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Estudou-se o comportamento da microbiota ldctica
(Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Strepg ococcus )
e contaminante (enterobactérias, aerdbios totais a 35°C,
coliformes totais, cocos halotolerantes, bolores e le-
veduras formadoras de pelicula) durante a fermentagao
natural de pepinos e vagens utilizando-se como substra-
to o soro desproteinizado de queijo de Coalho (SDQC).

Verificou-se que a maior concentragac de aerdbios totais,
bolores e leveduras e cocos halotolerantes ocorreu no
112 dia de femsentagéo. Os coliformes totais estiveram
presentes ate 0 32 dia de fermentagao nas dornas com pe—
pinos e até o 52 dia nas dornas com vagem. A contagem
inicial de coliformes totais foi maior nas domas com
vagem que nas com pepinos. Leveduras oxidativas e bolo-
res, foram inibidos pela adigdo de 300 ppm de benzoato
de sédio ad1c1onados a sallroura, tendo este conservante
exercido pouca agdc inibitdria sobre as bactérias ldc-
ticas e leveduras fermentativas, que estiveram presen-
tes ao longo de toda fezmentagao. As maiores contagens
de bactérias produtoras de dcido ldctico foram verifi-
cadas no Agar MRS acidificado. Verificou-se também que
a presenga de Pedigcoccus pode ter contribuido para re-
' tardamento no desenvolviemnto de Lactobacillus plantamum.
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1 INTRODUGCAO

As hortaligas possuem microbiota diversificada, uma vez gque cres-
cem em ambiente aerdbio e em contato intimo com o ar, © solo e a
umidade. Esta microbiota contaminante é constituida, principal-
mente, por trés grupos de microrganismos: as bactérias 1lacticas
(Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus), as en-
terobacterias (Enterobacter, Escherichia, Flavobacterium, Achromobactex,
Pseudomonas, etc) e leveduras formadoras de pelicula.

As bactérias lacticas sao caracterizadas pelo seu metabolismo fer-
mentativo que resulta na produgdo de dcido lactico, CO2, etanol
e 4cido acético como metabdlitos principais (9). BUCHAMAN e GIBBONS
(3), classificam estas bactérias nas familias Lactobacillaceae que
contém o genero Lactobacillus, e Streptocccaceae, compreendendo
os géneros Streptococcus, Pediococcus e Leuconostoc.

Em geral, poucas s3o as espécies de bactérias que participam da
fermentagdo natural de peginos e vagens, as quais, geralmente,
estdo presentes numa sequeéncia natural no seu transcorrer (6, 10,
12, 15). Segundo MENEZES (12) e PEDERSON (15) o processo fermen-
tativo pode ser dividido em trés fases: na 12 fase, encontra-se
a presenga de microrganismos aerdbicos dos géneros Flavobacterium,
Achromobacter, Pseudomonas e, em menor proporgao, Escherichia e
Enterobacter; na 22 fase, principalmente devido a agao seletiva
do sal e dos nutrientes que passaram da hortaliga para a salmou-
ra, desenvclvem-se as bactérias lacticas tais como Streptococcus
faecalis, Leucongstoc mesenteroides, Pediococcus cerevisiae,
Lactobacillus brevis e Lactobacillus plantarum; na 32 fase, pre-
dominam apenas as espécies de Lactobacillus homoldcticos, hete-
roldcticos, principalmente Lactobacillus plantarum.

Na fermentacdo natural de hortaligas, os principais tipos de de-
terioragao sao:

a) amolecimento, gue pode ser causado por enzimas pectinoliticas
das proprias hortaligas ou produzidas por microrganismos. Em ge-
ral, leveduras formadoras de pelicula e Bacillus mesentericus fuscus
s3o os responsaveis por esta alteragao;

b) formagdo de "cavidade" (picles ocos) ou deterioragaoc gasosa,
quando provocada por microrganismos, esta associada a presenca de
leveduras fermentativas, bactérias lacticas heterofermentativas
e entercbactérias;

c) escurecimento da salmoura, que pode ocorrer devido a formagdo
de sulfato de ferro ou pela presenga de B. nigrificanms, formador
de pigmento soluvel de cor preta;

4) salmoura viscosa, devido 3 presenga de vdrios bacilos moveis,
gram negativos, encapsulados, ainda ndo identificados (8510,12,
15). As leveduras, quando presentes, destroem o acido 1agtico.
provocam hidrdlise do material péctico e decompdem proteinas e
1ipidios, resultando em sabores e odores indesejdveis, além de
modificagoes na textura de produtos {15} .

Fatores avalidveis como concentragao salina, temperatura, teor de
agucares fermentesciveis, pH, acidez e anaerobiose poderao in-
fluenciar o desempenho adequado desses microrganismos, na fermen-
tagao lactica de hortaligas (10, 12, 15, 17). . S
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O presente trabalho objetivou verificar o comportamento da micro-
biota léctica e a presenca de grupos de microrganismos indese-
jdveis (aerdbios totais a 35 C, coliformes totais, cocos haloto-
lerantes, bolores e leveduras) durante a fermentagdao natural de
pepinos e vagens utilizando como substrato o soro desproteiniza-
do de queijo de Coalho.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Preparagao das dornas de fermentagdo

Os ensaios da fermentagdo de pepinos e vagens foram conduzidos em
dornas de PVC, capacidade nominal de 9,0 litros, contendo tampa
falsa e recobertas com filme de polietileno (Figura 1). A salmou-
ra foi preparada com soro de queijo de Coalho desproteinizado pe-
lo processo da termocoagulagdo, com 0,02% de proteina bruta, 3,97%
de lactose, tragos de gordura, pH 4,80 e acidez 0,39% (18). ‘
A concentracdo salina foi determinada segundo metodologia adota-
da_por GOLDONI (10). As dornas foram mantidas a temperatura de
23°C £ 2°C, durante toda a fermentagao.

FIGURA 1 - DORNA DE FERMENTACEO DE PVC COM TAMPA FALSA UTILIZADA NOS EXPE-
RIMENTOS DE FERMENTAGEO DE PICLES DE PEPINO E VAGEM
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2.2 Andlises microbioldgicas

Ao longo da fermentagdao natural de pepinos e vagens em dornas con-
tendo salmouras preparadas com soro desproteinizado de queijo de
Coalho (SDQC) (18), foram feitas contagens em placas de micror-
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ganismos totais (agar plate count), coliformes totais (agar bile
vermelho violeta), cocos halotolerantes (dgar nutritivo caseina-
to), bolores e leveduras (dgar dextrose batata, acidificado, PpPH
4,0) e a contagem das bactérias lacticas (MRS acidificado, Lacto -
bacillus selection medium agar e APT &gar, com Tween BO), segun-
do metodologias recomendadas pela AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIA
TION (2). VArios meios de cultura foram empregados na contagem de
bactérias lacticas, devido aos resultados dispares obtidos por
outros autores (9, 13, 14).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A variacdo do nimero de aerdbios totais - (AT), cocos halotole-
rantes - (CH), bolores e leveduras - (BL), coliformes totais -
(CT), em funcdo do tempo, durante as fermentagOes de pepino e
vagem em salmoura com soro desproteinizado de queijo de Coalho
(SDEC ), é mostrada nas Figuras 2 e 3.

A maior concentragdo de AT, BL e CH ocorreu no 11° dia de fer-
mentagao. Os CT sé estiveram presentes até o 32 dia nas dornas
com pepinos e até o 52 dia nas dornas com vagem, em virtude do
aumento de acidez da salmoura, como também relatado por ETCHELLS ,
FLEMING e BELL (6), FRAZIER (8) e PEDERSON (15). A contagem ini-
cial de CT foli maior nas dornas com vagem gue nas com pepinos.

fcido acético presente no substrato (SDQC) e o &cido ldctico pro-
duzido durante a fermentagao, agiram sinergisticamente inipindo
o crescimento de coliformes e de outras enterobactérias, o que
segundo ADMS e HALL (1) explica a estabilidade de vegetais fer-
mentados sem o uso de culturas iniciadoras de fermentagao ou em-
prego de pasteurizagdoc. Os mesmos autores verificaram que Salmo-
nella typhimurium € S. enteritidis sdo inibidas na presenga des-
ses acidos.

Segundo ETCHELLS e JONES (7)., PEDERSON (15) e PEDERSON e AL?URY
(16), aerdbios tipicos provenientes da salmoura & da superficie
de hortalicas nao sobrevivem durante a fermentagac lactica, de-
vido as condigdes criadas no meio pelas bactérias lacticas (au-
mento de acidez, diminuigao do potencial de oxirredugadc). Assim
as contagens de AT deve-se a organismos microaerdfilos ou facul-
tativos, provavelmente bactérias lacticas e leveduras.

Leveduras oxidativas e bolores, quando presentes, foram ipibidas
pela adigdo de 300 ppm de benzoato de sodio adicionados a sal-
moura (8, 15). Verificou-se que esse conservante, na concentra-
gao utilizada, pouca acdo inibitdria teve sobre as bacterias
lidcticas e leveduras fermentativas, as guais estiveram presentes
ac longo de toda a fermentagao. As condigdes favordveis do meio
de fermentagao (alta acidez e anaerobiose) como tambem a compo-
sigdo do substrato (SDQC) podem ter contribuido para a presenga
de leveduras fermentativas. Essas condigoes foram também verifi-
cadas nos trabalhos de ETCHELLS, FLEMING e BELL (6) e PEDERSON (15).

A presenga de lactose no substrato pode ter influenciado a pre-
dominancia de leveduras fermentativas do género Kluyveromyces
que de acordo com GUERIVIERES (11) utilizam-na como dunica fonte
de carbono.
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FORMES TOTALS, EM FUNGAO
DE SDQC

DO TEMPO, NA FERMENTAGAO NATURAL DE PICLES DE PEPINO EM SALMOURA COM 100%
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FIGURA 2 - NUMERO DE AFRGBIOS TOTAIS, COCOS HALOTOLERANTES, BOLORES E LEVEDURAS E COLT
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FIGURA 4 -

NUMERO DE BACTERIAS PRODUTORAS DE ACIDO LACTICO, EM FUNGAO DO TEMPO, EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA,

NA FERMENTAGEO NATURAL DE PICLES DE PEPINO EM SAILMOURA COM 100% DE SDQC
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A presenga de cocos halotolerantes durante a fermentagao de hor-
taligas foi verificada por diverscs autores (6, 10, 15). Dentre
esses géneros, o Leuconostoc caracterlzado morfologlcamente como
cocos aos pares, sO esteve presente no 1n1010 da fermentagao de-
vido a sua tolerdncia a altas concentracdes de sal (6). Suces-
sivos esfregagos preparados a partir de coldnias tipicas, isola-
das de agar nutritivo caselnato, foram coradas pelo Gramonde ve-
rificou-se nitida predom1nanc1a da presenga de cocos em tétrades
0 que caracteriza o género Pedigcoccus. Ndo foram observados co-
cos em cadeia o que pode significar ausenc1a de Stregtococcus.

A presenga de Pediococcus em grande numero, pode ter contribuido
para retardamento parcial no desenvolvimento de Lactobacillus
plantarum.

A variagao do numero de bactérias produtoras de acido 1léactico
(BPAL) em fungao do tempo durante as fermentagdes de pepino e de
vagem em salmoura com SDQC € mostrada nas Figuras 4 e 5.

Dos meios empregados para contagem de BPAL os maiores niveis de
crescimento foram verificados no Agar MRS acidificado a pH 5,0
(4). Segundo GERALDINI et al (9), esse meic quando incculado
com cultura pura de diversas bactérias liacticas, foi o mais ade-
quado para o crescimento dos géneros Lactobacillus,  Streptococcus,
Pediococcus e Leuconostoc, embora algumas espécies destes gene-
ros tenham apresentado baixas contagens.

0 Agar LBS modificado pelc ajuste do pH para 5,4 * 0,2 com dcido

acétice e, a adigdo de 0,0075% de verde brilhante (2), apresen-
tou mencres contagens, o que se deve a sua seletividade ©para o
genero Lactobacillus. As maioges contagens, com esse meio ocor-

reram nas dornas com vagem (10 UFC/ml). Verificou-se nesse mes-
mo experimento (Figura 3), que entre o 152 e 282 dias as maiores
contagens foram verificadas no Agar LBS o que pode estar associado
a alta acidez e ao baixo pH da salmoura favorecendo o crescimen-
to de espécies do género Lactobacillus, principalmente Lactobacillus
Qlantarum. Essa predomin&ncia foi confirmada através da caracte-
rlzagao morfoldgica das coldnias isoladas do Agar LBS. Tal fato
ndo se verificou na fermentagao de pepinos, onde as contagens em
Agar LBS foram sempre menores.

Em Agar APT as BPAL apresentaram, ao longo da fermentagdo, cres-
cimento mais uniforme. Nas dornas com pepino, o maximo dJde cres-
cimento ocorreu no 212 dia, havendoc em seguida, reducao de 4 ci-
clos decimais até o 292 dia, apresentando contagem final de mi-
crorganismos menor gue a inicial, e nas dornas com vagem, no 11¢
dia de fermentagdo permanecendc invaridvel a partir do 24¢ dia.
Esse meic, pela presenga de tiamina na sua composigado, permite
acentuade desenvolvimento de Lactobacillus, Streptococcus e
Leuconostoc (5, 9). DEIBEL, EVANS e NIVEN (5) e GERALDINI et al  (9)
verificam que Lactobacillus plantarum e Pediococcus cerevisiae cres-
ceram satisfatoriamente nesse meio, enguanto que Leuconostec
mesenteroides apresentou baixas contagens.
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FIGURA 3 - NOMERO DE AERGBICOS TOTAIS, COCOS HALOTOLERANTES, BOLORES E LEVEDURAS E COLIFORMES TOTAIS, EM FUNGEO
DO TEMPO, NAFERMENTA(;ZONATURALDOPICLESDEVAGEMEMSMPHJRAC{H 100% DE SDQC
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FUNGAO DO TEMPO, EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA,

SAIMOURA COM 100% DE SDQC

NUMERO DE BACTERIAS PRODUTORAS DE ACTDO LACTICO, EM
NA FERMENTACKO NATURAL DE PICLES DE VAGEM EM
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4 CONCLUSAO

Algumas conclusdes gerais relacionadas com as condigoes micro-
biclégicas durante a fermentagao natural de pepinos e vagem foram:

a) coliformes e outras enterobactérias foram inibidas no inicio
da fermentagac;

b) a presenga de leveduras fermentativas, ac longo de toda a fer-
mentagao foi favorecida pela alta acidez e anaerobiose do subs-
trato; :

c) a presenga de Pediococcus contribuiu para retardamento no de-
senvolvimento de Lactobacillus plantarum;

d) os maiores qiveis de recuperagido e crescimento das bactérias
produtoras de dcido ldctico foram verificados em meio MRS acidi-
ficado. TR

Abstract

The behaviour'of lactic bacteria {Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus) and contaminating organisms (enteric bacteria, total aerobic
incubated to 35°C, total coliforms, salt-tolerating cocos, fungi and yeast
formating pellicula film) during the natural fermentation of cucumbers and
beans was studied. The substrat to the fermentations was desproteinized
serum of "Coalho" cheese (SDXC ). The results indicated that the greater
concentrationi of total aercbic, fungi and yeast, and salt-tolerating cocos,
were observed in the 11th of fermentation. Total coliform were observed till
3th day of férmentation with cucumbers and 5th day with beans. The inicial
count of total coliforms were greater with beans. Oxidative yeast and fungi
were inhibited by the addition of sodium benzoate (300 ppm}. This conservant
have done, probably, a little inhibitory action to the growth ‘of  lactic
bacteria and: fermentating yeast, observed in all fermentation process. The
greater count of bacteria producing lactic acid were in MRS medium acidified.
The presence of Pediococcus probably retarded the growth of Lactobacillus
plantarum. . ) :
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