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Introducéo

Leite, na auséncia de qualquer outra especificacdo, € definido como o produto resultante da ordenha
integral e continua, conduzida sob rigorosas condicdes de higiene, proveniente de vacas saudaveis,
que estejam em um estado adequado de nutri¢do e repouso. Leite obtido de outras espécies animais
deve ser rotulado de acordo com a espécie da qual foi extraido (BRASIL, 2002).

O leite possui uma microbiota benéfica constituida pelas bactérias &cido-Iaticas (BAL) que participam
da etapa de fermentacdo de produtos lacteos fermentados como queijos. Essa fermentacdo pode
ocorrer de forma natural, como no requeijdao moreno, ou de modo induzido. Essas bactérias exibem
morfologias que variam entre as formas de bacilos, cocos e cocobacilos. S&o microrganismos Gram
positivos ndo esporulados, predominantemente anaerdbios facultativos, ausentes de enzima catalase
(SILVA et al., 2018).

O requeijao moreno é um queijo artesanal oriundo do norte de Minas Gerais, obtido a partir da
fermentacdo latica natural do leite in natura. O objetivo do presente estudo foi obter a concentracdo
de BAL presente no leite de produtores de requeijdo moreno de dois municipios do norte de Minas
Gerais, Fruta de Leite e Salinas.

Material e Métodos

Material

Trés amostras de 150 mL de leite de dois produtores provenientes dos municipios de Fruta de Leite
— MG e Salinas — MG, totalizando 6 amostras, foram coletadas em sacos estéreis. As amostras foram
congeladas no préprio estabelecimento e transportadas em caixas isotérmicas até o Laboratorio de
Microbiologia do IFNMG — Campus Salinas, onde permaneceram a aproximadamente -18 °C até o
momento da analise. Para o descongelamento, as amostras foram mantidas sob refrigeracédo (8 °C)
por 24 h.

Métodos

As analises microbiol6gicas foram realizadas no Laborat6rio de Microbiologia do IFNMG — Campus
Salinas de acordo com metodologia descrita por Brasil (2004), Silva et al. (2018) e Frank; Yousef
(2004).

Para realizar a contagem de BAL, cada amostra foi homogeneizada e 25 mL foram adicionados em
225 mL de agua peptonada 0,1% (H2Op) para obtencdo da diluigio 101, Em seguida, a amostra diluida
foi homogeneizada vertendo o frasco 25 x. Para elaboragdo das diluicdes 102 e 103, 1 mL das
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diluicdes 10 e 107 foi inoculado em tubo contendo 9 mL de H.Op 0,1%, respectivamente. As
diluicbes 102 e 10 foram homogeneizadas em vortex (Biomixer®, Brasil) por 10 s. Posteriormente,
por meio do método de profundidade, 1 mL de cada diluicdo foi inoculado em duas placas de Petri
(duplicata) e 4gar Man, Rogosa & Sharpe (MRS) (Tm media®, india) foi adicionado sobre a amostra.
A amostra foi misturada ao meio de cultura com movimentos em forma de oito das placas em uma
superficie plana com 8 repeti¢bes. Esperou-se o0 endurecimento do meio e adicionou-se mais agar
MRS as placas, quantidade suficiente para cobrir toda a superficie. Apds endurecimento do meio
adicionado, as placas foram incubadas invertidas a 37 = 1 °C por 48 h. Para a contagem das BAL,
foram selecionadas placas contendo de 25 a 250 colonias, selecionadas 5 colonias e realizados os
testes de coloracdo de Gram e catalase (FRANK; YOUSEF, 2004).

Para a coloracdo de Gram, utilizou-se 0 método de Hucker, em que uma gota de solugdo salina (NaCl
0,85%) (Nuclear®, Brasil) foi colocada em uma Iamina de vidro estéril e sobre esta foi emulsionada
parte da col6nia selecionada. Com auxilio de um bico de Bunsen, realizou-se a fixacao do esfregaco.
Em seguida, o esfregaco foi coberto com solucéo cristal violeta (Exodo Cientifica®, Brasil) 1% (m/v)
por 1 min., lavado com &gua destilada, coberto com solugdo de iodo (Dindmica®, Brasil) 1% (v/v)
por 1 min., lavado novamente sequencialmente com agua destilada, etanol 95% por 30 s e agua
destilada, coberto com solucéo de safranina (Brasil) 0,5% (m/v) por 10 s e lavado com agua destilada.
Por fim, pingou-se uma gota de dleo de imersdo sobre a lamina que foi visualizada em microscopio
optico (Euromex®, Holanda) com aumento de 100 x para observacéo da cor (SILVA et al., 2018).
Para o teste de catalase, uma gota de peroxido de hidrogénio (H202) 3% e outra parte da coldnia foi
adicionada a lamina. Observou-se se houve (catalase positiva) ou ndo (catalase negativa) a formacao
de bolhas (BRASIL, 2004). Foram consideradas BAL as coldnias que se apresentaram como Gram
positivas e catalase negativas. A contagem de BAL foi expressa em notacdo cientifica através da
Equacéo 1.

P1+ P2

BAL = x inverso do fdilui(;éo x fcolénias confirmadas como BAL Eq- 1

Onde, BAL é a contagem de bactérias acido-laticas; P1 e P2 sdo a quantidade de col6nias presentes
naplaca 1 e placa 2 da diluigdo selecionada, respectivamente; faiiczo € 0 fator de dilui¢do selecionado
para contagem; fcolonias confirmadas como BAL € O fator gerado a partir da porcentagem do ndmero de
colénias confirmadas como BAL 0 a 100% (0 — 1, respectivamente).

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Para comparacao das médias aritméticas,
aplicou-se a analise de variancia (ANOVA) e o teste Tukey utilizando o programa estatistico
Minitab® 19.1 (2019). Adotou-se o nivel de significancia de 5% de probabilidade (o = 0,05).

Resultados e Discussao

Os dados da pesquisa sdo resultados parciais do projeto de extensdo intitulado “Cria¢do de um banco
de cultura latica para o requeijdo moreno produzido em Salinas — MG” do EDITAL N° 84/2023 -
PROEXC/IFNMG, DE 14 DE MARCO DE 2023.

O leite do produtor de Fruta de Leite — MG apresentou concentracdo de BAL (6,8 + 1,8 x 10*
UFC/mL) superior ao de Salinas — MG (1,4 + 0,3 x 10* UFC/mL) (p < 0,05). Essa diferenciagio pode
estar relacionada a alimentacdo dos animais ordenhados, ambiente de ordenha, condic¢Ges climaticas
da cidade, condig¢Ges de armazenamento da matéria-prima, dentre outros.

Silveira et al. (2019) observaram que 55% das amostras de leite cru provenientes de Bom Jesus do
Itabapoana — RJ apresentaram contagem de 10* UFC/mL. Bettera et al. (2023) observaram uma
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concentragéo de 1,9 x 10° UFC/mL em leite cru para producdo do queijo Camembert de Normandie.
Taye et al. (2021) observaram uma concentragdo de 4,5 x10” UFC/mL no leite coletado na regido de
Bahir Dar na Etiopia. Sendo assim, observa-se uma varia¢do na concentracdo de BAL em relacdo a
regido de coleta.

Considerac0es finais

O leite cru obtido de produtores do requeijdo moreno dos municipios de Fruta de Leite - MG e Salinas
- MG apresentou uma concentracdo de 6,8 + 1,8 x 10* UFC/mL e 1,4 + 0,3 x 10* UFC/mL (p < 0,05),
respectivamente. A concentracdo de BAL se diferencia de acordo com os locais de obtencéo do leite.
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