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Relevancia do trabalho

As bactérias acido lacticas (BAL) sdo consideradas de suma importancia as industrias
de produtos alimenticios. Sdo caracterizadas por garantirem seguranga higiénica, estabilidade
de armazenamento e propriedades sensoriais aos produtos. Diante disso, investigar as
caracteristicas de BAL isoladas de diferentes fontes, entre elas as de origem vegetal, torna-se
importante em virtude da capacidade especifica que cada bactéria possui, tanto para inibir
crescimento de microrganismos indesejaveis quanto para potencializar caracteristicas

desejaveis em produtos.

Characterization of lactic acid bacteria isolated from arugula commercialized in the city
of Itaqui-RS.

Caracterizacao de bactérias acido lacticas isoladas de riculas comercializadas no
municipio de Itaqui-RS



Abstract

Acid lact bacteria are of great importance to the food industry, contributing with the
sensory substances of the product, such as aroma and taste. In view of this, it was sought to
isolate and characterize lactic acid bacteria from arugula marketed in the city of Itaqui-RS.
For this, isolation was done in Man Rogosa and Sharpe Agar, followed by staining Gram and
catalase test. Antimicrobial activity was analyzed through the agar diffusion method, the
fermentation profile by CO, production capacity and assess stability of the isolates in NaCl
concentration 4, 6 and 10%, pH 2,5 and pH 8,0 and temperature 8 © C. At the end of the tests,
eight isolates of lactic acid bacteria with morphology Gram positive, catalase negative and
homofermentative cocci were isolated, highlighting the isolates 2R2 e 4R3 for presenting

satisfactory stability in 4, 6 and 10% NaCl concentrations, pH 8 and temperature 8°C.

Keywords: Isolation, Eruca sativa, starter culture.

Resumo

As bactérias acido lacticas sdo consideradas de grande importancia para as industrias
de alimentos, podendo contribuir nas questdes sensoriais do produto, como aroma e sabor.
Diante disso, o presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar bactérias acido
lacticas a partir de riculas comercializadas no municipio de Itaqui-RS. Para isso, foi realizado
isolamento em Agar Man Rogosa e Sharpe, seguido da coloragio de Gram e teste de catalase.
Também foram avaliados a atividade antimicrobiana através do método de difusdo em agar, o
perfil fermentativo a partir da capacidade de producdo de CO, e a estabilidade dos isolados
em diferentes concentragdes de NaCl (4, 6 e 10%), em pH 2,5 e pH 8,0 e a temperatura de
8 °C. Obteve-se ao final dos testes oito isolados de bactérias acidos lacticas com morfologia
de cocos Gram positivos, catalase negativo e homofermentativos, destacando-se os isolados
2R2 e 4R3 por apresentarem estabilidade satisfatdria em concentracdo de NaCl 4, 6 ¢ 10%,

pH 8,0 e temperatura de 8 °C.

Palavras-chave: Isolamento, Eruca sativa, culturas iniciadoras.
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1 Introducao

Em 1873, a partir de uma amostra de leite, a primeira cultura de bactéria acido lactica
(BAL) foi obtida por Lister, sendo designada como “Bacterium lactis”. A partir de 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 patogé€nicos, ndo esporulados, anaerdbios/aerotolerantes, desprovidos de
citocromos, sdo 4cido tolerantes e apresentam reagdo de catalase negativa (GORSKA et al.,
2007). Em relagcdo a temperatura, podem ser mesofilas ou termofilas, sendo que entre 30-
37 °C e 45-50 °C, respectivamente, sdo consideradas temperaturas 6timas de multiplicagdo
(CARR et al., 2002).

Diversas BAL possuem a capacidade de produzir compostos antimicrobianos como
peroxido de hidrogénio, diéxido de carbono, acido acético, acido latico e bacteriocinas, as
quais apresentam potencial de inibi¢do 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). Sendo que, as
bacteriocinas podem servir como uma alternativa tecnoldgica na solu¢do do aumento da
resisténcia microbiana em func¢do do uso de conservantes convencionais, por interferirem na
multiplicac@o de bactérias deteriorantes e patogénicas presentes nos alimentos (HERMANNS,
2013).

Consideradas de grande importancia na industria de alimentos, as BAL sdo utilizadas
como culturas iniciadoras por apresentarem caracteristicas importantes como a producdo de

acido lactico em diferentes meios e em diferentes temperaturas, atividades de proteinase e
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11
peptidase, autolise, producao de compostos volateis, resisténcia a bacteriofagos e producao de
compostos inibidores (ZOTTA et al., 2009).

O uso de culturas iniciadoras ¢ uma marca registrada da fermentacao de alimentos
industriais e sua introducao foi seguida por um busca continua para melhorar este processo.
Exemplos das propriedades desejadas dessas culturas incluem robustez durante a fabricagao,
crescimento rapido, 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 substancias antimicrobianas (TRIAS et al., 2008). Ponce et al. (2008) isolaram
quatro BAL potencialmente bacteriocinogénicas a partir de amostras de vegetais organicos de
espinafre e acelga na Argentina, porém estas substincias nao foram identificadas ou
caracterizadas.

Pertencente a familia Brassicaceae, a rucula se destaca no cenario mundial, devido as
suas propriedades nutricionais e fitoterapéuticas. Apresenta composicdo quimica rica em
vitaminas, sais minerais e fibras, além da presenca de calcio, compostos sulforados, enxofre,
ferro, fosforo e potassio. E uma hortalica folhosa herbicea com desenvolvimento rapido e
ciclo curto, possuindo um sabor picante e odor agradavel, sendo a espécie Eruca Sativa Miller
a mais consumida no Brasil (EVANGELISTA, 2008; FILGUEIRA, 2008).

Investigar BAL isoladas de diferentes fontes, entre elas as de origem vegetal, que
apresentem caracteristicas tecnoldgicas desejaveis pela industria de alimentos e atividade
antimicrobiana, torna-se importante em virtude da capacidade especifica que cada isolado
pode apresentar. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar

bactérias 4cido lacticas a partir de riculas comercializadas no municipio de Itaqui-RS.
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2. Material e métodos
2.1 Obtencao das amostras

As amostras de rucula, produzidas no municipio de Itaqui — RS (Brasil), foram
coletadas em dois mercados locais no periodo de fevereiro a maio de 2018. Foram coletadas

duas amostras de cada mercado, totalizando 4 amostras.

2.2 Isolamento das bactérias acido lacticas (BAL), caracterizacdo por coloraciao de
Gram e teste de catalase

Primeiramente foi realizada a higieniza¢ao da rucula, sendo as folhas selecionadas,
lavadas em agua corrente, apds colocadas por 10 minutos em agua clorada, utilizando
hipoclorito de soédio (NEON®), na concentra¢io de 200 ppm e posteriormente enxaguadas em
agua corrente (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Para realizar o isolamento das BAL foram utilizadas 25g de ricula de cada amostra
homogeneizadas em 225 ml de 4gua peptonada (AP) 0,1% (HiMedia®) esterilizada, utilizando
um homogeneizador de pistdes (Stomacher, LOGEN). A partir deste homogeneizado foram
realizadas diluicdes decimais seriadas em solugdo salina 0,1% (PROQUfMIOS®), com
posterior inoculacdo em superficie, em placas contendo 4gar Man, Rogosa e Sharpe (MRS,
TM MEDIA®) (KING et al., 1954). As placas foram incubadas em acrobiose e anaerobiose
por até 72 horas a 36 °C.

Apos a incubagao foi realizada a contagem das coldnias viaveis e o valor multiplicado
pela reciproca da diluicdo utilizada, obtendo-se como resultado o n° de unidades formadoras
de colénia por grama (UFC.g") (SILVA et al.,, 2007). Para selecdo das coldnias foram
observadas caracteristicas fenotipicas como cor, formato, brilho ou opacidade e rugosidade.

Coldnias de cada amostra foram retiradas das placas com o uso de alga calibrada e repicadas
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13

em caldo MRS (HiMedia®), incubadas a 36 °C por 24h e posteriormente purificadas em 4gar
MRS (TM MEDIA®) pelo método de esgotamento (OPLUSTIU; ZOCCOLI, 2010).

As colonias isoladas foram submetidas a coloracdo de Gram ¢ observadas em
Microscopio Optico, usando objetiva de imersdo 100x, e teste de avaliagdo da presencga ou
auséncia da enzima catalase (KUCEROVA et al., 2007). Em seguida, as culturas puras foram
armazenadas em caldo MRS suplementado com glicerol (20%, v/v) (PROQUIMIOS®), em
freezer a -20 °C.

Todos os isolados de BAL, anteriormente a realizag¢ao dos testes, foram cultivados em

meio caldo MRS (HiMedia®) a 36 °C por 24 horas para reativacao.

2.3 Determinacio da atividade antimicrobiana das BAL

A atividade antimicrobiana dos isolados foi avaliada através do método de difusdao em
agar (BISCOLA et al., 2013), com adaptagdes, utilizando-se micro-organismos patogénicos
Gram positivos e gram negativos, e cepas padrao de BAL como indicadores (Tabela 1). Estes
foram mantidos sob refrigeracdo em tubos contendo &gar Brain Heart Infusion (BHI,
HiMedia®) e Agar MRS (TM MEDIA®), respectivamente.

Os micro-organismos (isolados e indicadores) foram cultivados nas condi¢des e meios
indicados na tabela 1. Apds, foram adicionados 5 pL do microrganismo indicador (na
concentragdo de 10° UFC.mL™") em um falcon, e adicionado 20 mL de agar BHI (HiMedia®),
para o microrganismo indicador patogénico, ¢ em agar MRS (TM MEDIA®) quando utilizado
as cepas padrio de BAL, agitado e vertido em placa de Petri. Posteriormente foram
inoculados 10puL dos isolados na placa (gota), sendo estas incubadas a 37 °C por 24 horas.
Apos esse periodo, as placas foram analisadas quanto a presenga/auséncia de halos de inibicao

e o diametro dos mesmos quantificados com a utilizacdo de um paquimetro (WORKER).
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Tabela 1. Micro-organismos indicadores, origem e condi¢des de cultivo.

14

Micro-organismos

Origem

Condicoes de cultivo

Gram negativos

Escherichia coli O157:H7 ATCC 43895
Proteus mirabilis CCBH17721
Enterobacter cloacae CCBH18002
Klebsiella pneumonae CCBH6603
Gram-positivos

Listeria monocytogenes ATCC 7644
Listeria monocytogenes multirresistente 13

Listeria monocytogenes multirresistente 14
Listeria monocytogenes multirresistente 16
Listeria monocytogenes multirresistente 30

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Cepas padrio de Bactérias Acido Lacticas
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Lactobacillus delbruekii ATCC 3744
Lactobacillus fermentum ATCC 9338
Lactobacillus plantarum ATCC 8014
Lactobacillus rhamnosus CG

Latobacillus sakei subesp. sakei ATCC
15521

American Type Culture Collection

Oswaldo Cruz Foundation — FIOCRUZ
Oswaldo Cruz Foundation — FIOCRUZ
Oswaldo Cruz Foundation — FIOCRUZ

American Type Culture Collection
Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos —- DCTAFAEM-UFPel
Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos - DCTAFAEM-UFPel
Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos - DCTAFAEM-UFPel
Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos — DCTAFAEM-UFPel
American Type Culture Collection

American Type Culture Collection
American Type Culture Collection
American Type Culture Collection
American Type Culture Collection
American Type Culture Collection
American Type Culture Collection

BHI, 36 °C, aerobiose
BHI, 36 °C, aerobiose
BHI, 36 °C, aerobiose
BHI, 36 °C, aerobiose

BHI, 36 °C, aerobiose
BHI, 36°C, aerobiose

BHI, 36°C, aerobiose
BHI, 36°C, aerobiose
BHI, 36°C, aerobiose
BHI, 36 °C, aerobiose
MRS, 36 °C, acrobiose
MRS, 36 °C, acrobiose
MRS, 36 °C, aerobiose
MRS, 36 °C, aerobiose

MRS, 36 °C, aerobiose
MRS, 36 °C, aerobiose

BHI: Caldo Brain Heart Infusion (TM MEDIA®); MRS: Caldo de Man Rogosa & Sharpe (HiMedia®).

2.4 Avaliacao da estabilidade sob refrigeracido, diferentes concentracdes de NaCl e

diferentes condicdes de pH

Para avaliar a estabilidade das BAL em diferentes concentragdes de NaCl (4, 6 ¢

10%), pH 2,5 e pH 8,0 foram preparados meios de MRS caldo ajustando pH e concentragao

de NaCl, sendo o MRS caldo utilizado como controle positivo.

A estabilidade dos isolados a 8 °C e em diferentes concentragdes de NaCl e pH foram

avaliadas segundo Drosinos et al. (2005) nos dias 2, 4, 6 ¢ 8 de armazenamento. Para tanto,

foram inoculados 10 pL dos isolados (gota), em placa de MRS 4gar (TM MEDIA®),

incubado a 37°C e observado se houve desenvolvimento dos isolados em 24h.
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2.5 Perfil Fermentativo
A fim de avaliar o perfil fermentativo dos isolados, foi determinada a capacidade da
producdo de didxido de carbono (CO,) a partir da utilizagdo de glicose. Os isolados foram
repicados (10% v/v) para caldo MRS (HiMedia®) suplementado com 3% de glicose
(PROQUIMIOS®), em tubos de ensaio contendo tubo de Durhan invertido, com posterior
incubacdo a 36 °C pelo periodo de 48 horas (LIMA et al.,, 2009). Os isolados foram
classificados como heterofermentativos quando constatado a producao de diéxido de carbono
na forma de gas com turbidez no meio, e classificados como homofermentativos aqueles
isolados que apresentaram somente uma turvacdo devido a presenca de 4cido latico. O teste

foi realizado em duplicata.

3. Analise dos dados
O processamento dos dados foi realizado com auxilio do programa computacional

Microsoft Excel 2010 e expressos a partir de analise descritiva.

4. Resultados e discussao
4.1 Isolamento das bactérias acido lacticas (BAL), caracterizacdo por coloraciao de
Gram e teste de catalase

Foram isoladas 42 colonias com caracteristicas de BAL, das quais 85,7% (n= 36)
foram isoladas em condi¢des de anaerobiose e 14,3% (n= 6) em aerobiose (tabela 2). O que
demonstra que apesar de apresentarem crescimento em aerobiose, este se d4 em numero
reduzido quando comparado a anaerobiose, em virtude de suas caracteristicas de crescimento

serem favorecidos na auséncia de oxigénio (GORSKA et al., 2007).
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As colonias apresentavam tamanho pequeno, cor branca e superficie e borda lisas. Na
sequéncia foram selecionadas dos meio anaerdbio e aerdbio, aleatoriamente, 21 dessas
colonias para futuros testes, sendo identificadas como 1R (1R1, 1R2, 1R3, 1R4, 1R5 e 1R6),
2R (2R1, 2R2. 2R3, 2R4, 2R5 ¢ 2R6), 3R (3R1, 3R2, 3R3 ¢ 3R4) ¢ 4R (4R1,4R2, 4R3,4R4 ¢

4R5).

Tabela 2. Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por grama de alimento de bactérias acido lacticas isoladas de
amostras de riculas comercializadas no municipio de Itaqui, RS (2018).

Amostra Aerobio Anaeroébio
1 2 UFC.g" 15 UFC.g"

2 1 UFC.g" 9 UFC.g"

3 3 UFC.g" 4 UFC.g"

4 0 8 UFC.g"
Total 6 UFC.g" 36 UFC.g"

Todos os isolados apresentaram morfologia de cocos Gram positivos, quando
observados ao microscopio apos coloracdo de Gram e catalase negativo. Diferentes géneros
de BAL apresentam caracteristica morfoldgica de cocos, podendo os isolados pertencerem a
um dos seguintes géneros de BAL: Aerococcus, Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus,
Pediococcus, Streptococcus e Tetragenococcus (SALMINEN et al., 2004).

Este resultado relaciona-se com uma maior prevaléncia de BAL em formato de cocos
pertencentes aos géneros Lactococcus € Enterococcus em isolados de origem vegetal
observado em outros estudos (PONCE; MOREIRA; ROURA, 2008; TRIAS et al., 2008).
Ponce et al. (2008) isolaram duas cepas de BAL a partir de amostras de espinafre, sendo
Lactococcus lactis e Enterococcus canis ¢ 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 mundltii.
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4.2 Determinacio da atividade antimicrobiana das BAL

Dos 21 isolados de BAL selecionados, ndo foi observada formagao de halo de
inibicao, indicando que nenhum foi capaz de inibir a multiplicagdo dos micro-organismos
patogénicos avaliados pelo método de difusao em agar (BISCOLA et al., 2013). Entretanto,
quando realizado contra as cepas padrao de BAL, alguns isolados das amostras 1R, 2R e 4R

apresentaram atividade antimicrobiana, conforme pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana de bactérias acido lacticas isoladas de amostras de riiculas comercializadas
no municipio de Itaqui, RS, contra cepas padrao de bactérias 4cido lacticas (2018).

Halo de inibicado em cm

Isolado  Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus  Lactobacillus rhamnosus  Lactobacillus
acidophilus delbrueckii fermentum plantarum CG sakei ATCC
ATCC 4356 ATCC 3744 ATCC 9338 ATCC 8014 15521
IR1 03+ 0.14 0.8+ 0.28 0.45+0.07 * 02+0 05+0
1R2 0.5+ 028 0.85+ 0.07 0.4+0.14 * 1.13+0.80 0.45+0.07
1IR3 04+ 0 0.75+ 0.49 0.5+0 * 0.65+0.07 0.3+£0.28
1R4 0.35+ 0.07 0.35+ 0.21 0.4+0.14 * 02+0 04+0.14
IRS 04+ 0 0.55+ 0.35 0.4+0.14 * 040 05+0
IR6 0.35+ 0.07 0.6+ 0.28 040 * 0.55+0.35 04+0.14
2R4 * 0.25+0.35 * * * *
4R2 * * * * * 0.5+0

*Nao houve formagdo de halo

Dos 21 isolados, 13 ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra nenhuma cepa
padrdao de BAL, correspondentes as amostras 2R (2R1, 2R2, 2R3 e 2R5), 3R (3R1, 3R2, 3R3,
3R4 e 3R5) e 4R (4R1, 4R3, 4R4 e 4RS5). Resultado positivo, pois se torna possivel o uso
destes isolados em combinagdo a diferentes bactérias acido laticas e iniciadoras, a fim de
garantir um produto com as caracteristicas tecnoldgicas desejaveis, com potencial nutricional

e benéfico a satide (CANDY et al., 2008).
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Os isolados da amostra 1R de racula apresentaram atividade antimicrobiana contra
quase todas as cepas padrao de BAL, , cujos halos de inibi¢do variaram de 0,2 a 1,2 cm. Nas
amostras 2R e 4R, apenas um isolado de cada apresentou atividade contra Lactobacillus
delbrueckii ATCC 3744 e Lactobacillus sakei ATCC 15521, respectivamente.

L. plantarum ATCC 8014 foi a unica cepa padrao de BAL que nenhum isolado
apresentou atividade antagonista. De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (2007) os bacilos sdo beneficiados quando combinados com cepas em formato
de cocos, como ocorre no processo de fermentacdo do iogurte em que cultivos
protosimbidticos de Streptococcus salivarius sub sp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
sub sp. Bulgaricus sdo associados, ocorrendo maior produgdo de acido lactico, didoxido de
carbono e acido formico, com posterior produgcdo de acetaldeido e acidos graxos, o que
contribui para as caracteristicas do produto final.

Esta espécie também ¢ muito comum em produtos carneos, que aos ser combinada a
cepas com morfologia de cocos, como Pediococcus, podem vir a promover a qualidade e
seguranc¢a de um produto (LEROY; VERLUYTEN; VUYST, 2006). No salame, por exemplo,
os cultivos iniciadores de BAL promovem a redugdo de pH, garantindo a estabilidade
microbiana e as propriedades tecnologicas desejaveis no produto final (DROSINOS et al.,

2007).

4.3 Avaliacdo da estabilidade sob refrigeracido, diferentes concentracdes de NaCl e
diferentes condicdes de pH

Para realizacdo dos testes foram reativados os 21 isolados que estavam armazenados
em freezer, entretanto apenas 12 deles apresentaram desenvolvimento em MRS caldo apds

incubacdo (1R1, 1R2, 1R3, 1R4, 1RS5, 1R6, 2R1, 2R2, 2R4, 2R6, 4R2 e 4R3), os quais foram
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testados quanto a estabilidade em temperatura de 8 °C, concentragdo de NaCl 4, 6 e 10% e pH
2,5 e 8,0. Foram realizadas novas tentativas de reativacdo dos demais isolados, porém
mantiveram auséncia de desenvolvimento em MRS caldo. E importante ressaltar que a taxa de
resfriamento para o armazenamento das BAL, exercem forte influéncia sobre a
estabilidadecelular, apesar da utilizacdo de agentes crioprotetores (como o glicerol), que
reduzem o estresse fisico e quimico derivado do congelamento ¢ do degelo das células
(DUMONT et al., 2004; AGUIAR et al., 2012).

Quando avaliado a estabilidade em relacdo a temperatura, todos os isolados
apresentaram desenvolvimento em MRS caldo até pelo menos 8 dias, suportando o
armazenamento a 8°C (Tabela 4). Esse resultado ¢ importante devido a possibilidade de
aplicacdo em produtos refrigerados, como o iogurte, que ¢ produzido através da fermentagdo
do leite por bactérias e um produto que exige temperatura de armazenamento de 2 °C a 10 °C
(FERREIRA, 2001).

Os isolados 2R2 e 4R3 apresentaram resultados satisfatorios, pois mostram-se estaveis
até o oitavo dia em todas as concentra¢des de NaCl testadas. Um dos fatores de avaliagdo para
o emprego de culturas de bactérias acido lacticas no processamento de produtos ¢ a tolerancia
ao NaCl, como por exemplo em produtos carneos, que exige adaptacdo dessas culturas a um
ambiente heterogéneo (ERKKILA; PETAJA, 2000).

Em relagdo a estabilidade dos isolados ao pH 8,0, com exce¢do do isolado 1R3, todos
os demais apresentaram-se estaveis até oitavo dia. Considerando que as BAL constituem a
microbiota dominante do intestino delgado, o qual possui um pH alcalino (pH 8,0 - 9,0), este
resultado se mostra satisfatorio. O trato gastrointestinal (TGI) humano compreende um

complexo ecossistema, no qual bactérias residentes e em transito coexistem. Estas exercem
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um papel importante nas fungdes fisiologicas e metabdlicas, que incluem a manutencdo do
TGI, apresentando associacao direta ao sistema imune (BARBERI et al., 2015).

Ja em pH 2,5, correspondente ao pH do estomago, os isolados da amostra 1R
apresentaram-se estaveis até¢ o segundo dia. Resultado interessante quando comparado ao
tempo médio de permanéncia dos alimentos no estdmago, o qual fica em torno de 3
horas,periodo este que os micro-organismos ficam expostos a acidez estomacal (MAHAN e
ESCOTT-STUMP, 2002).

Também ¢ necessario considerar que o pH acido do estobmago ¢ uma condigdo severa
para a sobrevivéncia do microrganismo. Porém, durante a ingestdo de alimentos, considera-se
que o pH do estdmago pode aumentar para 4,5, o que melhora a condi¢ao de exposicao para a
bactéria (TULUMOGLU, KAYA; SIMSEK, 2014).

A influéncia do pH ¢ relevante na estabilidade das células, a resisténcia das bactérias
frente a esse parametro ¢ dependente tanto da cepa, quanto ao pH considerado, sendo que a
sensibilidade dos mesmos ¢ aumentada com valores de pH inferiores a 3 (SAITO et al., 2014).
Ainda, ¢ necessario considerar que a quantidade e o estado fisioldégico do micro-organismo
podem contribuir para a sua sobrevivéncia, ja que sdo inseridos, principalmente em produtos
lacteos fermentados e, dessa forma, as proteinas do leite podem reforcar a prote¢do ao
microrganismo dando suporte a tolerdncia ao suco gastrico (DARDIR, 2012; TUO et al.,

2013).
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Tabela 4. Estabilidade de bactérias acido lacticas isoladas de amostras de riculas comercializadas no municipio de Itaqui, RS a diferentes concentra¢des de Cloreto de Sédio
(NaCl 4, 6 e 10%), pH 2,5 e 8,0 e temperatura de armazenamento de 8°C ao longo de 8 dias (2018).

Isolados DIA 2 DIA 4 DIA 6 DIA 8
NaCl NaCl NaCl pH pH 8°C NaCl NaCl NaCl pH pH 8°C NaCl NaCl NaCl pH pH 8°C NaCl NaCl NaCl pH pH 8°C
4% 6% 10% 2,5 8,0 4% 6% 10% 2,5 8,0 4% 6% 10% 2,5 8,0 4% 6% 10% 2,5 8,0
IR1 + + + + + + + + + - + + + + + - + + - + + - + +
1R2 + + + + + + + + + - + + + + + - + + + - + - + +
1R3 + + + + + + + + + - + + + + + - + + - + + - _ +
1R4 + + + + + + + + + - + + + + + - + + - - - R n +
IRS + + + + + + + + + - + + + + + - + + - + + - n +
1R6 + + + + + + - + + - + + - + + - + + - - + - + +
2R1 + + + - + + + + + - + + + + + - + + - - + - + +
2R2 + + + - + + + + + - + + + + + - + + + + + - + +
2R4 + + + - + + + + + - + + + + + - + + + - + _ + +
2R6 + + + - + + + + + - + + + + + - + + + _ + _ + n
4R2 + + + - + + + + + - + + + + + - + + + - + - + +
4R3 + + + - + + + + + - + + + + + - + + + + + _ + n

+ apresentou desenvolvimento microbiano; - ndo apresentou desenvolvimento microbiano.
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4.4 Perfil Fermentativo

Os 12 isolados que haviam apresentado multiplicagdo para os testes anteriores foram
reativados, entretanto apenas oito apresentaram multiplicagdo em MRS caldo, sendo 1RI1,
1R2, 1R3, 1R4, IRS5, 1R6, 4R2 ¢ 4R3.

Todos os isolados testados apresentaram apenas turvagao do meio, sem formagdo de
gas, caracterizando os isolados como homofermentativos (LOPES, 2008). Tanganurat et al.
(2009) observaram resultado semelhante, no qual foram isoladas 81 colonias de BAL a partir
de amostras de couve chinesa, gengibre, alho, pepino e manga, sendo todos caracterizados
como homofermentativos.

Considerando também, a caracteristica morfoldgica dos isolados, assemelha-se a todos
os membros dos géneros Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus e Enterococcus, os quais
também sdo caracterizados como homofermentativos (MOZZY et al., 2010).

A principal caracteristica do metabolismo de BAL ¢ a fermentacdo eficiente de
substratos, associados a fosforilagdo ao nivel do substrato (MOZZY et al., 2010). A rota na
qual as hexoses sao metabolizadas por bactérias a acido lactico sdo divididas em dois grupos:
homofermentativo e heterofermentativo (RIBEIRO et al., 2014).

As BAL homofermentativas apresentam como caracteristicas a producdo de &cido
latico como tunico ou o principal produto da fermentacdo da glicose (LOPES, 2008).
Enquanto as heterofermentativas tem producdo da mesma quantidade molar de lactato,
dioxido de carbono e etanol a partir das hexoses, produzindo uma série de substancias
antimicrobianas, incluindo 4cido latico, peréxido de hidrogénio, diacetil e outros acidos
organicos (FURTADO, 2010).

Bactérias homofermentativas metabolizam carboidratos através da rota Embden-

Meyerhof- Parnas, gerando duas moléculas de lactato por molécula de glicose, sendo
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considerada principal rota de glicolise anaerobica utilizada na fermentagdo (HUERTAS,

2010).

5 Conclusoes

Além de ser uma hortalica rica em micronutrientes, a ricula demonstrou-se uma
possivel fonte para isolamento de bactérias acido lacticas. Apesar de nenhum dos isolados
apresentarem atividade antimicrobiana, foi possivel caracterizar oito isolados com morfologia
de cocos Gram positivos, catalase negativos e homofermentativos, dos quais, os isolados 2R2
e 4R3 destacaram-se por apresentarem estabilidade satisfatéria 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 da
amostra 1R, apresentaram-se estaveis em pH 2,5 por periodo de dois dias. Diante disso,

demonstram potencial a pesquisas visando a aplicagdo em alimentos.
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Objetivo e politica editorial

A Revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos publica artigos
cientificos na area. Os trabalhos devem ser apresentados em inglés,
escritos com texto claro e conciso, devendo observar as disposicoes
normativas relacionadas neste documento.

POLITICA EDITORIAL

A Ciéncia e Tecnologia de Alimentos aceita submissoes de artigos
gue contenham resultados de pesquisa original e adota a politica de
revisdo por pares, anénima. O aceite dos trabalhos depende do parecer
de pelo menos dois revisores indicados pela Comissao Editorial. Os
pareceres dos revisores serdao encaminhados aos autores para que
verifiguem as sugestdes e procedam as modificagGes que se fizerem
necessarias. Em caso de discordancia, a decisdo final cabera ao Editor
responsavel pelo artigo ou, se este considerar necessario, outro revisor
sera consultado e os trés pareceres serdo analisados pela Diretoria de
Publicacbes da Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia — sbCTA,
gue tomara a decisdo final. Os trabalhos aceitos serdo publicados na
versdo on-line da Revista e no SciELO, dentro um prazo médio de doze
meses.

AUTORIA

A autoria deve ser limitada a aqueles que participaram e contribuiram
substancialmente para o desenvolvimento do trabalho. O autor para
correspondéncia deve ter obtido permissdo de todos os autores para
realizar a submissdo do artigo e para realizar qualquer alteracao na
autoria do mesmo.

DOCUMENTAGCAO EXIGIDA

Termo de Concordancia e Cessao de Direitos de Reproducgao
Grafica

O autor para correspondéncia devera assinar e encaminhar a Diretoria
de PublicagGes da sbCTA o Termo de Concordéancia e Cessdo de Direitos
de Reprodugdo Grafica em nome de todos os autores. Assinando o
Termo de Concordancia e Cessao de Direitos de Reproducgdo Gréafica, os
autores concordam com 0 seguinte, descrito no Termo:

* Que o trabalho ndo foi submetido para avaliacdo por outra
publicacdo de mesma finalidade;

e A submissao do trabalho e a nomeacdo do autor para
correspondéncia indicado;

» A cessdo do direito de reproducédo grafica para a sbCTA, caso o
trabalho seja aceito para publicagao.

http://www.scielo.br/img/fbpe/cta/pinstruc.htm
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Normas para a apresentacao de trabalhos
CONTEUDO DA PUBLICACAO

Artigos originais
O trabalho deve apresentar o resultado claro e sucinto de pesquisa
realizada com respaldo do método cientifico.

Artigos originais nao podem exceder 5.000 palavras (excluindo
resumo, abstract, tabelas, figuras, legendas e referéncias) e,
preferencialmente, nao devem ultrapassar o limite conjunto de
sete figuras e tabelas. Cada manuscrito deve fornecer trés palavras-
chave, resumo de no maximo 200 palavras que delineie as principais
conclusdes da pesquisa, e ser acompanhado por uma folha de rosto e
pagina de autoria.

Trabalhos envolvendo humanos

Quando houver apresentacao de resultados de pesquisas envolvendo
seres humanos, citar o numero do processo de aprovagao do projeto
por um Comité de Etica em Pesquisa, conforme Resolugdo n°® 196/96,
de 10 de outubro de 1996 do Conselho Nacional de Saulde.

FORMATAGAO DOS MANUSCRITOS

Primeira pagina
A primeira pagina do manuscrito submetido deve conter
obrigatoriamente as seguintes informacdes nesta ordem:

» relevancia do trabalho: breve texto de no maximo 100
palavras que descreva sucintamente a relevancia do trabalho;

o titulos do trabalho: em inglés e portugués, e titulo para
cabecalho;

« titulo para cabecgalho de pagina, com no maximo 15 palavras.

Pagina de autoria
A pagina de autoria do manuscrito devera conter as seguintes
informacoes:

» Informacgao para correspondéncia do Autor para correspondéncia
(endereco postal completo, nimeros de telefone e FAX, e
endereco de e-mail).

« Nome completo de todos os autores;

» Nomes das instituicdes onde o trabalho foi desenvolvido.

Pagina do Resumo e palavras-chave
Todos os artigos devem ser acompanhados de um resumo em inglés e
portugués. O resumo de sempre:

o Estar em um Unico paragrafo de no maximo 200 palavras;
o Explicitar claramente o objetivo principal do trabalho;

e Se aplicavel, indicar materiais, métodos e resultados;

e Sumarizar as conclusodes;

o Nao usar abreviagbes e siglas

O resumo ndo deve conter:

» Notas de rodapé;
» Dados e valores estatisticos significativos;
« Referéncias bibliograficas.

Palavras chave:

» Incluir trés palavras-chave, evitando-se a utilizagdo de termos ja
utilizados no titulo e resumo.

Texto

http://www.scielo.br/img/fbpe/cta/pinstruc.htm 217
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O trabalho devera ser dividido nas seguintes partes, quando
apropriado, numeradas nessa ordem:

e 1. Introdugdo;

e 2. Material e métodos, que deve incluir delineamento
experimental e forma de analise estatistica dos dados;

e 3. Resultados e discussao (podendo ser separados, se
necessario);

e 4. Conclusoes;

» 5. Referéncias bibliogréficas;

» Agradecimentos;

e Tabelas;

e Figuras;

e Quadros.

No texto:

« AbreviagOes, siglas e simbolos devem ser claramente definidos na
primeira ocorréncia;

« Notas de rodapé ndo sdo permitidas;

o Tabelas, figuras e quadros devem ser numerados com numerais
arabicos seguindo a ordem em que sao citados, porém devem ser
enviadas, com suas respectivas legendas, em arquivos
separados;

« Titulos e subtitulos sdo recomendados, sempre que necessarios,
mas devem ser utilizados com critério, sem prejudicar da clareza
do texto;

» Equagdes devem ser geradas por programas apropriados e
identificadas no texto com algarismos arabicos entre paréntesis
na ordem que aparecem;

« As referéncias devem ser numeradas em ordem alfabética;

O manuscrito deve ser digitado em espacamento duplo, em uma Unica
coluna justificada, com margens de 2,5 cm. Linhas e paginas devem
estar numeradas seqliencialmente.

Nomes proprietarios

Matérias-primas, equipamentos especializados e programas de
computador utilizados deverdo ter sua origem (marca, modelo, cidade,
pais) especificada.

Unidades de medida

» todas as unidades devem estar de acordo com o Sistema
Internacional de Unidades (SI);
» temperaturas devem ser descritas em graus Celcius.

Referéncias Bibliograficas

Citagdes no texto

As citacOes bibliograficas inseridas no texto devem ser indicadas
pelo(s) sobrenome(s) do(s) autor(es) em letra mailscula, seguido(s)
pelo ano da publicagdo (ex.: SILVA et al, 2005), sendo que:

» Artigos com até trés autores, citam-se os trés sobrenomes;

» Artigos com mais de trés autores, cita-se o sobrenome do
primeiro autor, seguido da expressao “et al.”;

e Se o nome do autor ndo é conhecido, cita-se a primeira palavra
do titulo.

Lista de referéncias

Toda a literatura citada no texto devera ser listada em ordem
alfabética. Artigos em preparagdo ou submetidos a avaliagdo nao
devem ser incluidos nas referéncias. A formatacdo das referéncias deve
seguir o padrao estabelecido pela Associacao Brasileira de Normas
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Técnicas (ABNT) em “Regras Gerais de Apresentacao” - NBR-6023, de
agosto, 2002.

Segundo determinacao da diretoria de publicacbes da SBCTA artigos
aceitos cujas referéncias bibliograficas estejam fora do padrdo
determinado ou com informagdes incompletas NAO SERAO
PUBLICADOS até que os autores tenham as referéncias totalmente
adequadas as normas.

Exemplos de referéncias:

Livros

BACCAN, N.; ALEIXO, L. M.; STEIN, E.; GODINHO, O. E. S.
Introducdo a semimicroanalise qualitativa, 62. edicdo. Campinas:
EDUCAMP, 1995.

Capitulos de livro

SGARBIERI, V. C. Composicao e valor nutritivo do feijao Phaseolus
vulgaris L. In: BULISANI, E. A (Ed.) Feijao: fatores de producgao e
qualidade. Campinas: Fundacdo Cargill, 1987. Cap. 5, p. 257-326.

Artigo de periédico

KINTER, P. K.; van BUREN, J. P. Carbohydrate interference and its
correction in pectin analysis using the m-hydroxydiphenyl method.
Journal Food Science, v. 47, n. 3, p. 756-764, 1982.

Artigos apresentados em encontros cientificos

JENSEN, G. K.; STAPELFELDT, H. Incorporation of whey proteins in
cheese. Including the use of ultrafiltration. In: INTERNATIONAL DAIRY
FEDERATION. Factors Affecting the Yield of Cheese. 1993,
Brussels: International Dairy Federation Special Issue, n. 9301, chap.
9, p. 88-105.

Tese e Dissertacao

CAMPQS, A C. Efeito do uso combinado de acido lactico com
diferentes proporgoes de fermento lactico mesofilo no
rendimento, protedlise, qualidade microbioldgica e
propriedades mecanicas do queijo minas frescal. Campinas, 2000,
80p. Dissertacao (Mestre em Tecnologia de Alimentos), Faculdade de
Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

Trabalhos em meio-eletronico

SAO PAULO (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e
organizagdes ambientais em matéria de meio ambiente. In: .
Entendendo o meio ambiente. S3o Paulo, 1999. v. 1. Disponivel em:
<http:://www.bdt.org.br/sma/entendendo/atual.htm>. Acesso em: 8
mar. 1999.

Legislagdo

BRASIL. Portaria n. 451, de 19 de setembro de 1997. Regulamento
técnico principios gerais para o estabelecimento de critérios e padrdes
microbioldgicos para alimentos. Diario Oficial da Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 22 set. 1997, Secdo 1, n. 182, p.
21005-21011.

Tabelas

As tabelas devem ser citadas no texto com numerais arabicos e devem
ser enviadas em arquivos separados, nomeando-as de maneira clara
(ex. tabelal.doc etc). As tabelas devem ser elaboradas utilizando-se o
recurso de tabelas do programa Microsoft® Word, e devem:

o Ser auto-explicativa

« Ter o numero de algarismos significativos definidos com critério
estatistico que leve em conta o algarismo significativo do desvio
padrao;

e Ser em numero reduzido para criar um texto consistente, de
leitura facil e continua;

http://www.scielo.br/img/fbpe/cta/pinstruc.htm
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o Apresentar dados que ndo sejam apresentados na forma de
grafico;

 Utilizar o formato mais simples possivel, ndo sendo permitido uso
de sombreamento, cores ou linhas verticais e diagonais;

« Utilizar somente letras minusculas sobrescritas para denotar
notas de rodapé que informem abreviagoes, unidades etc.
Demarcar primeiramente as colunas e depois as linhas e seguir
esta mesma ordem no rodapé.

Figuras e quadros

Devem ser citados e numerados em ordem numeérica utilizando-se
numerais arabicos. Enviar em arquivos separados, com a maxima
gualidade possivel. Enviar os arquivos preferencialmente no formato
original em que foram gerados (TIF, XLS, EPS, BMP, JPG ou DOC). Os
arquivos devem ser adequadamente identificados com o nimero citado
na legenda (ex.: figural.tif, figura2.eps, figura3.doc etc). Ao enviar
figuras com fotos ou micrografias certifique-se que estas sejam
escaneadas em alta resolucdo para que cada foto fique com no minimo
1.000 pixels de largura. Todas as fotos devem ser acompanhadas do
nome do autor, pessoa fisica. Para representar fichas, esquemas ou
fluxogramas devem ser utilizados quadros.

INSTRUGOES GERAIS PARA SUBMISSAO ON-LINE

Taxa de submissao

A Revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos cobra uma taxa de
submissao de R$ 160 por artigo. Para autores socios da sbCTA a taxa é
de R$ 60 em funcdo do numero de sdcios na autoria do trabalho, da
seguinte forma:

« Até dois autores: pelo menos um deve ser sécio quite com a
anuidade para ser considerado o valor com desconto;

« De trés a cinco autores: pelo menos dois devem ser sdcios quites
com a anuidade para ser considerado o valor com desconto;

« De cinco a sete autores: pelo menos quatro devem ser socios
quites com a anuidade para ser considerado o valor com
desconto;

A avaliacdo do artigo soé tera inicio apos o pagamento da taxa de
submissdo que se dara de duas formas e sempre para o e-mail do
autor que realizou a submissao:

» Autor no Brasil: através de boleto bancario enviado por e-mail.
» Autor no exterior: através do site de pagamentos PayPal enviado
por e-mail.

Revisao do inglés

Os trabalhos cuja redacdo em inglés esteja ruim, dificultando o
entendimento e a revisdao dos mesmos, serdao devolvidos pelo Editor e a
sua ressubmissdo estara condicionada ao recebimento de um
certificado de revisdo do inglés. Recomenda-se fortemente que o
manuscrito seja submetido a revisdo de inglés por especialista
na lingua antes da sua submissao.

Formatos de arquivo

Durante a submissdo sao aceitos os arquivos do tipo DOC, TIF, XLS,
EPS, BMP ou JPG, independente da plataforma Windows® ou
Macintosh®, onde forem gerados. O texto principal do manuscrito deve
ser submetido da seguinte forma:

Manuscrito.doc: versao para producgao

» Formato Microsoft® Word (.doc);

e Fonte Times New Roman, tamanho 12

o Texto completo do manuscrito

o Figuras e tabelas devem ser submetidas em arquivos separados;
e Linhas e paginas devem ser numeradas seqiencialmente;

o Deve ter a folha de rosto em arquivo separado

http://www.scielo.br/img/fbpe/cta/pinstruc.htm 5/7



25/06/2018 Ciénc. Tecnol. Aliment. - Instru¢des aos autores

» Deve ter os nomes dos autores e instituicdes na primeira pagina
» Deve ser nomeado manuscritoproducao.doc

Manuscrito.pdf: versao para avaliagao

e Formato pdf

¢ Fonte Times New Roman, tamanho 12

e Texto completo do manuscrito, sem tabelas e figuras;

o Figuras e tabelas devem ser submetidas em arquivos separados;

e Linhas e paginas devem ser numeradas seqiencialmente;

« Deve ter a folha de rosto excluida;

o Deve ter os nomes dos autores e instituicdes removidos da
pagina de titulo;

« Deve ser nomeado manuscritoavaliacao.pdf

Antes de realizar a submissdo on-line o Autor para Correspondéncia
devera preencher e assinar o Termo de Concordancia e Cesséo de
Direitos de Reproducdo Grafica. Esse formulario pode ser abaixado on-
line no endereco http://cta.submitcentral.com.br/terms sbcta br.pdf.
Encaminhar o formulario por e-mail ou FAX a Diretoria de Publicages
da sbCTA para +55 19 32410527 ou revista@sbcta.org.br. O processo
de avaliacdo ndo sera iniciado até que o Termo de Concordancia e
Cessdo de Direitos de Reproducdo Grafica seja recebido.

O programa Submitcentral para submissdo dos artigos esta otimizado
para os seguintes navegadores e versdes: Internet Explorer 6,
Internet Explorer 7, Firefox 1.5+, Opera 9.2+, Safari 3+

Os Autores devem acessar o programa Submitcentral no enderego
http://cta.submitcentral.com.br e no “Painel do Autor" clicar em “Iniciar
uma nova submissao >>".

Passo 1: Titulo, Resumo e Palavras-chave

Preencha o campo ‘Titulo’.

Cole ou digite o Resumo no campo ‘Resumo’.

Adicione no minimo trés palavras-chave preenchendo o coampo
‘Palavras-chave’ e clicando no botdo ‘adicionar’.

Cligue no botao ‘continuar’.

Passo 2: Autores e Instituigées )

Preencha as informacGes de cada Autor do trabalho. E necessario
preencher todos os campos e clicar em ‘adicionar’, antes de passar ao
proximo Autor. Para acertar a ordem utilize as setas na coluna
‘Ordem’. Marque o Autor para Correspondéncia clicando no botado
‘Autor para Correspondéncia (troca)’.

Informe pelo menos uma (01) instituicao para cada Autor. Se
necessario clique no botdo ‘Editar Instituigdes’.

Cligue no botao ‘continuar’.

Passo 3: Referees

Informe Revisores ‘preferidos’ e ‘ndao-preferidos’ para avaliar seu
trabalho. Esta etapa pode ajudar muito a agilizar o inicio do processo
de avaliagao.

Cligue no botdo ‘Mudar Preferéncia’ para alternar entre ‘preferido’ e
‘nao-preferido’.

Cligue no botao ‘continuar’.

Passo 4: Envio de Arquivos

Envie todos os arquivos do seu trabalho utilizando o botao ‘procurar’ ou
‘browse’.

Escolha o tipo de arquivo: Manuscrito em DOC sem os autores (para
revisores), Manuscrito em DOC< completo (para producdo), Folha de
Rosto, Figura, Tabela ou Arquivo Suplementar.

Cligue no botdo ‘enviar’. Repita a operacdo até ter enviado todos os
arquivos.

Cligue no botdo ‘continuar’.
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Passo 5: Informacdes Gerais

Informe se o manuscrito é convidado e caso
afirmativo quem fez o convite.

Escolha o Tipo de Contribuicao

da caixa de selegdo. Escolha a

Area do Trabalho da caixa de

selecao.

Confirme que assinou e enviou o Termo de
Concordancia e respondas as outras perguntas.
Escreva

sua

Carta ao

Editor.

Cligue

no

botdo

‘continu

ar’.

Passo 6: Checar e Submeter

Verifigue todas as informacgdes e corrija se necessario clicando no
botao

‘editar’.

Abaixe todos os arquivo e abra-os para
certificar-se de que ndao estejam
corrompidos.

Marqgue a caixa informando que abaixou e
abriu todos os arquivos. Clique no botdo
‘Finalizar Submissao’ para concluir o processo
de submissao.

Uma confirmacéo sera exibida para
ser impressa, e vocé também recebera
uma confirmacao por e-mail.

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo
editorial] [Assinaturas]

(o) IR 1, o contelido do periddico, exceto onde esta identificado, esta licenciado sob uma
Licenga Creative Commons
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