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Resumo:

As bactérias &cido lacticas séo consideradas de grande importancia para as industrias de alimentos,
podendo contribuir nas questdes sensoriais do produto, como aroma e sabor. Diante disso, 0 presente
estudo teve como objetivo isolar e caracterizar bactérias écido léacticas a partir de rdculas
comercializadas no municipio de Itaqui-RS. Para isso, foi realizado isolamento em Agar Man Rogosa e
Sharpe, seguido da coloracdo de Gram e teste de catalase. Também foram avaliados a atividade
antimicrobiana através do método de difusdo em &gar, utilizando-se micro-organismos patogénicos Gram
positivos e Gram negativos, e cepas padrdo de BAL como indicadores, apds foi determinada a
capacidade da producdo de didxido de carbono (CO2) a partir da utilizacdo de glicose e a estabilidade
dos isolados em diferentes concentracdes de NaCl (4, 6 e 10%), em pH 2,5 e pH 8,0 e atemperatura de 8
°C. Obteve-se ao final dos testes oito isolados de bactérias &cidos lacticas com morfologia de cocos
Gram positivos, catalase negativo e homofermentativos. Apesar de nenhum dos isolados apresentarem
atividade antimicrobiana, dois (1R7 e 1R8) destacaram-se por apresentarem estabilidade satisfatoria em
concentracdo de NaCl 4, 6 e 10%, pH 8,0 e temperatura de 8 °C por até 8 dias. Da mesma forma que, 0s
seisisolados (1R1, 1R2, 1R3, 1R4, 1R5 e 1R6), apresentaram-se estaveis em pH 2,5 por periodo de dois
dias. Diante disso, os isolados provenientes de rucula demonstram potencial a pesguisas visando a
aplicacdo em alimentos.
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CARACTERIZACAO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS ISOLADAS DE
RUCULAS COMERCIALIZADAS NO MUNICIPIO DE ITAQUI-RS

1 INTRODUCAO

Sendo designada como “Bacterium lactis”, a primeira cultura de bactéria acido lactica
(BAL) foi obtida por Lister em 1873, a partir de uma amostra de leite. Desde entdo essas
bactérias passaram a ser isoladas de outros tipos de alimentos e também do trato
gastrointestinal humano e animal (AXELSSON, 1998).

As BAL possuem o metabolismo estritamente fermentativo, sdo microrganismos Gram
positivos, ndo patogénicos, ndo esporulados, anaerdbios/aerotolerantes, desprovidos de
citocromos, sdo 4cido tolerantes e apresentam reacdo de catalase negativa (GORSKA et al.,
2007). Em relacdo a temperatura, podem ser meséfilas ou termofilas, sendo que entre 30-
37 °C e 45-50 °C, respectivamente, sdo consideradas temperaturas 6timas de multiplicacao
(CARR et al., 2002).

Diversas BAL possuem a capacidade de produzir compostos antimicrobianos como
peréxido de hidrogénio, diéxido de carbono, 4cido acético, dcido ldtico e bacteriocinas, as
quais apresentam potencial de inibi¢ao contra alguns patégenos entéricos como Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Helicobacter pylori e rotavirus (ARGYRI et al., 2013; HOU et al., 2015). Consideradas de
grande importancia na industria de alimentos, as BAL sdo utilizadas como culturas iniciadoras
por apresentarem caracteristicas importantes como a producdo de 4cido lactico em diferentes
meios e em diferentes temperaturas, atividades de proteinase e peptidase, autdlise, producao
de compostos volateis, resisténcia a bacteriofagos e producdo de compostos inibidores
(ZOTTA et al., 2009). Exemplos das propriedades desejadas dessas culturas incluem robustez
durante a fabricacdo, crescimento rdpido, alto rendimento de biomassa, rendimento de
produto e propriedades organolépticas especificas (SMID; KLEEREBEZEM, 2014).

Alguns estudos relatam o isolamento de BAL em vegetais crus, caracterizadas como
produtoras de substincias antimicrobianas (TRIAS et al., 2008; KRUGER, 2010). A
importancia de investigar BAL de diferentes fontes, entre elas as de origem vegetal, justifica-
se em virtude das caracteristicas espécie-especificas que cada isolado pode apresentar e varia
dentro de uma mesma espécie microbiana (AHMADOVA et al., 2013).

A rucula, pertencente a familia Brassicaceae, se destaca no cendrio mundial devido as
suas propriedades nutricionais e fitoterapéuticas, apresentando composi¢cao quimica rica em
vitaminas, sais minerais e fibras, além da presenca de cdlcio, compostos sulforados, enxofre,
ferro, fosforo e potassio (EVANGELISTA, 2008; FILGUEIRA, 2008).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar bactérias dcido
lacticas a partir de rdculas comercializadas no municipio de Itaqui-RS.

2 METODOLOGIA

Foi realizado isolamento de BAL em Agar Man Rogosa e Sharpe (MRS - TM
MEDIA®), selecionadas coldnias de acordo com caracteristicas fenotipicas como cor,
formato, brilho ou opacidade e rugosidade, posteriormente purificadas em 4dgar MRS pelo
método de esgotamento (OPLUSTIU; ZOCCOLI, 2010) seguido da coloracdo de Gram e
teste de catalase. A partir disso, os isolados foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana
através do método de difusdo em dgar (BISCOLA et al., 2013), com adaptagdes, utilizando-se
micro-organismos patogénicos Gram positivos e Gram negativos, e cepas padrdo de BAL
como indicadores. Os micro-organismos Gram positivos € Gram negativos foram cultivados
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em Caldo de Brain Heart Infusion (BHI - HiMedia®), enquanto as cepas padrio de BAL
foram cultivadas em Caldo de Man Rogosa & Sharpe (MRS - HiMedia®), todos foram
submetidos a condi¢do de aerobiose a 36 °C por 24 horas. Também foi avaliado o perfil
fermentativo dos isolados, determinando a capacidade de producdo de CO> a partir da
utilizagdo de glicose (PROQUIMIOS®). Por fim, foram avaliados quanto a estabilidade em
diferentes concentracdes de NaCl (4, 6 e 10%), em pH 2,5 e pH 8,0, e a temperatura de 8 °C,

pelo periodo de 8 dias (DROSINOS et al., 2005).
3 RESULTADOS e DISCUSSAO

A rucula, além de ser uma hortalica rica em nutrientes demonstrou-se uma possivel
fonte para isolamento de BAL, obtendo-se o isolamento de 8 coldnias com caracteristicas
tipicas, tais como tamanho pequeno, cor branca e superficie e borda lisas, os quais
apresentaram morfologia de cocos Gram positivos, catalase negativos e homofermentativos.
Os isolados foram identificados como 1R1, 1R2, 1R3, 1R4, 1R5, 1R6, 1R7 e 1R8.

Ponce et al. (2008) isolaram duas cepas de BAL a partir de amostras de espinafre,
sendo Lactococcus lactis e Enterococcus canis e duas cepas de amostras de acelga,
Enterococcus hirae e Enterococcus faecium. Enquanto, Trias et al. (2008) isolaram 496 cepas
de BAL a partir de vegetais organicos, saladas prontas para consumo, frutas frescas e
sementes, e entre os isolados caracterizados estavam cepas de Lactococcus lactis e
Enterococcus mundtii. Estes estudos, bem como os resultados obtidos no presente trabalho,
apontam uma maior prevaléncia de BAL em formato de cocos, como as pertencentes aos
géneros Lactococcus e Enterococcus em isolados de origem vegetal.

Os isolados ndao apresentaram atividade antimicrobiana contra os micro-organismos
patogénicos Escherichia coli O157:H7 ATCC 43895, Proteus mirabilis CCBH17721,
Enterobacter cloacae CCBH18002, Klebsiella pneumonae CCBH6603 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e também contra cepas padrao de BAL Lactobacillus acidophilus ATCC
4356, Lactobacillus delbruekii ATCC 3744, Lactobacillus fermentum ATCC 9338,
Lactobacillus plantarum ATCC 8014, Lactobacillus rhamnosus CG e Latobacillus sakei
subesp. sakei ATCC 15521.

Nao apresentando atividade antimicrobiana contra as cepas padrio de BAL torna
possivel o uso destes isolados em combinacdo a diferentes bactérias 4acido laticas e
iniciadoras, a fim de garantir um produto com as caracteristicas tecnoldgicas desejdveis, com
potencial nutricional e benéfico a saide (CANDY et al., 2008).

Quanto a estabilidade dos isolados a diferentes condicdes, ao longo dos 8 dias
avaliados, os isolados 1R7 e 1R8 demonstraram estabilidade satisfatéria em concentracido de
NaCl 4, 6 e 10%, pH 8,0 e temperatura de 8 °C. A estabilidade a estas condi¢cdes demonstram
o potencial de aplicacdo e utilizacdo destes isolados em produtos com alta concentracdo
salina, como carneos fermentados, ou produtos lacteos, que sdo armazenados em temperaturas
que variam de 2 °C a 10 °C (FERREIRA, 2001). A estabilidade ao pH 8 denota a capacidade
de sobrevivéncia ao intestino delgado, o qual possui um pH alcalino (pH 8,0 - 9,0)
(BARBERI et al., 2015).

Além disso, os isolados 1R1, 1R2, 1R3, 1R4, 1RS e 1R6 demonstraram-se estaveis por
dois dias em pH 2,5, correspondente ao pH do estomago. Resultado interessante quando
comparado ao tempo médio de permanéncia dos alimentos no estdmago (3 horas) quando
expostos a acidez estomacal (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 2002), bem inferior ao tempo
maximo de dois dias (48h) suportado pelos isolados.
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4 CONSIDERA COES FINAIS

Além de ser uma hortalica rica em micronutrientes, a ricula demonstrou-se uma
possivel fonte para isolamento de bactérias dcido l4cticas, na qual foi possivel caracterizar
oito isolados com morfologia de cocos Gram positivos, catalase negativos. Nenhum isolado
apresentou atividade antimicrobiana e todos foram classificados como homofermentativos.
Apesar de nenhum dos isolados apresentarem atividade antimicrobiana, dois (1R7 e 1RS)
destacaram-se por apresentarem estabilidade satisfatoria em concentracdo de NaCl 4, 6 e
10%, pH 8,0 e temperatura de 8 °C por até 8 dias. Da mesma forma que, os seis isolados
(1R1, 1R2, 1R3, 1R4, 1RS e 1R6), apresentaram-se estdveis em pH 2,5 por periodo de dois
dias. Diante disso, os isolados provenientes de ricula demonstram potencial a pesquisas
visando a aplicacdo em alimentos.
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