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Resumo: A diversidade de atividades metabdlicas e produtos microbianos tém grande
aplicagdo em diversos setores. Dentre os grupos de micro-organismos com grande potencial
biotecnologico destacam-se, entre outros, as leveduras. Nos dltimos anos, o
desenvolvimento das leveduras em queijos elaborados artesanalmente tem proporcionado
um especial interesse da comunidade cientifica, devido a diversidade encontrada e ainda
inexplorada. O queijo fabricado de forma artesanal € um produto que se destaca dentre os
varios tipos de queijo produzidos no Brasil, em especial na regido sudoeste do Estado do
Parand. Neste contexto, este trabalho visa quantificar e isolar a diversidade de leveduras
encontradas em queijos produzidos artesanalmente comercializados na cidade de Francisco
Beltrdo, com o objetivo de criar um banco de culturas para estudar o potencial
biotecnoldgico dessas leveduras.
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INTRODUGAO

Os micro-organismos apresentam grande versatilidade metabdlica; o que favorece o
crescimento e o desenvolvimento em varios substratos encontrados na natureza. Os
alimentos tém uma grande quantidade de nutrientes e substratos metabolizaveis reunindo,
por isso, as condicdes ideais para o crescimento dos micro-organismos.

Em alguns alimentos como o0s queijos, a presenca de micro-organismos pode ser
benéfica ou nado, sendo que a capacidade de sobrevivéncia depende dos fatores
relacionados com as caracteristicas proprias do alimento (fatores intrinsecos) e os
relacionados com o ambiente em que o alimento se encontra (fatores extrinsecos)
(FRANCO & LANDGRAF, 2003).

Os queijos produzidos de maneira artesanal, nem sempre apresentam a seguranca
sanitaria necessaria. Em literatura consultada (PEREIRA et al, 1999; BORELLI, 2002;
CARMO et al, 2003; ARAUJO et al, 2004; PERRY, 2004; PINTO et al, 2005; SILVA et al,
2005; FILHO et al, 2005; MARTINS et al, 2005) verificou-se uma alta incidéncia de micro-
organismos indicadores de contaminacao.

Estudos atribuem as caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas do queijo, ndo so as
bactérias laticas, mas também a leveduras presentes na microbiota enddgena destes
queijos (GARDINI et al, 2006)., que de uma forma direta podem produzir compostos
responsaveis pelo aroma e sabor, e, ou indiretamente ao utilizar o acido latico e
conseqlientemente aumentar o pH do queijo, possibilitando o crescimento de bactérias
laticas menos tolerantes a acidez como por exemplo os Micrococcus sp. (LOPANDIC, et al.,
2006). Entretanto, isso vai depender da linhagem de levedura encontrada no processo. A
producdo do queijo artesanal a partir do leite cru ocorre na fazenda sem qualquer apoio
tecnoldgico, o que provavelmente propicia uma diversidade alta de espécies de leveduras e
outros micro-organismos envolvidos no processo fermentativo.



O efeito das leveduras em queijos tem promovido interesse da comunidade cientifica
(BERESFORD et al., 2001; WOUTERS et al., 2002; BORELLI, 2002) e as caracteristicas de
densidade populacional, evolugao e espécies dominantes durante a maturagdo vém sendo
estudadas em alguns tipos de queijos (VAN DEN TEMPEL & JAKOBSEN, 1998; FOX et al,
2000; CROW et al., 2001; BORELLI, 2002). A diversidade de leveduras presentes em
queijo, a principio, pode indicar condicées higiénico-sanitarias insatisfatérias, o que
aumentaria o processo de degradacao do produto e diminuiria sua vida de prateleira. Porém,
os resultados dos estudos acima citados, indicam efeitos benéficos que sugerem a
possibilidade de sinergismo com as bactérias lacticas.

A selecao e identificagdo de micro-organismos em qualquer produto colonizado ou
presentes na natureza é de fundamental importancia para o conhecimento da sua ecologia e
biologia. A partir do conhecimento da espécie é possivel intervir na incidéncia do micro-
organismo, favorecendo ou impedindo sua colonizacdo. Além disso, pode-se verificar o
potencial biotecnolégico para uso industrial das espécies envolvidas no processo. Nas
ultimas décadas observaram-se progressos significativos a identificacdo, caracterizacéo e
utilizacdo de polissacarideos sintetizados por micro-organismos. Inimeros biopolimeros tém
sido produzidos e utilizados comercialmente entre eles: dextrana, xantana, curdulana,
alginato bacteriano, =zanflo, gelana, escleroglucana, pululana, celulose bacteriana
(SUTHERLAND, 1992; MARTINS e SA-CORREIA, 1993; GIAVASIS et. al., 2000;
MAUGERI, 2001; GIAVASIS et. al., 2003; KALOGIANNIS et. al., 2003; CAMPBEL et. Al;
2003).

Neste contexto, esta pesquisa visa quantificar e isolar a diversidade de leveduras
encontradas em queijos produzidos artesanalmente comercializados na cidade de Francisco
Beltrdo, com o objetivo de criar um banco de culturas para estudar o potencial
biotecnol6gico dessas leveduras.

MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Francisco Beltrdo. As amostras foram coletadas de
queijos coloniais de diferentes marcas (codificadas A, B, C e D) prontos para consumo
vendidos em supermercado do municipio de Francisco Beltrdo. Foram transportadas em
caixas isotérmicas e levadas diretamente para o Laboratério de Microbiologia onde foram
realizadas as analises.

CONTAGEM DE LEVEDURAS

Para a contagem de leveduras utilizou-se a técnica de contagem em placas com meio de
cultura Agar Sabouraud Dextrose contendo cloranfenicol e incubadas a 28°C durante 48
horas.

ISOLAMENTO DAS LEVEDURAS

Apés a contagem dos micro-organismos, colénias de leveduras com caracteristicas
morfoloégicas distintas foram selecionadas de forma a compor uma amostragem
representativa das amostras examinadas. Das placas de Petri com meio de cultura
Sabouraud Dextrose foi isolado um numero de colbnias de leveduras igual ao da raiz



quadrada da contagem, conforme recomendacao mencionada no Bacteriological Analytical
Manual for Foods (FDA, 1972).
PRESERVACAO DAS LEVEDURAS ISOLADAS

A manutencao das culturas de leveduras isoladas foi feita utilizando-se métodos de
preservacado e armazenamento a baixas temperaturas, com o objetivo de minimizar perdas
de viabilidade das linhagens.
CARACTERIZACAO DAS LEVEDURAS

O estudo taxonémico das leveduras sera efetuado utilizando-se testes fisiologicos,
bioquimicos e morfoldgicos, 0os quais constituem a base para a classificagdo das leveduras
(KREGER VAN RIJ, 1984; KURTZMAN E FELL, 1998, BARNETT et al., 2000).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos revelaram uma diversidade de leveduras em todos os queijos
pesquisados e indicaram uma variacao das contagens entre as amostras (Tabela 1).

Tabela 1: Contagem de leveduras (UFC/g) em diferentes amostras de queijos coloniais.

A B c D
107-14 107-ND 107- 14 107 ND
102- 12 10%-6 102- 2 10212
10%-17 10°-13 10°-5 10°- 15

ND=N&o detectada.

A presenca de leveduras em contagens elevadas pode ser atribuida ao processo de
fabricagao artesanal, que ndo acompanhou a crescente demanda pela seguranga higiénico-
sanitaria dos alimentos, podendo aumentar o processo de degradacao do produto e diminuir
sua vida de prateleira. Apesar da inexisténcia de padrao normativo na legislacdo vigente
(BRASIL 1980, 1997, 1997) o numero de bolores e leveduras € um indicador de qualidade
dos produtos alimenticios (ARAUJO & SILVA, 1997/98).

As leveduras sao agentes potencias de deterioragéo, sendo uma das conseqiéncias
do seu desenvolvimento no produto elevagédo do pH criando condigbes para o crescimento
de outros micro-organismos, inclusive patégenos, desde que atinja valores de pH acima de
4,5.

Algumas espécies de leveduras sado promotoras de processos tecnologicos e
pesquisas (VAN DEN TEMPEL & JAKOBSEN, 1998; FOX et al, 2000; CROW et al., 2001;
BORELLI, 2002) indicam efeitos benéficos que sugerem a possibilidade de sinergismo com
as bactérias lacticas. Nakase & Komagata (1977) investigaram a presenca de leveduras em
queijos da Europa e América do Norte e encontraram contagens entre 10° e 102 UFC g,
sendo as espécies isoladas com mais freqiiéncia Debaryomyces hansenii e Candida
lipolytica. Fleet e Main (1987) estudaram vinte e trés amostras de queijo Cheddar da
Australia onde 48% das amostras apresentaram contagens de leveduras em torno de 10* a
10° g de queijo. Boer & Kuik (1987) e Nooitgedagt & Hartog (1988), pesquisaram duzentas
e cinglenta e seis amostras de queijos, entre eles, Blue-veined, Brie, Camembert,



Danablue, Roquefort e Gorgonzola, sendo que 87% das amostras de Gorgonzola e 77% das
amostras de Roquefort apresentaram indices considerados elevados para contagens de
leveduras 10’ a 10® UFC g'. Em relacdo ao isolamento e taxonomia, a espécie
Debaryomyces hansenii foi isolada com mais freqiéncia.

No Brasil, Borelli et al. (2006) quantificaram a diversidade de leveduras em queijos
Canastra e os resultados apresentaram uma variagéo entre 7,0 x 10° e superior a 1,5 x 10°
UFC g’ de queijo, onde as espécies de leveduras predominantemente encontradas nas
amostras estudadas foram Torulaspora delbruecki, Debaryomyces hansenii e Kodamaea
ohmeri.

Analisando os resultados desta pesquisa e comparando-os com os dados
apresentados, observou-se que a variagdo da contagem de leveduras obtidas neste trabalho
foi superior aquela encontrada por Borelli et al. (2006), inferior as citadas por Nakase &
Komagata (1977), Boer & Kuik (1987) e Nooitgedagt & Hartog (1988) e semelhantes a Fleet
e Main (1987).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam a importancia de mais estudos sobre a presenca e a
diversidade de leveduras em queijo artesanal para promover um melhor entendimento do
significado da presenca de leveduras em diferentes tipos de queijos e suas consequiéncias
sobre a qualidade final do produto.
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