIMFOHR et 5" AAAGAATTTTCAGAGAAA3Z’
subsp. lactis Llhis4R al., 1997 5ATTTAGAATTGGTTCAACY
Lactobacillus LU-5 SONG et al., 5CTAGCGGGTGCGACTTTGTT3
paracasei Lpar-4 2000 5GGCCAGCTATGTATTCACTGAY
Lactobacillus Lpla2 SONG et al., 5CCTGAACTGAGAGAATTTGAZ
plantarum Lpla3 2000 5ATTCATAGTCTAGTTGGAGGT3’

Como controle positivo foram utilizadas as seguintes cepas de referéncia:
Lactobacillus paracasei ATCC BAA-52, Lactococcus lactis ATCC 14579 e Lactobacillus
plantarum ATCC 8914. O controle negativo foi realizado com adicdo de adgua destilada livre
de DNA e RNA (Gibco) em volume correspondente ao DNA.

4.4.1. PCR - Lactococcus lactis subsp. lactis

Para a reacdo de PCR de Lactococcus lactis subsp. lactis foi utilizado o protocolo
sugerido por Beimfohr et al. (1997) com algumas modificacoes:

A mistura da reacdo (30 pL) foi composta por 1X Tampdo PCR (Invitrogen), 0,2
mM de cada dNTP (Invitrogen), 1,0 mM de MgCl; (Invitrogen), 0,5 uM de cada primer
(Alpha DNA), 1,5 U de Tag DNA Polimerase Platinum (Invitrogen). A esta mistura foram
adicionado 4 puL do DNA extraido e o volume foi completado com &gua destilada livre de
DNA e RNA (Gibco).

A amplificacéo foi realizada em termociclador (TC-512 — Techne) de acordo com
0 seguinte protocolo: desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos seguidos de 30 ciclos: de
94°C por 30 segundos, para a desnaturacdo; 44°C por 1 minuto e 30 segundos, para O
anelamento dos primers; e 72°C por 2 minutos para a extensdo. As amostras foram mantidas a

4°C até a aplicacdo no gel.
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4.4.2. PCR - Lactobacillus plantarum e Lactobacillus paracasei

A reacdo para Lactobacillus plantarum e Lactobacillus paracasei foi realizada
segundo a metodologia sugerida por Song et al. (2000). Uma aliquota da cultura ativada em
caldo MRS foi cultivada diretamente em placas de dgar MRS suplementado com 0,5% de
glucose e uma col6nia selecionada foi utilizada na reacéo.

A mistura da reacdo (30 pL) foi composta de 1X Tampdo PCR (Invitrogen), 0,2
mM de cada dNTP (Invitrogen), 1,5 mM de MgCI; (Invitrogen), 0,4 uM de cada primer
(Alpha DNA), 1 U de Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen) e &gua destilada livre de
DNA e RNA (Gibco), em quantidade suficiente para completar o volume final da reagdo. A
esta mistura foi adicionada uma colonia do isolado a ser testado.

A amplificacéo foi realizada em termociclador (TC-512 — Techne) de acordo com
0 seguinte protocolo: desnaturagéo inicial a 94°C por 2 minutos seguido de 35 ciclos: de 95°C
por 20 segundos, para a desnaturagdo; 55°C por 2 minutos, para o anelamento dos primers;
55°C por 2 minutos, para a extensdo; e 74°C por 2 minutos para a extensdo final, no caso de
Lactobacillus plantarum ou por 5 minutos, para a amplificacdo do DNA de Lactobacillus

paracasei. As amostras foram mantidas a 4°C até a aplicagdo no gel.

4.5. Eletroforese

Com o objetivo de realizar a deteccdo dos produtos da PCR, 5uL do produto
amplificado pela reacdo de PCR foi misturado a 1 pL de tampdo de carregamento 6X e
submetido a uma eletroforese em gel de agarose (Bioagency) 1% corado com 1,0 ug/mL de
brometo de etidio em tampédo TBE (Tris-borato 0,089M; acido borico 0,098M; EDTA 0,002
M, pH 8,0 ). Foi utilizado como padrdo molecular um marcador de 100 pares de base
(Promega) e a eletroforese foi realizada em uma cuba eletroforética (Fisher Scientific) com
fonte (Fisher Scientific) nas condic¢des de 90 volts por 40 minutos.

A analise da similaridade entre os isolados foi baseada na presenca ou auséncia de
bandas especificas na analise da reacdo de PCR, onde diferencas e similaridades entre os
isolados foram analisadas visualmente, sob luz UV, de acordo com o comportamento de
migracdo das bandas dos produtos da reacdo de PCR. Os isolados foram considerados
similares quando todas as bandas visiveis possuiam a mesma distancia aparente de migracéo.
Quando n&o houve possibilidade de comparacgédo entre migracdo de bandas semelhantes, os
isolados foram considerados diferentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PCR de Lactococcus lactis subsp. lactis

Dos 19 isolados de Lactococcus lactis subsp. lactis analisados, nove (47,3%)
foram confirmados como pertencentes a esta espécie de acordo com a técnica de PCR
empregada: colunas 1, 7, 8, 9 e 10 (Figura 2) e colunas 11, 15, 16 e 18 (Figura 3). Segundo
Beimforh et al. (1997), a PCR de Lactococcus lactis subsp. lactis com os primes LIhis4R e

LIhis3F gera um produto de 343 pb (pares de base).

M C-C+ 1 2 3 4 5 6 7 8 910 M

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers LlIhis4R e Llhis3F
especificos para Lc. lactis subsp. lactis. Coluna M: marcador de peso molecular 100 pb; coluna C-: controle
negativo da reagdo (agua); coluna C+: Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 14579 - controle positivo da
reacdo; colunas 1-10: isolados testados.
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M C- C+ 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers Llhis4R e Llhis3F
especificos para Lc. lactis subsp. lactis. Coluna M: marcador de peso molecular 100 pb; coluna C-: controle
negativo da reacdo (agua); coluna C+: Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 14579 - controle positivo da
reacdo; colunas 11-19: isolados testados.

As BAL testadas neste trabalho haviam sido previamente identificadas por
Carvalho (2007) através de testes bioquimicos utilizando o sistema APl 50CH em conjunto
com o meio API 50CHL (BioMérieux). Tal sistema de identificacdo baseia-se no perfil de
fermentacdo de 49 diferentes aglUcares apresentado pelo microrganismo que esta sendo
identificado. Segundo Delgado e Mayo (2004) os testes bioquimicos e fisioldgicos classicos
frequentemente sdo pouco eficientes em separar biotipos atipicos de espécies fenotipicamente
relacionadas, além de muitas vezes ndo permitirem a separacao genética de subespécies, como
no caso de Lactococcus lactis, que podem pertencer a subespécie lactis ou a subespécie
cremoris

Diop et al. (2007) analisaram bioquimicamente, empregando o sistema API 50 CH
(BioMerieux), e molecularmente (PCR) quatro BAL produtoras de bacteriocinas isoladas de
uma variedade de alimentos fermentados no Senegal. De acordo com 0s pesquisadores, 0S
resultados da identificagdo bioquimica ndo foram confirmados pela identificagdo molecular,
pois enquanto a primeira mostrou que os quatro isolados pertenciam a espécie Lactococcus
lactis subsp. lactis, a utilizacdo da PCR identificou um dos microrganismos como
Enterococcus faecium. Segundo os autores, foi priorizada a identificagdo molecular devido a

sua concordancia com analise morfologica previamente realizada. Além disso, a anélise
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bioquimica havia mostrado um baixo percentual de similaridade que pdde ser explicado pela
inadequacao do sistema APl 50 CH em identificar Enterococcus.

Aleksandra et al. (2005), caracterizando a microbiota de leite fermentado através
do sistema API ID 32 STREP, identificaram 12 isolados pertencentes a espécie Lactococcus
lactis subsp. lactis, dois isolados como Lactococcus lactis subsp. cremoris e trés isolados
como Leuconostoc spp. A identificacdo bioquimica da espécie foi confirmada pela PCR para
todos os isolados de Lactococcus lactis, porém para a identificacdo da subespécie houve
desacordo mostrando que outro método de identificacdo deveria ser usado para a confirmacao
das subespécies.

Delgado e Mayo (2004) analisaram 39 isolados de BAL provenientes de queijos
fabricados sem adicdo de culturas iniciadoras. Os resultados da caracterizacdo bioquimica
identificaram todos os 39 isolados como pertencentes ao género Lactococcus. No entanto, os
resultados das técnicas moleculares confirmaram que apenas 29 desses isolados eram
Lactococcus, sendo 24 Lactococcus lactis subsp. lactis e cinco Lactococcus lactis subsp.
cremoris. Os outros dez isolados foram identificados como Enterococcus, sendo oito E.

durans e dois E. faecalis.

5.2. PCR de Lactobacillus

A PCR de Lactobacillus plantarum com os primers Lpla2 e Lpla3 gera um
produto de 248 pb (SONG et al., 2000). Os resultados obtidos para os isolados do género
Lactobacillus mostraram que dos cinco isolados identificados previamente como
Lactobacillus plantarum, nenhum teve sua identificagdo confirmada pela PCR, uma vez que

nenhum dos microrganismos analisados produziu um fragmento de 248 pb (Figura 4).
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300 pb

248 pb

200 pb

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers Lpla2 e Lpla3
especificos para Lb. plantarum. Coluna M: marcador de peso molecular 100 pb; coluna C-: controle negativo da
reacdo (agua); coluna C+: Lactobacillus plantarum ATCC 8914 - controle positivo da reagdo; colunas 20-24:
isolados testados.

Swaitzki et al. (2007) caracterizaram bioguimicamente e molecularmente espécies
de Lactobacillus plantarum isolados de um embutido c&rneo produzido artesanalmente no
estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Dos dez isolados analisados, apenas cinco tiveram seu
resultado confirmado pela analise molecular.

Nigatu (2000) analisou amostras de um produto carneo fermentado produzido no
Japdo e mostrou que os isolados que foram molecularmente identificados como Lactobacillus
plantarum, exceto um isolado, foram bioquimicamente identificados como Lactobacillus
fermentum. Vogel et al. (1994) mostraram que essas duas espécies apresentam diferencas
metabolicas. Enquanto o Lactobacillus plantarum é um heterofermentativo facultativo, o
Lactobacillus fermentum é um heterofermentativo obrigatério comprovando que essas
espécies ndo sdo geneticamente relacionadas. Portanto, o desacordo entre os dados
biogquimicos e moleculares demonstraram a reduzida acuradncia dos procedimentos
bioguimicos na identificacdo de Lactobacillus.

De acordo com Song et al. (2000), a PCR de Lactobacillus paracasei com 0s
primers Lpar4d e LU5 gera um produto de 312 pb. Em nosso estudo, dos 20 isolados de

Lactobacillus paracasei analisados, 12 isolados (60%) produziram um produto de PCR de
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312 pb e tiveram sua identificacdo confirmada pela técnica de PCR utilizada: colunas 25, 29,
31, 33, 34 e 35 (Figura 5) e colunas 36, 38, 39, 40, 41 e 42 (Figura 6).

M C- C+ 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 C+ M

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers Lpard e LU5
especificos para Lb. paracasei. Coluna M: marcador de peso molecular 100 pb; coluna C-: controle negativo da
reacdo; coluna C+: Lactobacillus paracasei ATCC BAA-52 - controle positivo da reacdo; colunas 25-35:
isolados testados.

M C- C+ 36 37 38 39 40 41 42 43 44 M

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers Lpard e LU5
especificos para Lb. paracasei. Coluna M: marcador de peso molecular 100 pb; coluna C-: controle negativo da
reacdo; coluna C+: Lactobacillus paracasei ATCC BAA-52 - controle positivo da reacdo; colunas 36-44:
isolados testados.
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Kao et al. (2007), identificando Lactobacillus spp. isolados de probidticos,
verificaram que os isolados identificados como Lactobacillus paracasei através do teste de
fermentacdo dos carboidratos (APl 50 CH (BioMerieux)) foram identificados como
Lactobacillus paracasei ou Lactobacillus casei através de ferramentas moleculares. Esse
resultado pode ser devido a mudancas na taxonomia dessa espécie. Estudos tém mostrado que
0 género Lactobacillus € um grupo heterogéneo com taxonomia instavel (SCHLEIFER e
LUDWIG, 1995).

Gomes (2007) identificou BAL isoladas de uma variedade de produtos, como
queijo, leite, carne, vegetais e dgua comercializados em Ribeirdo Preto, SP; como sendo
Enterococcus spp. e observou que apos a confirmacdo da identificacdo pela PCR um total de
78,8% dos isolados havia sido erroneamente identificado pelo sistema APl 20 STREP.
Segundo Velasco et al. (2004) e Devriese et al. (1995), este sistema ndo possui todos os testes
necessarios para uma correta diferenciacdo das espécies de enterococos.

Frequentemente, a identificacdo das espécies é baseada em testes bioquimicos,
como o perfil de fermentacdo de aglUcares, mas pesquisas recentes tém mostrado que para
algumas espécies essa ferramenta ndo é adequada (POT et al., 1993). Uma clara identificacdo
das espécies é dificultada devido a pequena variagdo das caracteristicas bioquimicas entre as
especies de BAL (QUERE et al., 1997). Além disso, o sistema API 50 CH apresenta baixa
reprodutibilidade e uma base de dados incompleta, gerando problemas na identificacdo
rotineira de BAL (VUYST e VANCANNEYT, 2007).

Atualmente, a seqiiéncia de rRNA, particularmente rRNA 16S, tem sido
largamente utilizada para a caracterizagdo de microrganismos pelo fato de conter alguns
segmentos que sdo invariaveis em todos eles. Essa situacdo oferece a oportunidade de
desenvolvimento de sondas para identificar um organismo ou um grupo de organismos. Em
poucos casos, é necessario usar métodos alternativos de sequenciamento de rDNA para
discriminar as espécies (TORRIANI et al., 2001).

A crescente utilizacdo de técnicas moleculares tem promovido significativas
contribuicBes com alteragdes taxondmicas dos microrganismos. Devido a isso, bactérias que
antes eram incluidas em um determinado género, hoje com as evidéncias genéticas, se
encontram reclassificadas em outros géneros e até mesmo, novos géneros estdo sendo criados
(VANDAMME et al., 1996).
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6.

CONCLUSAO

A ndo confirmacéo da identificacdo bioquimica de parte dos isolados pela técnica
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) mostra a importancia da implantacao de técnicas
moleculares aumentando a qualidade e a eficiéncia na identificacdo de microrganismos.

Do total de 44 isolados analisados, apenas 21 (47,7%) tiveram sua identificacdo
confirmada pela técnica de PCR.

Dos 21 isolados que tiveram sua identificacdo confirmada, nove pertenciam a
espécie Lactococcus lactis subsp. lactis, 12 eram Lactobacillus paracasei e nenhum dos
isolados foram confirmados como Lactobacillus plantarum.

Os primers LIhis4R e LIhis3F usados para Lactococcus lactis subsp. lactis, Lpla2
e Lpla3 para Lactobacillus plantarum e Lpar4 e LU5 para Lactobacillus paracasei permitiram

a amplificacdo dos trechos desejados.
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Apéndice 1: Identificagdo bioguimica e origem dos isolados analisados

APENDICE

N° amostra | N° isolado Identificacdo Bioquimica Origem do isolado
1 134 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo de Coalho
2 378 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo de Coalho
3 414 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo de Coalho
4 453 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo de Coalho
5 456 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo de Coalho
6 457 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo de Coalho
7 466 Lactococcus lactis subsp. lactis Queijo de Coalho
8 613 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite Cru

9 626 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite Cru

10 639 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite Cru

11 688 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite Cru

12 698 Lactococcus lactis subsp. lactis Massa de Queijo
13 718 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite Cru

14 960 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite Cru

15 963 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite Cru

16 969 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite Cru

17 1033 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite Cru

18 1083 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite Cru

19 1113 Lactococcus lactis subsp. lactis Leite Cru

20 275 Lactobacillus plantarum Queijo de Coalho
21 682 Lactobacillus plantarum Leite Cru

22 700 Lactobacillus plantarum Leite Cru

23 787 Lactobacillus plantarum Leite Cru

24 1119 Lactobacillus plantarum Queijo de Coalho
25 270 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
26 373 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
27 455 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
28 460 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
29 483 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
30 485 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
31 1018 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
32 1020 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
33 1024 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
34 1042 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
35 1120 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
36 1122 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
37 1123 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
38 1126 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
39 1131 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
40 1133 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
41 1134 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
42 1135 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
43 1179 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
44 1191 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Queijo de Coalho
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