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RESUMO

As culturas selvagens ou autoctones isoladas de diversos
alimentos podem produzir enzimas, vitaminas e compostos
aromatizantes, ou ainda, compostos que apresentem efeitos fisiologicos
em humanos. Estudos recentes realizados pelo nosso grupo de pesquisa
mostraram que algumas cepas autoctones isoladas de mucarela de bufala
sdo produtoras de bacteriocinas, e outras apresentam caracteristicas
probidticas. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar as
caracteristicas de seguranca e tecnologicas de treze cepas autdctones de
bactérias acidolaticas (BAL) termofilas de Lactobacillus helveticus
(SJRP56 e SJRP191), S. thermophilus (SJRP02, SJIRP03, SIRP107 e
SJRP109) e Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (SJRP49, SJRP50,
SJRP51, SURP57, SURP76, SUIRP149, SJRP181). Para a caracterizacao
de seguranga das culturas foram verificadas a susceptibilidade a
antibidticos, a atividade hemolitica e das enzimas (-glucosidase, N-acetil-
B-glucosaminidase e [-glucuronidase, e a presengca de genes que
caracterizam fatores de viruléncia, producdo de aminas biogénicas e
resisténcia a antibioticos. As propriedades tecnoldgicas: cinética de
acidificagdo, producdo de exopolissacarideos e atividade enzimatica,
foram avaliadas para todas as cepas. Para as cepas consideradas
seguras também foram realizadas as analises da hidrolise da caseina e a
atividade de aminopeptidases. A partir da caracterizacdo de seguranga e
tecnolégica foram selecionadas quatro cepas: Lb. helveticus SIRP56 e
SJRP191, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SIRP57 e S. thermophilus
SJRP107 para aplicagdo na producao de queijo Parmesao. Os queijos
foram produzidos em escala industrial em dois processamentos
independentes, utilizando-se leite pasteurizado e padronizado com 2,3%

de gordura. Foi determinada a composigao centesimal dos queijos apds a



producdo, e durante o periodo de maturacdo foram avaliadas as
caracteristicas fisico-quimicas (acidez, pH e protedlise). No terceiro més
de maturagdo, a qualidade microbioldégica dos queijos foi avaliada.
Durante os seis meses de maturagdo, os queijos produzidos com as
culturas autoctones apresentaram reducdo do teor de umidade (27,01%
no final da maturacdo) e aumento dos indices de protedlise e acidez,
indicando a hidrélise da caseina e produgao de acidos organicos. Além
disso, os queijos atenderam aos padrbes fisico-quimicos e
microbiolégicos estabelecidos pela legislagdo brasileira. Os resultados
demonstraram o potencial de aplicagcdo das cepas selvagens para a
producdo de queijo Parmesdo, nao apenas representando um aumento
da diversidade de BAL para uso comercial, mas também ampliando as

possibilidades de aplicagao dessas culturas em outros produtos lacteos.

Palavras-chave: Bactérias acidolaticas; Cultura autoctone; Seguranca;

Propriedades tecnoldgicas; Parmesao.



ABSTRACT

Autochthonous lactic acid bacteria (LAB) isolated from various food can
produce enzymes, vitamins, and flavor compounds, or compounds that
exhibit physiological effects. Recently, studies performed by our research
group showed that some autochthonous strains isolated from water buffalo
mozzarella cheese are capable of producing bacteriocin as well as some
Strains presented probiotic properties. In this context, the aim of this study
was to evaluate the safety and technological characteristics of
autochthonous thermophilic lactic acid bacteria (LAB) strains of
Lactobacillus helveticus (SJRP56 and SJRP191), S. thermophilus
(SJRP02, SURP03, SURP107 and SJRP109) and Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus (SJRP49, SURP50, SURP51, SURP57, SURP76, SURP149 and
SJRP181). For the safety characterization of the cultures, the antibiotic
resistance, the hemolytic, B-glucosidase, N-acetyl-B-glucosaminidase and
B-glucuronidase activities, and the investigation of the presence of genes
that characterize virulence factors, production of biogenic amines and
antibiotic resistance were carried out. The technological properties:
acidification kinetics, exopolysaccharide production and enzymatic activity
were evaluated for all strains. For the safe strains the analyses of the
casein hydrolysis and aminopeptidase activity were also performed. From
the safety and technological characterization, four strains were selected:
Lb. helveticus SURP56 and SJRP191, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
SJRPS7 and S. thermophilus SJIRP107, and used in the production of
Parmesan cheese. The cheese were produced in industrial scale in two
independent processing using 2.3% fat pasteurized standardized milk.
After cheese production, the chemical composition was determined, and
during the ripening period, the physicochemical characteristics were
evaluated (acidity, pH value and proteolysis). At the third month of



ripening, the microbiological quality of cheese was carried out. During the
six months of ripening, the Parmesan cheese produced with
autochthonous cultures presented decrease in moisture content (27.01%
at the end of ripening period) and increase in proteolysis indices and
acidity, indicating the hydrolysis of casein and production of organic acids.
Furthermore, the cheese was in accordance to the physicochemical and
microbiological standards established by Brazilian law. The results
demonstrated the potential application of wild strains for cheese
production, not only representing an increase of the diversity of BAL for
commercial use, but also expanding the application possibilities of these

strains in other dairy products.

Keywords: Lactic acid bacteria; Autochthonous culture; Safety;

Technological properties; Parmesan.
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16. Gel de eletroforese obtido a partir das amostras de queijo durante o 72

periodo de maturagéo.
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1. INTRODUGAO

A pasteurizacdo do leite € um processo necessario para assegurar a
qualidade dos produtos lacteos e, principalmente, para garantir a segurangca do
consumidor pela destruicdo de bactérias patogénicas e enzimas que podem catalisar

reacdes que alteram as caracteristicas do leite.

Por outro lado, certos queijos fabricados com leite in-natura possuem
caracteristicas de sabor e aroma particulares quando comparados aos processados
a partir de leite pasteurizado, uma vez que, quando submetido ao tratamento
térmico, o leite perde a microbiota natural, sendo necessaria a adicao de culturas

laticas para realizar a fermentacao.

Para a elaboracdo dos produtos fermentados, as empresas de laticinios
geralmente adquirem culturas de bactérias acidolaticas (BAL) importadas, que nem
sempre apresentam desempenho adequado, principalmente em fungdo das

diferengas na qualidade da matéria prima (leite cru).

As culturas selvagens ou autéctones sao aquelas presentes em alimentos in-
natura, nos equipamentos de processo ou no ambiente, e apresentam
caracteristicas interessantes, uma vez que sobrevivem as condi¢cdes adversas do
ambiente e predominam nesse ecossistema. Para que sobrevivam ao ambiente que
habitam, necessitam resistir a competicdo com outros micro-organismos, geralmente
pela producdo de substéncias antimicrobianas, tais como os acidos organicos,

etanol, COz2, H202, ou bacteriocinas.

Diversos estudos relatam ainda a produgcdo de enzimas, compostos
aromatizantes, vitaminas e diversos efeitos benéficos por culturas autéctones
isoladas de diversos alimentos. Silva (2010) isolou e identificou culturas autéctones
de amostras colhidas durante o processo de fabricacdo de mucarela de bdufala.
Estudos recentes realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que algumas
cepas sao produtoras de bacteriocinas, e outras apresentam caracteristicas
probidticas (JERONYMO-CENEVIVA, 2013; DE PAULA et al., 2014).

Neste contexto, o estudo das caracteristicas de seguranca e tecnoldgicas das
culturas autdctones termofilicas isoladas previamente € muito importante, pois pode
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identificar culturas com caracteristicas especificas, com potencial para aplicacao

industrial e ampliar a diversidade de BAL utilizaveis na fabricagdo de queijos duros.

Este conhecimento permite a proposi¢cao de aplicagdes inovadoras na area de
produtos lacteos fermentados, contribuindo, consequentemente, com o

desenvolvimento cientifico e tecnoldgico da industria nacional de produtos lacteos.

2. OBJETIVOS

e Avaliar as caracteristicas de segurancga e tecnologicas de cepas autoctones
de Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus;

e Selecionar as cepas seguras e que apresentarem simultaneamente as
melhores caracteristicas tecnologicas, e aplicar em queijo Parmeséo;

e Avaliar a qualidade microbiolégica e as caracteristicas fisico-quimicas
desenvolvidas no queijo Parmeséao elaborado com cultura autéctone durante

o periodo de maturacgao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Bactérias acidolaticas (BAL)

As bactérias acidolaticas recebem esta denominacdo devido a sua
capacidade de converter carboidratos fermentaveis em, principalmente, acido latico.
S&o0 caracterizadas como micro-organismos Gram-positivos, nao esporulantes,
catalase-negativos, desprovidos de citocromo, anaerdbios facultativos e acidos
tolerantes. De acordo com a temperatura 6tima de desenvolvimento, essas bactérias
podem ser classificadas em mesofilicas (20-30 °C) ou termofilicas (35-45 °C) (REIS
et al., 2011; GIRAFFA, 2012; ZHANG et al., 2013).

As bactérias dos géneros Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulum,  Enterococcus,  Globicatella,  Lactobacillus,  Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella sao consideradas
pertencentes ao grupo das BAL (CROWLEY, MAHONY, SINDEREN, 2013).

As BAL sao largamente utilizadas em diversas aplicagdes industriais,
principalmente como culturas iniciadoras em alimentos fermentados, tais como:
leites fermentados, queijos, manteiga, produtos carneos fermentados, como salame
e vegetais fermentados. Devido a sua capacidade de hidrolisar proteinas, agucares
e lipideos, possuem grande influéncia sobre o perfil sensorial do produto final,

resultando em melhora da textura e do aroma (PESCUMA et al., 2008).

Ha décadas as BAL também sao utilizadas na conservagdo de alimentos, e
possuem o “status” “GRAS” (Generally Recognized as Safe - usualmente
reconhecidas como seguras). Elas desempenham um reconhecido papel na
conservagao e na seguranca microbiolégica de alimentos fermentados, promovendo,
assim, a estabilidade microbiana do produto final. Os efeitos protetivos sao
promovidos pela produgéo de acidos organicos, COz2, etanol, perdxido de hidrogénio,
diacetii e componentes antimicrobianos, tais como os acidos graxos e as
bacteriocinas (GIRAFFA, 2012).

Diversos autores indicam a importancia de produtos fermentados e de

culturas de BAL para homens e animais, devido as diversas atividades fisiolégicas
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proporcionadas a saude (RAMCHANDRAN, SHAH, 2008; CHOI et al.,, 2012;
MRVCIC et al.,, 2012). No entanto, ultimamente, muitas cepas de BAL tém sido
relacionadas com o aparecimento de enfermidades em humanos, fazendo-se
necessaria a verificagcdo da seguranca das cepas selecionadas para aplicagdo em
alimentos, a fim de garantir que somente beneficios sejam proporcionados pelas

BAL a saude do consumidor.

Estudos cientificos demonstraram que cepas autéctones de BAL isoladas de
diferentes produtos, possuem potencial para produzir ndo sé acidos orgénicos, mas
também diferentes compostos que contribuem para a qualidade sensorial do produto
fermentado. Sendo assim, a caracterizacdo de cepas autéctones de BAL é de

grande importancia para a selegao e aplicacao industrial (AYAD et al., 2004).

3.1.1. Lactobacillus helveticus

Lactobacillus helveticus possui grande importadncia comercial, sendo
predominantemente empregado como uma cultura iniciadora na fermentagao do leite
para a fabricacdo de diversos tipos de queijos duros, tais como: Gruyere, Emental,
Parmeséao e Pecorino, e na producao de bebidas lacteas fermentadas (GATTI et al.,
2004; TAVERNITI, GUGLIELMETTI, 2012). E caracterizado como uma cultura latica
homofermentativa, pertencente ao grupo das BAL termdfilas. Possui crescimento
6timo em temperaturas entre 42 a 45 °C e pH de 5,5 a 5,8. E uma espécie
considerada fastidiosa, uma vez que tem necessidades nutricionais complexas de
aminoacidos, peptideos, bases nucleicas, vitaminas, minerais, acidos graxos e
carboidratos (HEBERT, RAYA, GIORI, 2000; SLATTERY et al., 2010).

Uma vez que a disponibilidade de aminoacidos essenciais no leite € limitada,
a sobrevivéncia do Lb. helveticus depende de seu complexo sistema proteolitico.
Assim como o da maioria das BAL, este sistema consiste em proteases, que
inicialmente hidrolisam a caseina em grandes peptideos, peptidases (intracelulares),
que degradam esses peptideos em peptideos menores ou aminoacidos, e
transportadores especificos de proteinas que transportam aminoacidos e peptideos
através da membrana citoplasmatica. A protedlise ndo s6 possui fungao vital para os

Lb. helveticus, mas também contribui para a textura, desenvolvimento do aroma e
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pode estar relacionada a redugdo do amargor em queijos (HEBERT, RAYA, GIORI,
2000; KENNY et al., 2003; BROADBENT et al., 2011).

Lb. helveticus também possuem grande importéncia para a saude do homem,
uma vez que proporcionam diversos beneficios, sendo considerada uma bactéria
probiotica por alguns autores (SLATTERY et al, 2010; TAVERNITI,
GUGLIELMETTI, 2012). Os peptideos formados durante a maturagcéo dos queijos a
partir da hidrélise das proteinas pelo Lb. helveticus podem apresentar propriedades
bioativas, tais como anti-hipertensiva, imunomodulatdria, anticarcinogénica e
fixadora de calcio (GRIFFITHS; TELLEZ, 2013).

Nos queijos italianos do tipo grana, assim como no provolone, a espécie de
Lb. helveticus prevalece sobre as demais culturas iniciadoras presentes no soro
fermento utilizado para a fabricacdo (GATTI, CONTARINI, NEVIANI, 1999). Em
queijo duros, como por exemplo o Parmesado, esta espécie possui um papel
fundamental durante a maturagdo, uma vez que possui alto poder proteolitico e
peptidolitico e consideravel capacidade lipolitica, fazendo com que ocorra o
desenvolvimento de sabor, aroma e textura caracteristicos deste tipo de produto
(FURTADO, 2011b).

3.1.2. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus € um bacilo homofermentativo, que
tem como temperatura ideal de crescimento 45 °C. E frequentemente utilizado em
produtos lacteos fermentados, sendo importante, ndo sé para a producdo de acido
latico, como também na hidrdlise proteica, a qual da origem a diversos compostos,
como substancias aromaticas e peptideos, que podem desempenhar atividade
biolégica (FURTADO, 2011a; LIU et al., 2012; ZHENG et al., 2013).

Muitas cepas desta espécie apresentam potencial probiético, assim como a
cepa Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP57, isolada de mucarela de bufala
(SILVA, 2010), que demonstrou capacidade de auto-agregacgdo, co-agregacao,
hidrofobicidade e presenca de genes de adesdo a mucosa intestinal, em estudo

realizado por Jeronymo-Ceneviva (2013).
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Em geral, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus apresentam a capacidade de se
adaptar a diferentes meios, tolerar frio, calor e condigbes acidas (LIU et al., 2012).
Além disso, esta espécie é muitas vezes relacionada com a redugdo do gosto
amargo em produtos lacteos e com a producao de flavour caracteristico de leite
fermentado, fazendo desta bactéria uma importante cultura iniciadora utilizada na
industria lactea (HOU et al., 2015).

3.1.3. Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus é considerada a segunda cultura iniciadora de
maior importancia industrial, depois de Lactococcus lactis. E tradicionalmente usada
na producdo de iogurte e de queijos suicos, franceses e italianos
(UMAMAHESWARI et al., 2014).

E um micro-organismo n&o-esporulado, homofermentador, anaerébio
facultativo e resistente a temperatura de pasteurizagao. A faixa ideal de temperatura
para seu crescimento € de 37 a 43 °C e praticamente ndo se desenvolve abaixo de
18 °C. Apresenta alta velocidade de producdo de acido latico na fabricacdo de
queijos, sob condigdes ideais de temperatura e, se associado ao Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus, essa velocidade de acidificacdo pode ser ainda maior, visto que
estes micro-organismos possuem uma relacdo de proto-cooperagdo. Contudo,
apesar de S. thermophilus produzir acido rapidamente, ndo o produz em grande
quantidade, uma vez que € gradualmente inibido quando o teor de acido latico atinge
aproximadamente 1,2% (120 °D) (FURTADO, 2011a).

Além de estar relacionado com a producdo de acido latico na fermentacéo do
leite, S. thermophilus possui outros importantes aspectos tecnoldgicos, tais como:
metaboliza a galactose, apresenta sistema proteolitico e atividade ureatica, além de
atributos funcionais, tais como a producdo de exopolissacarideos, bacteriocinas,
biossurfactantes e vitaminas. Além disso, a partir do catabolismo de aminoacidos,
produz diversos componentes aromaticos, tais como: acetaldeido e compostos
derivados de leucina, fenilalanina e metionina (IYER et al., 2010; UMAMAHESWARI
et al., 2014).
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Em queijo Parmesao, S. thermophilus deve ser acrescentado em baixa
proporcdo, uma vez que € forte produtor de acido. A alta acidez, durante o
processamento, ocasiona perdas de calcio no soro, 0 que promove o aparecimento
de trincas no queijo durante a maturagao. Além disso, para manter a baixa produgao
de acido durante a fabricagdo do Parmesdo, também sao utilizadas temperaturas
superiores aquelas ideais para o desenvolvimento das bactérias termofilicas, o que

inibe sua multiplicagéo e consequente produgéo de acido latico (FURTADO, 2011b).

3.2. Enzimas de bactérias acidolaticas importantes na fabricagao de queijos

No final do processamento dos queijos, as culturas iniciadoras geralmente
estdo presentes em quantidades superiores a 10° unidades formadoras de col6nias
(UFC) por grama de queijo e, durante a maturagdo, as BAL dominam a microbiota
presente (STEELE; BROADBENT; KOK, 2013). Estes micro-organismos, apesar de
possuirem como funcdo principal a produgdo de acido latico durante o processo
fermentativo, também contribuem para a maturagdo de queijos, uma vez que suas
enzimas sdo envolvidas nos processos de protedlise, lipdlise e conversao de

aminoacidos em compostos aromaticos (SLATTERY et al., 2010).

O desenvolvimento de flavour em queijos € um processo bioquimico dinadmico
influenciado por: (i) tipo e composi¢ao do leite; (ii) condicbes de processamento; (iii)
micro-organismos e enzimas presentes na matriz do queijo. A microbiota do queijo é
a primeira fonte de enzimas que influencia o desenvolvimento do aroma (STEELE;
BROADBENT; KOK, 2013).

3.2.1. Proteases e peptidases

As BAL necessitam de aminoacidos essenciais para seu desenvolvimento e,
gracas ao seu sistema proteolitico (Figura 1), conseguem obté-los a partir da
conversao de peptideos em aminoacidos livres. Essa conversdo e subsequente
utilizacdo destes aminoacidos formam a atividade metabdlica central das BAL. A

metabolizacdo de caseinas (Figura 2) se inicia pela agdo da “cell-envelop-
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proteinase” (CEP), que hidrolisa a caseina em mais de 100 pequenos fragmentos de
peptideos, que por sua vez, sao transportados para dentro da célula pela agao de
multiplos sistemas de transporte de oligopeptideos (Opp). Uma vez dentro das
células, os derivados de caseina sao degradados pelas peptidases
(RAMCHANDRAN; SHAH, 2008). Dentre as diversas peptidases produzidas por
BAL, algumas, tais como: Pep N, Pep M, Pep A, Pep X, Pep |, Pep P, Pep O, Pep C,
Pep L, endopeptidase e carboxipeptidase, possuem um papel importante no
desenvolvimento de aromas e na redugcdo do amargor em queijos (KILCAWLEY;
WILKINSON; FOX, 2002).

Proteinases intracelulares
Endopeptidases

(PepO, PepF)
Aminopeptidases
(PepN, PepC, PepA, PCP, PeplL)
Peptidases prolina-especificos
(PepX, Pepi, PepR, PepQ, PepP)
Dipeptidase
(PepV, PepD, PepDA)
Tripeptidase
° (PepT)
\ = .N’ sem
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associated
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Aminoacidos
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Figura 1: Sistema proteolitico de bactérias acidolaticas. FONTE: Adaptado de
McSWEENEY (2004).
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Figura 2: Protedlise e catabolismo de aminoacidos durante a maturagédo de queijos.
FONTE: Adaptado de McCSWEENEY (2004).

A atividade proteolitica ndo influencia apenas as caracteristicas de odor,
aroma e textura de produtos que contém as BAL, mas também proporcionam a
formacdo de peptideos, que estdo sendo, cada vez mais, associados as
propriedades benéficas a saude, denominados peptideos bioativos
(RAMCHANDRAN; SHAH, 2008; CHOI et al., 2012). Estes peptideos, dependendo
da estrutura, apresentam propriedades imunomodulatoéria, anti-hipertensiva, opioide,
anti-carcinogénica, antidiarreica, antialergénica, antioxidante, antitrombadtica, além
de possuir capacidade de fixacdo de minerais (CHOI et al., 2012; GRIFFITHS;
TELLEZ, 2013).

3.2.2. Lipases e esterases

A quebra da gordura do leite pelas lipases e esterases (Figura 3) é um dos
principais eventos bioquimicos que ocorrem durante a maturacdo de muitas

variedades de queijos, contribuindo significativamente para o desenvolvimento do
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flavour, direta ou indiretamente. Em queijos, essa quebra da gordura se da pela
presenca de agentes lipoliticos, que por sua vez, podem ser originados do leite, do
agente coagulante utilizado, ou da microbiota presente (culturas iniciadoras —
starters, e/ou nao iniciadoras - non starter lactic acid bacteria — NSLAB, ou ainda de
micro-organismos adjuntos) (McSWEENEY, 2004; SLATTERY et al., 2010).

Embora sendo consideradas como fracas produtoras de enzimas lipoliticas
quando comparadas a outros micro-organismos, as BAL, quando em elevado
numero no queijo, produzem esterases e lipases intracelulares, responsaveis pela
liberacdo de quantidade significativa de acidos graxos durante o periodo de
maturacdo (McSWEENEY, 2004).
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Figura 3: Etapas para a produgdo de compostos aromaticos a partir de acidos
graxos, durante a maturagdo de queijos. FONTE: Adaptado de McSWEENEY
(2004).
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3.3. Producao de exopolissacarideos (EPS) por bactérias acidolaticas

A habilidade para produzir polissacarideos € largamente difundida entre as
BAL. Os micro-organismos conseguem sintetizar polissacarideos, que possuem
funcao estrutural ou de armazenamento. Contudo, algumas bactérias conseguem
secretar polissacarideos em sua superficie, os quais ndo possuem fungao fisiologica
definida. Estes polimeros exocelulares compreendem os polissacaridos capsulares,
que formam uma camada coesiva ou uma capsula ligada covalentemente a
superficie da célula, e os exopolissacarideos (EPS), os quais formam uma camada
limosa fracamente ligada a superficie da célula, ou sdo liberados para o ambiente
(RUAS-MADIEDO, REYES-GAVILAN, 2005).

O interesse por EPS produzidos por BAL vem aumentando devido a
capacidade que estes biopolimeros possuem de melhorar as propriedades fisicas de
produtos fermentados, possuindo, assim, importancia tecnoldgica para aplicagdes
industriais. Estudos demonstram que EPS de BAL contribuem para a textura,
paladar, percepcao do sabor, além de auxiliar na estabilidade de produtos
fermentados durante a estocagem, reduzindo a sinérese. Além disso, tem sido
relatado que EPS de BAL podem possuir propriedades benéficas a saude, tais
como: atividade antitumoral e imunomodulatoria, redugao do colesterol ou prevengao
ao aparecimento de ulceras (GROSU-TUDOR et al., 2013; JOSHI; KOIJAM, 2014).

Na produgdo de iogurte, a escolha das culturas bacterianas para a
fermentacdo do leite € um fator importante para o controle das propriedades de
textura. Folkenberg e colaboradores (2006) ao analisarem produtos fabricados com
S. thermophilus e Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus produtores e nao produtores de
EPS, observaram que ao fim da fermentacdo por uma cepa produtora de EPS, pode-
se obter um iogurte com alta viscosidade, elevada cremosidade e baixa firmeza do
gel, que sdo caracteristicas desejaveis neste tipo de produto. Esses atributos citados
fizeram parte de um painel sensorial utilizado para descrever propriedades de
textura em iogurtes (FOLKENBERG et al., 2006).

No entanto, as vezes, BAL produtoras de EPS sdo responsaveis pelo
desenvolvimento de viscosidade indesejada em produtos alimenticios, como vinhos,
cidras e cervejas (GROSU-TUDOR et al., 2013; JOSHI; KOIJAM, 2014).
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3.4. Segurancga de bactérias acidolaticas

Apesar das BAL serem consideradas seguras e benéficas ao homem, a
preocupacao em relagdo aos seus aspectos de seguranga vem aumentando, uma
vez que algumas cepas de diferentes géneros apresentaram fatores de viruléncia,
resisténcia a antibidticos ou foram associadas ao desenvolvimento de doencas
(ADIMPONG et al., 2012; GIRAFFA, 2012).

Em Enterococcus spp., por exemplo, varios fatores de viruléncia, tais como,
agregacao de substancias proteicas, produgdo das enzimas gelatinase, citolisina e
hialuronidase e fatores de colonizagdo de antigenos, foram encontrados e descritos
na literatura (VANKERCKHOVEN et al., 2004; MARTIN-PLATERO et al., 2009). Uma
vez que algumas cepas desta espeécie apresentaram essas caracteristicas de
patogenicidade, além de ja terem sido associadas a casos clinicos de endocardite,
bacteremia, infeccbes pélvicas, intra-abdominais, no trato urinario e do sistema
nervoso central, o uso de enterococos em alimentos, principalmente como
probidticos, ainda é considerado uma questao controversa (FOULQUIE-MORENO
et al., 2006).

Nos lactobacilos, diversas propriedades intrinsecas associadas as suas
atividades metabdlicas podem ter efeito nocivo a saude humana, uma vez que
descarboxilam a tirosina, degradam o &acido hialurénico, possuem atividades de
desconjugacgédo de sais biliares, agregacao plaquetaria, e enzimatica, tais como:
azoredutase, nitroredutase, B-glucuronidase, além de producdo de metabdlitos
toxicos (BERNARDEAU et al., 2008).

Sendo assim, para garantir a seguranga de uma cepa a ser aplicada em
alimentos, faz-se necessario o estudo de alguns fatores, tais como: especificagdes
de origem, auséncia de atividade de enzimas nocivas, susceptibilidade a
antibidticos, auséncia de genes que caracterizem fatores de viruléncia e produgao

de aminas biogénicas, dentre outros.

A preocupacgado com relagéo a resisténcia de BAL a antibioticos existe devido
ao risco desses micro-organismos transferirem os genes resistentes para outras
bactérias, incluindo as patégenas que, consequentemente, ndo poderao ser tratadas

com os antibiéticos que eram anteriormente eficazes (ADIMPONG et al., 2012;
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ZHANG et al., 2013). Sao dois os tipos de resisténcia bacteriana a antibioticos:
intrinseca e adquirida. A resisténcia intrinseca ou natural esta presente em todas as
cepas de um determinado género ou espécie. Ela define os limites da acdo de um
antibidtico; € cromossdmica e nao transferivel para outras bactérias. Por outro lado,
a resisténcia adquirida pode ocorrer devido a dois mecanismos distintos: mutagao ou
aquisicdo de um gene resistente de outra bactéria por transferéncia lateral. No
primeiro caso, a resisténcia € nao transferivel, e no segundo, o gene adquirido pode

ser re-transferido a outra bactéria, tornando-a resistente (COURVALIN, 2006).

As BAL sao potenciais fontes de genes que caracterizam a resisténcia a
antibidticos. O género Lactobacillus apresenta grande resisténcia natural a
bacitracina, cefoxitina, ciprofloxacina, acido fusidico, canamicina, gentamicina,
metronidazol, estreptomicina, sulfadiazina, acido nalidixico e vancomicina. A
resisténcia de muitas espécies de lactobacilos a glicopeptideos é geralmente
considerada intrinseca, exceto para Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb.
acidophilus, Lb. johnsonii, e Lb. crispatus (BERNARDEAU et al., 2008; SHARMA et
al., 2014).

Em estudo realizado por Drago e colaboradores (2013), 17 de 26 cepas
probidticas analisadas apresentaram genes de resisténcia ao aminoglicosideo
gentamicina. No entanto, a maioria das cepas pertencia ao género dos Lactobacillus
que apresenta resisténcia intrinseca a essa classe de antibiéticos (DRAGO et al.,
2013).

Para a selegcdo de novas cepas de BAL a serem usadas como culturas
iniciadoras ou probidticas em produtos lacteos, a verificacdo de susceptibilidade a
antibioticos tornou-se importante e necessaria para garantir a saude do consumidor
(BERNARDEAU et al., 2008). Para uma bactéria a ser aplicada em alimentos, esta

avaliagao de seguranga segue o esquema simplificado apresentado na Figura 4.
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Figura 4: Esquema para tomada de decisdo para selegdo de novas cepas de BAL

para aplicacdo em alimentos. FONTE: Adaptado de Courvalin, 2006.

Outro fator relevante para garantir a seguranca da cultura latica é verificar a
existéncia de genes que caracterizam a produgcdo de aminas biogénicas. Estas
aminas sao bases organicas de baixo peso molecular com atividade bioldgica,
podendo apresentar efeitos toxicos se ingeridas em altas concentragées ou quando
0 processo natural de desintoxicacdo do organismo € inibido pela acdo de
medicamentos ou por alguma caracteristica genética (GARAI et al., 2007;
CALZADA, 2013).

A descarboxilagdo de aminoacidos, tais como: histidina, tirosina e ornitina,
resulta na formagéo das aminas biogénicas correspondentes, histamina, tiramina e
diaminobutano (putrescina), as quais sao frequentemente encontradas em alimentos
fermentados (GARAI et al., 2007). A tiramina caracteriza-se por ser uma potente
vasoconstritora e sua agao na saude humana geralmente limita-se a dor de cabeca
€ a enxaqueca. A histamina pode causar urticaria, hipotensdo, dor de cabeca, além
de cdlicas abdominais. As diaminas putrescina e cadaverina podem reagir com
nitrito e formar nitrosaminas carcinogénicas. Poliaminas e diaminas podem ser
convertidas em compostos N-nitrosos carcinogénicos estaveis e aumentar o
crescimento de ulceras intestinais (CALZADA, 2013).
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A formacgéo de aminas biogénicas (Figuras 5 e 6) requer a presenga de micro-
organismos que sao descarboxilase positiva, uma caracteristica observada em
muitos géneros de BAL. Micro-organismos produtores de quantidades significativas
de aminas biogénicas em condigbes de processamento ndo devem ser utilizados

como culturas iniciadoras em alimentos fermentados (LORENCOVA et al., 2012).

O queijo é um substrato ideal para a produgdo de aminas, uma vez que seu
processamento envolve a formagao de aminoacidos livres advindos da protedlise e a
provavel presengca de micro-organismos descarboxilase-positivos em condigbes
ideais para seu crescimento. Outros fatores afetam a formagdo de aminas
biogénicas em queijos, tais como: a presenga de micro-organismos deteriorantes, o
efeito sinergético entre bactérias, a pasteurizacao do leite, a porcentagem de sal e o
tempo de maturacdo. Sendo assim, a determinagdo de aminas biogénicas em
alimentos pode ser feita por duas razdes: primeiramente, devido a sua potencial
toxicidade, mas também pode ser utilizada como indicativo de qualidade higiénico-
sanitaria do processo (TEN BRINK et al., 1990; LINARES et al., 2011; LOIZZO et al.,
2013).
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Figura 5: Formacdao de aminas biogénicas. FONTE: Adaptado de LOIZZO et al.
(2013).
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Figura 6: Estruturas quimicas de algumas aminas biogénicas: tiramina (1);
feniletilamina (2); histamina (3); triptamina (4); serotonina (5); putrescina (6);
cadaverina (7); espermidina (8); espermina (9); agmatina (10) e sinefrina (11).
FONTE: Cardozo et al. (2013).

Os métodos comumente utilizados para a quantificagdo de aminas biogénicas
podem ser divididos em dois grupos: aqueles baseados na detecgdo das proprias
aminas biogénicas, realizados por cromatografia, e aqueles baseados na deteccao
de micro-organismos produtores, verificados, principalmente, por técnicas de
biologia molecular (LOIZZO et al., 2013).

Além disso, a atividade de enzimas prejudiciais, tais como a das enzimas (-
glucosidase, N-acetil- B-glucosaminidase e [B-glucuronidase, € um importante fator
de seguranga a ser estudado, uma vez que tem sido associado a transtornos de
saude e doencgas intestinais (GIRAFFA, 2012). As B-glucuronidases, por exemplo,
liberam toxinas e agentes mutagénicos que sao glucuronados no figado e
excretados no intestino com a bile. Isto pode aumentar a concentragcdo de
componentes carcinogénicos, aumentando o risco de canceres no intestino. As (-
glucosidases podem causar efeitos tanto benéficos quanto prejudiciais para a saude,
uma vez que formam agliconas de diferentes glicosideos, as quais podem possuir
efeitos toxicos/mutagénicos ou benéficos, tais como a liberagdo de flavonoides, que
possuem agao antioxidante, da sua forma glicosilada (BEHLING et al., 2004,
MANACH et al. 2004; DABEK et al.,, 2008; YOUN, PARK, JI, 2012). Estudos

demonstram que a atividade da enzima B-glucuronidase esta presente em BAL,
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porém, a atividade de B-glucosidases é mais comumente encontrada (MICHLMAYR,
KNEIFEL, 2014).

Para que sejam consideradas seguras, a atividade hemolitica deve ser
ausente em cepas de BAL. Sendo assim, € importante que seja feita a verificagéo
desta propriedade para a caracterizagcdo de seguranga. A hemolise consiste no
rompimento de uma hemacia, o que faz com que a hemoglobina seja liberada no
plasma, ou seja, € a destruicdo dos glébulos vermelhos do sangue por rompimento

da membrana plasmatica com liberacdo da hemoglobina (GIRAFFA, 2012).

3.5. Queijo Parmesao

O queijo Parmesao produzido no Brasil consiste de uma adaptagdo dos
queijos tipo “Grana” italianos, Parmigiano Reggiano e Grana Padano, cujos nhomes
originais sao protegidos por leis italianas e internacionais, ndo podendo ser adotados
em outras regides. Porém, a modificacdo ndo ocorreu apenas no nome, ja que as
caracteristicas do queijo Parmesao brasileiro sdo bem diferentes das caracteristicas
dos queijos italianos; ndo sé quanto ao sabor, aroma e textura, como também em
relacdo ao tamanho. No Brasil, o Parmeséao é geralmente fabricado em formas de 4
a 7 kg, em contraste com os originais italianos, que possuem cerca de 35 kg
(FURTADO, 2011a). Outras diferengas se encontram no método de fabricagao; os
queijos italianos utilizam leite cru, e o Parmesao, leite pasteurizado. Além disso, no
Brasil, faz-se a padronizagao da gordura do leite, enquanto para a fabricagdo de
Grana Padano e Parmigiano Reggiano se faz o desnate natural, conhecido como
processo de “affioramento”, no qual o leite passa por um prolongado repouso, € a
gordura em suspensado, devido a sua menor densidade em relagdo aos demais
componentes, tende a separar-se, formando uma camada espessa de creme na
parte superior do leite, que é retirada (FURTADO, 2011b; NEVIANI et al., 2013).

De acordo com o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade dos
Queijos (Portaria 146/1996), o Parmesao € classificado como um queijo semi-gordo,
com 25 - 44,9% de gordura no extrato seco (GES), de massa cozida, com baixa
umidade ou queijo duro, podendo ter umidade maxima igual a 35,9%, quando

completamente maturado (BRASIL, 1996). O Regulamento Técnico de Identidade e
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Qualidade de Queijo Parmesdo, Parmesano, Reggiano, Reggianito e Sbrinz
(Portaria 353/1997) estabelece que estes tipos de queijos devem possuir
consisténcia dura, textura compacta, consistente, superficie de fratura granulosa, cor
ligeiramente amarelada, sabor salgado, ligeiramente picante a picante, odor suave,
caracteristico, agradavel e bem desenvolvido, crosta firme, lisa e ndo-pegajosa, e
nao possuir olhaduras. Sua maturagdo deve ser de no minimo 6 meses em
temperatura n&o superior a 18 °C (BRASIL, 1997).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao das culturas terméfilas de BAL

Foram utilizadas 13 cepas de BAL termdfilas, sendo 4 cepas de S.
thermophilus (SJIRP02, SJRP03, SIRP107 e SJRP109), 2 cepas de Lb. helveticus
(SJRP56 e SJRP191) e 7 cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (SJRP49,
SJRP50, SJIRP51, SIRP57, SURP76, SIRP149, SUIRP181), previamente isoladas do
processamento de mucarela de bufala fabricada com leite cru, e identificadas por
Silva (2010) através do sequenciamento do gene 16S rRNA, pertencentes a colegao
de culturas do Laboratério de Leite e Derivados do Departamento de Engenharia e
Tecnologia de Alimentos do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (IBILCE/UNESP).

As culturas estavam estocadas a -80 °C, sendo as de Lactobacillus em caldo
Man-Rogosa-Sharpe — MRS (Difco, Sparks, EUA) acidificado até pH 5,4, e as de
Streptococcus em caldo M17 (Himedia Laboratories, Bombay, india), adicionadas de
glicerol estéril como crioprotetor. Na ocasido do uso, essas culturas laticas foram
retiradas do congelador e mantidas a temperatura ambiente para descongelamento.
Para a ativagao foi feita a inoculagdo em 10 mL de caldo MRS (2%, v/v) ou caldo
M17, conforme a cepa, e incubagcdo a 42 °C/24h em anaerobiose (VON
MOLLENDORFF; TODOROV; DICKS, 2007), promovida por Anaerobac (Probac,

Sao Paulo, Brasil).

4.2. Avaliagao de seguranga das cepas

4.2.1. Susceptibilidade a antibiéticos

A susceptibilidade a antibiéticos foi determinada através do teste de difusao
em agar, utilizando discos de antibiéticos (Oxoid, Altrincham, Inglaterra). Para isso,
as cepas de S. thermophilus, Lb. helveticus e Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus foram

reativadas em 10 mL de meio liquido (M17 ou MRS, conforme a cepa) a 42 °C por
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24 horas, e cultivadas em agar sob mesma temperatura, por 48 horas. Uma colénia
foi inoculada em caldo (M17 ou MRS, conforme a cepa) e incubada a 37 °C por 24
horas para obter o indculo com cerca de 1 x 108 UFC/mL. Posteriormente, 100 uL
foram adicionados a 10 mL de solugéo salina 0,85%, e entdo inoculados por
profundidade em trés placas com meio de cultura contendo 1% de agar. Os discos

de antibidticos foram distribuidos nas placas e inoculados a 42 °C por 24 horas.

Todas as cepas foram submetidas ao teste de susceptibilidade aos
antibidticos: Ampicilina (10 pg/disco), Penicilina (10 ug/disco), Oxacilina (1 pg/disco),
Vancomicina (30 ug/disco), Linezolida (30 pg/disco), Gentamicina (10 pg/disco),
Estreptomicina (300 ug/disco), Eritromicina (15 pg/disco), Tetraciclina (30 pg/disco),
Cloranfenicol (30 pg/disco), Nitrofurantoina (300 pg/disco), Norfloxacina (10
pg/disco), Ciprofloxacina (5 upg/disco), Bacitracina (10 pg/disco), Teicoplanina (30
pg/disco) e Fosfomicina (50 pg/disco).

Foram consideradas sensiveis as cepas que apresentaram formacgao de halo
ao redor do disco de antibidtico maior que 2,0 mm, e resistentes as cepas cujo halo
foi menor ou igual a 2,0 mm (MORANDI, SILVETTI, BRASCA, 2013; DE PAULA et
al., 2014).

4.2.2. Verificagdo da atividade das enzimas p-glucosidase, N-acetil- -

glucosaminidase e B-glucuronidase

A atividade das enzimas f-glucosidase, N-acetil- B-glucosaminidase e [3-
glucuronidase foi determinada com a utilizacdo do kit API-ZYM (Biomérieux, Marcy
I'Etoile, Franca). As enzimas, cuja presenca foi avaliada pelo Kit API-ZYM, estao

listadas na Tabela 1.

A suspensao de células foi preparada de acordo com instrugcdes do fabricante
e inoculada no kit API-ZYM. Os resultados foram graduados de 0,1 a 5 pela
comparagao com a cor desenvolvida em 5 minutos com a cor de reagao padrao. O
valor 0,1 corresponde a reacdo de menor intensidade e 5 a reacdo com maxima

intensidade (AHMADOVA et al., 2013). Para a auséncia de coloragdo, considerou-se



que uma possivel reacido nao foi detectavel pelo Kit API-ZYM, sendo identificado por

ND (n&o detectavel).

Tabela 1: Enzimas detectadas pelo kit API-ZYM.
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N° Enzima detectada Substrato pH
1 Fosfatase alcalina 2-naftil fosfato 8,5
2  Esterase (C:4) 2-naftil butirato 6,5
3  Esterase Lipase (C:8) 2-naftil caprilato 7,5
4 Lipase (C:14) 2-naftil miristato 7,5
5 Leucina arilamidase L-leucil-2-naftilamida 7,5
6 Valina arilamidase L-valil-2-naftilamida 7,5
7  Cistina arilamidase L-cistil-2-naftilamida 7,5
8 Tripsina N-benzoil-DL-arginina-2-naftilamida 8,5
9 a-quimotripsina N-glutaril-fenilalanina-2-naftilamida 7,5
10 Fosfatase acida 2-naftil fosfato 5,4
11 Naftol-AS-Bl-fosfohidrolase  Naftol-AS-Bl-fosfato 5,4
12 a-galactosidase 6-Br-2-naftil-aD-galactopiranosideo 5,4
13 B-galactosidase 2-naftil-pD-galactopiranosideo 5,4
14  B-glucuronidase Naftol-AS-BI-BD-glucuronideo 5,4
15 a-glucosidase 2-naftil-aD-glucopiranosideo 54
16 B-glucosidase 6-Br-2-naftil-BD-glucopiranosideo 5,4
17 N-acetil-B-glucosaminidase  1-naftil-N-acetil-BD-glucosaminideo 5,4
18 a-manosidase 6-Br-2-naftil-aD-manopiranosideo 54
19 a-fucosidase 2-naftil-aL-fucopiranosideo 5,4

Fonte: Biomérieux.

4.2.3. Extragao do DNA com Kit “Easy DNA” TM

As culturas laticas termoéfilas autdctones e comerciais foram revitalizadas em

10 mL de caldo no qual estavam estocadas, incubadas a 42 °C por 24 h, e

transferidas para placas contendo agar, sob as mesmas condi¢des. Em seguida,

uma coldnia foi incubada overnight em caldo a 42 °C. Posteriormente, 1,5 mL do

caldo foi adicionado em um tubo de Eppendorf e centrifugado a cerca de 1.100 g por
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10 min. O pellet obtido foi utilizado para a extragcdo do DNA gendmico bacteriano,
utilizando o Kit “Easy DNA” TM (Invitrogen, Carlsbad, EUA), seguindo as
recomendagdes do fabricante. Os DNAs extraidos foram suspensos em tampao TE
e posteriormente quantificados. Os calculos de concentragdo do DNA foram feitos a
partir de 1,5 pL de amostra usando o equipamento Thermo NanoDrop (Uniscience-
Labsystems, Helsinki, Finlandia) em comprimento de onda de 260 nm (SILVA,

2010). O DNA obtido foi armazenado em freezer a -80 °C para posterior utilizagao.

4.2.4. Verificagcao da presenca de genes relacionados a fatores de viruléncia,

producao de aminas biogénicas e resisténcia a antibiéticos

Os DNAs das cepas foram submetidos a reagcdes da polimerase em cadeia
(PCR) de acordo com Vankerckhoven et al. (2004), De Las Rivas, Marcobal e
Munoz. (2005) e Martin-Platero et al. (2009). Os primers, temperatura de anelamento

e tamanho dos fragmentos estdo detalhados na Tabela 2.

Foi feita a pesquisa por genes relacionados a viruléncia, resisténcia a
vancomicina e a producédo de aminas biogénicas, tais como: gel E (gelatinase), hyl
(hialuronidase), asa 1 (substancia de agregacao), esp (proteina de superficie de
enterococo), cylA (citolisina), efaA (antigeno da endocardite), ace (proteina de
aderéncia ao colageno), van A e van B (ambos relacionados a vancomicina), hdc1 e
hdc2 (histidina descarboxilase), tdc (tirosina descarboxilase), odc (ornitina
descarboxilase). Os produtos da PCR foram separados por eletroforese com gel de

agarose 2,0% (p/v) contendo brometo de etidio (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).



Tabela 2. Primers, temperatura de anelamento e tamanho dos fragmentos relacionados com genes de viruléncia, genes de
resisténcia a vancomicina e producéo de aminas biogénicas.

Alvo Gene Primers TA°C TF (bp) Referéncia
Viruléncia gelE  TATGACAATGCTTTTTGGGAT 47 213 Vankerchoven et al. 2004
AGATGCACCCGAAATAATATA
Hyl  ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 53 276 Vankerchoven et al. 2004
GACTGACGTCCAAGTTTCCAA
asal GCACGCTATTACGAACTATGA 50 375 Vankerchoven et al. 2004
TAAGAAAGAACATCACCACGA
Esp AGATTTCATCTTTGATTCTTGG 47 510 Vankerchoven et al. 2004
AATTGATTCTTTAGCATCTGG
cylA  ACTCGGGGATTGATAGGC 52 688 Vankerchoven et al. 2004
GCTGCTAAAGCTGCGCTT
efaA. GCCAATTGGGACAGACCCTC 57 688 Martin-Platero et al. 2009
CGCCTTCTGTTCCTTCTTTGGC
Ace GAATTGAGCAAAAGTTCAATCG 48 1008 Martin-Platero et al. 2009
GTCTGTCTTTTCACTTGTTTC
Resisténcia a antibiéticos van A TCTGCAATAGAGATAGCCGC 52 377 Martin-Platero et al. 2009
GGAGTAGCTATCCCAGCATT
vanB GCTCCGCAGCCTGCATGGACA 60 529 Martin-Platero et al. 2009
ACGATGCCGCCATCCTCCTGC
Aminas biogénicas hdc1 AGATGGTATTGTTTCTTATG 46 367 De Las Rivas et al. 2005
AGACCATACACCATAACCTT
hdc2 AAYTCNTTYGAYTTYGARARGARG 50 534 De Las Rivas et al. 2005
ATNGGNGANCCDATCATYTTRTGNCC
Tdc GAYATNATNGGNATNGGNYTNGAYCARGC 55 924 De Las Rivas et al. 2005
CRTARTCNGGNATAGCRAARTCNGTRTG
Odc GTNTTYAAYGCNGAYAARACNTAYTTYGT 54 1446 De Las Rivas et al. 2005

ATNGARTTNAGTTCRCAYTTYTCNGG
*gelE (gelatinase), hyl (hialuronidase), asal (substancia de agregacdo), esp (proteina de superficie enterococos), cylA (citolisina), efaA

(antigeno da endocardite), ace (adesédo ao colageno), van A e van B (resisténcia a vancomicina), hdc1 e hdc2 (histidina decarboxilase), tdc

(tirosina decarboxilase) e odc (ornitina decarboxilase). TA: temperatura de anelamento; TF: tamanho do fragmento.
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4.2.5. Verificagao da atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi determinada em meio agar-sangue, preparado a
partir de Tryptose Blood Agar Base com adicao de sangue de ovelha (Newprov,
Pinhais, Brasil), de acordo com metodologia descrita por ADIMPONG et al. (2012) a
37 °C por 48 horas. A formagdo de um halo transparente em torno das colbnias
caracteriza atividade B-hemolitica, enquanto que um halo esverdeado indica
atividade a-hemolitica, e a auséncia de halo significa que ha atividade y-hemolitica

(ou auséncia de atividade).

4.3. Propriedades tecnoldgicas

4.3.1. Atividade enzimatica

O perfil de atividade enzimatica (glicolitica, proteolitica e lipolitica) (Tabela 1)
das cepas autéctones foi determinado usando o kit API-ZYM (Biomérieux, Marcy

I'Etoile, Franga), conforme metodologia descrita no item 4.2.2.

Também foi verificada a atividade das aminopeptidases PepN, PepC, PepX e
PepL, que sdo as mais ativas nas culturas usadas para fabricacdo de queijo
Parmeséo, de acordo com a metodologia descrita por GATTI et al. (2008). Os
substratos para cada aminopeptidase se encontram listados na Tabela 3. Foram
utilizados 0,656 mol/L de cada solugcdo de substrato-B-naphthylamide (BNA)
(Bachem Feinchemikalien AG, Budendorf, Switzerland) em solugdo tampao de
fosfato de sddio 0,05 mol/L. Uma aliquota de 250 pL de substrato-BNA foi incubado
por diferentes periodos, conforme o aminoacido- BNA (Lys- BNA, 4 h; Arg- BNA e
Phe-Pro- BNA, 6 h; Leu- BNA, 16 h) a 37 °C. A reacao foi interrompida adicionando-
se 250 pyL de HCI (2,0 mol/L). O grau de hidrdlise foi quantificado pela leitura da
densidade otica em espectrofotbmetro a 580 nm (Assonm). As analises foram
realizadas em duplicata e a unidade utilizada de atividade enzimatica (AE) é definida

pelo numero de micromoles de BNA hidrolisada em 1 h por mL de amostra. Para a
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determinacao da quantidade de micromoles de BNA hidrolisada utiliza-se a equagao

da reta obtida pela curva padréo (micromoles de BNA x absorbancia).

Tabela 3: Substratos utilizados para a verificagao da atividade de aminopeptidases.

Aminopeptidase Substrato
PepN Lys-BNA
PepC Arg-BNA
PepX Phe-Pro-BNA
PepL Leu-BNA

4.3.2. Cinética de acidificagao

Para a determinacéo da cinética de acidificacao, todas as culturas autéctones
e foram reativadas em meio liquido e cultivadas em agar, utilizando o meio de cultivo
MRS (Difco, Sparks, EUA) para Lactobacillus e M17 (Himedia Laboratories, Bombay,
india) para Streptococcus, nas mesmas condigdes em que foram isoladas (SILVA,
2010). Para o preparo do inéculo, uma coldnia foi inoculada em caldo (MRS ou M17)
e incubada a 37 °C por 24 horas para obter o indculo com cerca de 1 x 108 UFC/mL.
Em seguida, 4 mL do inéculo foram centrifugados a 5000 g por 6 minutos a 4 °C,
lavados uma vez em solugao salina 0,85% e suspensos em 4 mL de leite UHT
integral. Para o preparo do indculo da cepa comercial de S. thermophilus TA040
utilizada, pesou-se 0,15 g da cultura liofilizada, adicionou-se em 50 mL de leite UHT
integral e incubou-se em estufa a 42 °C por 30 minutos. Posteriormente, 1% de cada
in6culo preparado foi adicionado, separadamente, em 200 mL de leite UHT integral,
acondicionados em frascos e incubados em banho-maria a 42 °C acoplado ao
Sistema CINAC, que avaliou a cinética de acidificacao durante a fermentacao, até
atingir pH 5,0 (pH final). Para a determinagdo da cinética de acidificagdo foram
avaliados os parametros: velocidade maxima de acidificagdo (Vmax) (pH/min), tempo
para atingir a velocidade maxima (tmax) (h) e tempo necessario para atingir pH 5,0
(toHs), em horas (SILVA, 2015). As analises foram realizadas em duplicata. As
culturas foram classificadas de acordo com a taxa de acidificacdo em rapidas,

meédias ou lentas. Foram consideradas rapidas, médias ou lentas quando a variagao
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do valor de pH (ApH) em relagdo ao pH inicial atingir 0,4U de pH em menos de 3

horas, entre 3 e 5 horas, ou mais de 5 horas, respectivamente (AYAD et al., 2004).

4.3.3. Perfil de hidrolise da caseina

A avaliacdo da capacidade de hidrdlise da caseina pelas culturas autoctones
selecionadas a partir da caracterizagao de segurancga foi feita por eletroforese em
gel de poliacrilamida (Urea - PAGE). As amostras utilizadas foram coletadas ao fim
da determinacdo da cinética de acidificagdo, na qual o leite foi fermentado até pH
5,0, e congeladas para posterior avaliagdo. As amostras foram aplicadas em cuba
de eletroforese vertical, Mini Protean 4 Cell (Bio Rad, Hercules, EUA), pelo método
descrito por Merheb-Dini et al. (2012). Os extratos para eletroforese foram
preparados dissolvendo-se 10 mg de amostra em 1 mL de tampao, preparado a
partir de 1,50 g de tris-hidroximetil aminometano (TRIS) (Amresco, Solon, EUA) e 84
g de ureia (Synth, Diadema, Brasil) em 150 mL de agua destilada, adicionado de
acido cloridrico (Quemis, Indaiatuba, Brasil) até pH 6,7, para um volume final de 200
mL. As amostras foram aquecidas a 37 °C por 1 hora, apds, foram adicionados 5 uL
de B-mercaptoetanol (Amresco, Solon, EUA), seguido de aquecimento a 37 °C por
45 minutos, e por fim, foi adicionada uma pequena quantidade de azul de
bromofenol (Amresco, Solon, EUA). Para a separagao das fragcdes, 10 pL das
amostras e 3 uL do padrao de leite foram aplicados no gel, utilizando-se poténcia de
100 V, até o corante azul de bromofenol atingir o final do gel, em aproximadamente,
5 horas. Os géis foram corados com solugdo de Coomassie Birilliant Blue R-250
(Amresco, Solon, EUA) por 24 h e descorados com solugdo descorante (agua

destilada, etanol e acido acético, na proporgao de 6:3:1).

4.3.4. Producao de exopolissacarideos (EPS)

Para a verificacdo da produgdo de EPS, as culturas autéctones foram
reativadas em meio liquido e cultivadas em agar, utilizando o meio de cultivo MRS

(Difco, Sparks, EUA) para Lactobacillus e M17 (Himedia Laboratories, Bombay,
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india) para Streptococcus, nas mesmas condigdes em que foram isoladas (SILVA,
2010). Uma colbnia foi inoculada em 10 mL de caldo (MRS ou M17, conforme a
cepa) e incubada a 37 °C por 24 horas. Apds a incubagao, os caldos contendo as
culturas foram centrifugados a 7077 x g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi
transferido para um béquer previamente pesado. Ao sobrenadante foram
adicionados trés volumes de alcool anidro (Synth, Diadema, Brasil) (4 °C) mantendo-
0 a 4 °C por 24 horas para a precipitagao dos EPS. O EPS precipitado foi seco em
estufa a vacuo a 55 °C até peso constante, determinando assim seu rendimento em

miligramas por 10 mL de meio de produc¢do (mg/10 mL) (GRANDI, 2010).

4.4. Selecao das culturas para aplicagcao em queijos

Foram selecionadas as cepas consideradas, simultaneamente, seguras e com
as melhores caracteristicas tecnologicas para utilizagdo em queijo Parmeséao, ou
seja, culturas isentas de atividade hemolitica, fatores de viruléncia, resisténcia a
antibioticos e de producdo de aminas biogénicas, e que apresentaram relevante

atividade enzimatica, além de boa acidificagao.

4.5. Producgao do queijo Parmesao

4.5.1. Preparo da cultura latica

O preparo da cultura latica utilizada como inéculo para a fabricagdo do queijo
foi feito de maneira analoga ao preparo do indculo para a determinacao da cinética
de acidificagdo, no entanto, as células foram suspensas em leite UHT desnatado
Molico (Nestlé, Aragatuba, Brasil), ao invés de leite UHT integral (item 4.3.2). O
in6culo foi composto pela mistura das cepas termoéfilas selecionadas, as quais foram
preparadas individualmente, a partir da inoculacdo de 1% do pré-indculo, em
volumes diferentes, para que, no final, a propor¢cao entre as espécies de Lb.

helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus fosse de 60:35:5,
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respectivamente, e o volume total de indculo correspondesse a 1,5% do volume total

de leite a ser utilizado na fabricagcdo dos queijos (FURTADO, 2011a).

4.5.2. Processamento do queijo Parmesao

A fim de simular uma producdo em escala industrial, produziu-se os queijos
no Laticinio Promileite Industria e Comércio de Leite, localizado na cidade de
Promisséo, estado de Sao Paulo. Para isso, os in6culos de cada cepa, contendo 108
UFC/mL, recém preparados (frescos), devidamente acondicionados sob

refrigeracao, foram levados até o laticinio.

Os queijos foram produzidos em dois processamentos independentes,
utilizando-se, para cada um deles, 150 L de leite pasteurizado e padronizado com
2,3% de gordura.

No tanque de fabricacdo, foram adicionados ao leite: solugdo de cloreto de
calcio (40 mL/100L de leite), as culturas laticas (1,5%) e, por ultimo, o coalho (12
mL/100L de leite). Apos mistura, procedeu-se a etapa de coagulacdo da massa,
realizada a 35 °C durante, aproximadamente, 25 minutos. Em seguida, cortou-se a
massa, utilizando liras verticais e horizontais, e agitou-se por cerca de 20 minutos
para que os graos de coalhada atingissem tamanhos aproximados de graos de
arroz. Em seguida, por aquecimento direto, elevou-se a temperatura até 48 °C, com
agitacdo por mais 20 minutos. Posteriormente, foi feita a dessoragem e, entédo, a
massa foi distribuida em formas de cerca de 1 Kg, constituindo a etapa de
enformagem. Os queijos enformados foram colocados em prensas verticais, onde
permaneceram por cerca de 30 minutos em uma posicao, foram virados e prensados
por mais duas horas para prensagem uniforme. Apds a prensagem, os queijos foram
acomodados em estantes, ainda nas formas, onde permaneceram por
aproximadamente 24 horas para que ocorresse 0 abaixamento pH até cerca de 5,2.
Em seguida, os queijos foram desenformados e submetidos a salga. Os queijos
foram imersos em salmoura contendo 18% de sal e permaneceram durante 24 horas
a 8 °C. Logo ap0s, foi realizada a secagem superficial dos queijos, a qual consistiu
em deixar as pecas em estantes em uma camara refrigerada (8 °C) com circulagao

forcada de ar por 4 dias. Os queijos foram transportados até o Laboratoério de Leites
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e Derivados (LLD) do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE),
onde foram maturados em estufa climatizada (B. O. D.) a 16 °C por 6 meses. A

Figura 7 mostra o fluxograma do processamento realizado e as Figuras 8, 9, 10 e
11, ilustram algumas etapas do processo.

l Pasteurizaco e padronizaco do leite l
| Coalho 12 mL/100 L >

l Cloreto de calcio 40 mL/100 L

< | Adigio das culturas laticas (1,5%) |
| Coagulagio a 35 °C / 25 minutos |

[ Corte com agitacao e aquecimento direto até 43 °C |

| Agitacdo / 20 minutos |

Dessoragem

| Prensagem / 30 minutos |

[ Prensagem / 2 horas I

| Acidificacgo /24 h |

| Salgaa8°C/24h |

| Secagem superficial a § °C / 4 dias I

| Maturac@o / 6 meses a 16 °C |

Figura 7: Fluxograma do processamento do queijo Parmesao.
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Figura 9: Etapa de corte com a agitagdo e aquecimento direto, durante o

processamento de queijo Parmeséo.

Figura 10: Etapa de enformagem da massa, durante o processamento de queijo

Parmesao.
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Figura 11: Etapa de maturagao do queijo Parmesao.

4.6. Caracterizagao do queijo Parmesao

4.6.1. Determinagao do rendimento

O rendimento dos queijos (L de leite’kg de queijo) foi calculado pela relagao

entre o volume de leite utilizado e a massa de queijo obtida.

4.6.2. Composicao e caracterizagao dos queijos

Foi avaliada a composig¢ao centesimal dos queijos, apos 3 dias de fabricacao,

em triplicata, e os métodos utilizados encontram-se descritos a seguir:

e Teor do extrato seco total (EST): foi determinado por secagem em estufa a vacuo
por 24 horas a 70 °C (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS -
AOAC, 1997);

e Teor de gordura (G): foi determinado pelo método de Gerber com butirdmetro
para queijo (BRASIL, 2006) e o teor de gordura no extrato seco (GES) foi
calculado pela féormula: % GES = (G / EST) x 100;

e Teor de proteina total (PT): primeiramente, foi determinado o teor de nitrogénio

total (NT) pelo método de Kjeldahl. O teor de proteina total foi calculado
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multiplicando-se o valor do nitrogénio total pelo fator 6,38 (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 1997);
e Teor de cinzas: foi determinado por incineracdo em mufla a 550 °C
(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 1997);
e Teor de sal: foi determinado pelo método de doseamento nas cinzas, utilizando-se
o método de titulometria por precipitagdo (Argentometria) (BRASIL, 2006);
Também foram realizadas, em ftriplicata, as analises fisico-quimicas de
acidez, pH e indices de maturagao durante o periodo de armazenamento de 180
dias, com amostragem a cada 30 dias. Os métodos utilizados encontram-se

descritos a seguir:

e Acidez: foi determinada por titulagdo com NaOH 0,1 N usando fenolftaleina como
indicador (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC,
1997). Os resultados foram expressos em % de acido latico;

e pH: obtido pela insergdo direta do eletrodo calibrado do pHmetro (Modelo
PG1800, Gehaka, Sao Paulo, Brasil) nas amostras de queijo, previamente
trituradas, dispostas em béqueres;

e Protedlise: foi determinada pela degradagdo da caseina e quantificada pela
relagcdo entre os teores de nitrogénio soluvel (NS - nitrogénio ndo caseico e
nitrogénio nao proteico) e nitrogénio total (NT) (WOLFSCHOON-POMBO, 1983).
O nitrogénio nao caseico (NNC) ou NS em pH 4,6 foi determinado pela dosagem
de NT no fitrado obtido apds precipitacdo isoelétrica das caseinas
(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 1997). O teor
de nitrogénio nao proteico (NNP) ou nitrogénio soluvel em acido tricloroacético
(TCA) 12% (NS TCA) foi determinado pela dosagem de NT no filtrado obtido apés
precipitacdo da totalidade das proteinas em presenca de TCA 12% (AOAC -
ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1997);

4.6.3. Caracterizacao do perfil eletroforético da caseina em gel de
poliacrilamida (Urea — PAGE)

Para a avaliagdo da degradacdo das fragdes de caseina dos queijos

produzidos, utilizou-se a mesma metodologia descrita no item 4.3.3, porém
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utilizando-se caseinato de sdédio como padrao, ao invés de leite e 6 yL de amostra
ao invés de 10 pL, uma vez que o queijo apresenta maior percentual proteico em
relacdo ao leite. As amostras de queijo foram coletadas no primeiro dia de
maturagdo e a cada 30 dias, até o final da maturagdo, sendo armazenadas

congeladas para posterior avaliagao.

4.6.4. Caracterizagao microbioldgica

Para determinar a qualidade higiénico-sanitaria, os queijos foram analisados
ap6s 110 dias de fabricagdo. Em atendimento aos Padrbes Microbiologicos para
Alimentos (BRASIL, 2001), para os queijos de baixa umidade, como o queijo
Parmeséo, foram realizadas as analises de contagem de coliformes totais e fecais
(NMP/g), Estafilococos coagulase positiva (UFC/g) e presenga de Salmonella sp. As

analises foram realizadas no Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brasil.

4.7. Delineamento experimental e andlise estatistica dos resultados

O planejamento experimental da producdo dos queijos envolve dois
processamentos (duplicata) e sete periodos de estocagem (3, 30, 60, 90, 120, 150 e
180 dias). Para a analise dos resultados, durante os periodos de estocagem foi
aplicada a Analise de Varidncia (ANOVA), seguida do teste de Tukey para

comparagao de médias com um nivel de significancia igual a 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagcao de segurancga das cepas

5.1.1. Susceptibilidade a antibi6ticos

De todas as cepas de BAL termofilas analisadas, apenas as cepas de S.
thermophilus SJRP107 e SJRP109 foram sensiveis aos 16 antibidticos testados
(Tabela 4). Dez antibidticos (linezolida, estreptomicina, eritromicina, bacitracina,
teicoplanina, vancomicina, penicilina, cloranfenicol, tetraciclina e ampicilina) inibiram

o crescimento de todas as 13 cepas de BAL desse estudo.

As cepas de S. thermophilus SJRP02 e SJRP03 apresentaram resisténcia a
oxacilina. Contrariamente, em estudo realizado por Karapetkov e colaboradores
(2011), a cepa de S. thermophilus LC201 n&o apresentou resisténcia a este
antibidtico. Tosi e colaboradores (2007) relataram que diferentes cepas de S.
thermophilus possuiam genes de resisténcias adquiridos. Sendo assim, mesmo nao
sendo um micro-organismo patogénico, esta espécie pode transferir genes de
resisténcia para bactérias patogénicas, representando um potencial risco que deve
ser melhor avaliado (DELORME, 2008). Neste aspecto, as cepas de S. thermophilus
SJRP02 e SURP03 devem ser submetidas a uma analise adicional que determine a
natureza da resisténcia encontrada, uma vez que apenas a verificagdo do perfil de
resisténcia a antibidticos ndo é suficiente para garantir sua seguranca, ja que este
teste nao indica auséncia de mecanismos de transferéncia na cepa (BERNARDEAU
et al., 2008).

Além disso, é recomendado que cepas de bactérias que possuem genes
transferiveis de resisténcia a antibidticos nao sejam aplicadas em alimentos
(KARAPETKOQV et al.,, 2011). Assim, as cepas de S. thermophilus SJRP02 e

SJRPO3 foram eliminadas do estudo.

As cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SIRP51 e SURP181 também
foram resistentes a oxacilina. No entanto, geralmente, Lactobacillus sdo sensiveis a
antibidticos da classe das penicilinas, tais como penicilina, ampicilina e oxacilina, as

quais atuam inibindo a sintese da parede celular (AMMOR et al.,, 2007;
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KARAPETKOV et al., 2011). Estas cepas apresentaram perfis totalmente diferentes
dos demais Lactobacillus spp. estudados, sendo o0s unicos a apresentarem

resisténcia a oxacilina e sensibilidade a fosfomicina.

Algumas cepas de Lactobacillus sp. tém sido consideradas intrinsecamente
resistentes a glicopeptideos, tal como vancomicina, e a aminoglicosideos, tais como:
gentamicina, canamicina e estreptomicina (AMMOR et al., 2007; BERNARDEAU et
al., 2008; SHARMA et al., 2014). No entanto, Karapetkov e colaboradores (2011) e
Drago e colaboradores (2013) encontraram cepas de Lactobacillus sp. sensiveis a
vancomicina e a aminoglicosideos. No presente estudo, apenas a cepa Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus SIRP76 apresentou resisténcia a gentamicina (halo < 2
mm) dentre os Lactobacillus testados (Tabela 4). Sendo assim, os diferentes
resultados nos leva a crer que a resisténcia a glicopeptideos e aminoglicosideos é

cepa dependente, e ndo intrinseca ao género Lactobacillus.

De acordo com Hummel e colaboradores (2007), Lactobacillus parecem ser
intrinsecamente resistentes a fluoroquinolonas, tais como ciprofloxacina e
norfloxacina. No presente estudo, muitas cepas de Lactobacillus apresentaram
elevada resisténcia (ou baixa sensibilidade) a antibiéticos que atuam inibindo a
sintese de DNA (ciprofloxacina, nitrofurantoina e norfloxacina), mesmo mecanismo
de atuacao das fluoroquinolonas. Sendo assim, a resisténcia encontrada para estes
antibidtiocos pode estar relacionada ao seu mecanismo de agao, sendo considerada
intrinseca. Karapetkov e colaboradores (2011) também encontraram cepas de Lb.
acidophilus, Lb. lactis, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. helveticus e S.

thermophilus resistentes a antibidticos que atuam por inibicdo da sintese de DNA.

As duas cepas de Lb. helveticus e a maioria das cepas de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus foram resistentes a fosfomicina (Tabela 4). Este antibiético atua
pela inibicdo da formagao da parede celular bacteriana e normalmente € aplicado
para tratamento de infeccdes urinarias. A resisténcia de BAL a fosfomicina também
foi observada em Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides e Leuconostoc
citreum isoladas de queijo (JERONYMO-CENEVIVA, 2013).

Apesar do género Lactobacillus ser grande detentor de resisténcia intrinseca,
nao ha uma concordéancia entre os autores a respeito de quais antibiéticos e qual a

natureza dessa resisténcia.
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Tabela 4: Medida (mm) do halo de inibicdo formado pela agdo do antibidtico sobre BAL termdfilas (S. thermophilus, Lb.

helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus)*.

Antibi6tico Cla.s's? 'de S. thermophilus he I\fg‘.icus Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
antibiotico  —>—3""907 100 56 191 49 50 51 57 76 149 181

Inibidores da sintese da

parede celular
Ampicilina B-lactdmicos 11 11 15 10 19 15 9 8 10 5 9 13 9
Penicilina B-lactamicos 9 12 16 11 25 14 10 10 8 14 11 18 8
Oxacilina B-lactamicos 0 0 8 3 10 10 5 5 0 8 4 10 0
Vancomicina Glicopeptideo 5 5 6 5 12 8 7 6 7 8 7 9 7
Bacitracina Polipeptideo 5 6 10 3 18 10 9 9 6 11 9 10 5
Teicoplanina Glicopeptideo 6 10 8 5 10 7 5 4 6 7 5 7 5
Fosfomicina B-lactamicos 9 9 10 6 0 0 0 0 8 0 0 0 8

Inibidores da sintese proteica
Linezolida Oxazolidinona 11 11 9 9 10 14 10 10 15 18 11 13 11
Gentamicina Aminoglicosideo 4 7 S 3 6 4 4 5 5 8 2 5 4
Estreptomicina Aminoglicosideo 7 8 9 7 17 10 9 8 7 13 8 11 5
Eritromicina Macrolideo 10 11 8 9 9 12 1 10 12 16 11 13 10
Tetraciclina Tetraciclina 10 11 12 5 15 13 1 12 13 14 11 12 13
Cloranfenicol Amfenicol 11 9 8 9 12 18 9 M1 11 12 6 13 10

Inibidores da sintese de DNA
Nitrofurantoina Nitrofurano 10 9 11 9 12 11 0 0O 10 O 6 11 9
Norfloxacina Fluoroquinolona 7 6 5 3 0 1 1 3 6 0 2 5 6
Ciprofloxacina Fluoroquinolona 7 7 7 5 2 0 2 4 9 7 3 4 8

*Cepa resistente ao antibiético para halo de inibicado < 2 mm, e sensivel para halo de inibicdo > 2mm.
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5.1.2. Verificagdo da atividade das enzimas p-glucosidase, N-acetil- -

glucosaminidase e B-glucuronidase

A atividade da enzima N-acetil-B-glucosaminidase nao foi detectada em
nenhuma das cepas estudadas (Tabela 5). No entanto, duas cepas de Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus (SJRP50 e SURP76) apresentaram fraca atividade da
B-glucuronidase. De acordo com Giraffa (2012), para a sele¢cdo de bactérias que
serdo utilizadas como probidticas, um dos critérios de seguranga é a auséncia da
atividade dessas duas enzimas, uma vez que estdo relacionadas a doencgas
intestinais e outros transtornos de saude. Sendo assim, sob este aspecto, mesmo
possuindo baixa atividade, as cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP50 e
SJRP76 nédo devem ser utilizadas em alimentos, e desta forma, foram eliminadas do
estudo.

As cepas de Lb. helveticus SIJRP56 e SJRP191 apresentaram alta atividade
da enzima B-glucosidase. Apesar de esta enzima poder provocar danos a saude,
muitos autores destacam os beneficios que esta enzima pode proporcionar. Taverniti
e Gulielmetti (2012) relataram que cepas de Lb. helveticus possuem enzimas,
incluindo B-glucosidase, que podem contribuir para o melhoramento da qualidade e
segurancga de alimentos. Por exemplo, Donkor e Shah (2008) realizaram um estudo
no qual avaliou-se a conversdo de isoflavonas em agliconas pela enzima -
glucosidase, produzida por bactérias acidolaticas. Além disso, a atividade da (-
glucosidase € importante na conversdo de metabdtitos tdxicos em compostos com
bioatividade benéfica ou com maior biodisponibilidade (MICHLMAYR, KNEIFEL,
2014). Em estudo realizado por Ahmadova e colaboradores (2013), a cepa de
Enterococcus faecium AQ71 foi caracterizada como produtora da enzima g-
glucosidase e, ainda assim, foi considerada segura para ser utilizada na industria de
alimentos. Além disso, cepas de Escherichia coli, que sao naturais no nosso
intestino, possuem alta atividade da enzima B-glucosidase (YOUN, PARK, JI, 2012),
sendo assim, as cepas que apresentaram atividade desta enzima ndo foram

descartadas do estudo.
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5.1.3. Verificagdo da presenga de genes relacionados a fatores de viruléncia,

producao de aminas biogénicas e resisténcia a antibiéticos

As cepas de S. thermophilus SJRP107 e SJRP109, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus SJRP49, SURP57 e SJRP149, e Lb. helveticus SIRP656 e SJRP191,
foram avaliadas quanto a existéncia de genes relacionados a viruléncia, resisténcia
ao antibidtico vancomicina e produgdo de aminas biogénicas’. As cepas de S.
thermophilus SJRP107, de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SIJRP49 e SJRP57, e
Lb. helveticus SJRP56 e SJRP191 ndo apresentaram nenhum dos genes
relacionados a fatores de viruléncia, producdo de aminas biogénicas e resisténcia a
vancomicina. A auséncia de fatores virulentos € de grande importancia para cepas
que serao aplicadas em alimentos, uma vez que € um dos quesitos de segurancga de

maior relevancia.

As BAL podem possuir genes de viruléncia que conferem caracteristicas de
patogenicidade, incluindo a colonizagdo e invasdo de tecidos do hospedeiro.
Algumas cepas de Enterococcus sao patogenas oportunistas, podendo provocar
bacteremia, endocardite e infec¢des do trato urinario entre outras infecgdes.
Bactérias com fatores de viruléncia, uma vez presentes em produtos alimenticios,
representam um risco para os consumidores (FRANZ et al., 2011; PERIN et al.,
2014). Assim, a verificagdo da existéncia desses fatores, € um dos aspectos de

seguranga necessarios para a selegao de novas cepas para aplicagao em alimentos.

A cepa de S. thermophilus SUIRP109 apresentou os genes efaA e asal. A alta
incidéncia desses genes € comumente encontrada em cepas de Enterococcus
(CRETI et al., 2004; PERIN et al., 2014). Esses genes estdo relacionados com a
producdo de diferentes substancias relacionadas a colonizacdo e adesido a
superficies bidticas e abioticas, e também com a invasdo do sistema imune do

hospedeiro (PERIN et al., 2014). Com este resultado, a cepa de S. thermophilus

! Este teste foi realizado na Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto
(FAMERP), por Luana Faria Silva, na ocasido, aluna de doutorado em Microbiologia,
IBILCE — UNESP, uma vez que envolve conhecimentos especificos de biologia

molecular.
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SJRP109 foi eliminada do estudo, uma vez que nao podera ser aplicada na

producao de alimentos.

5.1.4. Atividade hemolitica

Foi avaliada a atividade hemolitica das cepas de S. thermophilus SIRP107,
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SIRP49 e SJRP57, e Lb. helveticus SJRP56 e
SJRP191. Para as cepas de S. thermophilus e Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus,
houve a formagao de um halo esverdeado, demonstrando atividade a-hemolitica, o
que as caracteriza como nao nocivas a saude (ADIMPONG et al., 2012). As cepas
de Lb. helveticus ndo se desenvolveram no meio agar-sangue, mesmo testando
duas temperaturas de incubagdo (42 °C e 37 °C) e sob condi¢ées de aerobiose e

anaerobiose.

5.2.Propriedades tecnolégicas

5.2.1. Atividade enzimatica

As cepas de S. thermophilus apresentaram menor atividade enzimatica em
relagdo aos lactobacilos. Nenhuma cepa testada apresentou atividade para as
enzimas fosfatase alcalina, lipase, tripsina, a-quimotripsina, a-manosidase e a-
fucosidase (Tabela 5).

Com relagdo as aminopeptidases testadas pelo kit APl ZYM, verificou-se
baixa atividade da leucina-arilamidase para todas as cepas, com excecao para Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP149 (sem atividade). As cepas Lb. helveticus
SJRP56 e Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP50 apresentaram alta e
intermediaria atividade, respectivamente. Todas as cepas testadas apresentaram
baixa ou nenhuma atividade para valina-arilamidase e cistina-arilamidase.

A atividade de esterase e esterase-lipase foi detectada para a maioria das
cepas, porém, em baixa intensidade. Estas enzimas sio responsaveis pelo aumento
da concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (entre 4 e 10 carbonos), que séo

0s maiores contribuintes para a formacdo do aroma e sabor em queijos (Figura 3,
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citada anteriormente), principalmente os de longa maturagdo, como o Parmesao
(McSWEENEY, 2004; AHMADOVA et al., 2013).

A enzima fosfatase acida foi detectada em baixa e média intensidade para
todas as cepas testadas. A atividade desta enzima possui grande importancia para a
hidrolise de fosfopeptideos durante a maturagdo do queijo (AHMADOVA et al.,
2013).

As cepas de Lb. helveticus se destacaram pela alta atividade de enzimas
relacionadas ao metabolismo dos carboidratos, p-galactosidase e B-glucosidase, ja
mencionada anteriormente. Apenas a cepa de S. thermophilus SJRP109 e as cepas
de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP50, SJRP57, SJRP76 e SJRP149
apresentaram atividade para B-galactosidase. Esta enzima converte a lactose em
galactose e glicose. A hidrolise da lactose no leite e outros produtos lacteos pela [3-
galactosidase possui grande interesse industrial, uma vez que pode evitar problemas
tecnoldgicos, como por exemplo, a cristalizagdo da lactose (VASILJEVIC, JELEN,
2002). Além disso, produtos que contenham [B-galactosidase podem ser ingeridos
por pessoas que apresentem intolerancia a lactose (PANESAR et al., 2006).

A atividade da enzima a-galactosidase foi detectada apenas em trés cepas de
lactobacilos: Lb. helveticus SIJRP191 e Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP50 e
SJRP149 (Tabela 5).

A verificagdo da atividade de aminopeptidases (AE) foi realizada para as
cepas de Lb. helveticus SIJRP56 e SJRP191, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
SJRP49, SURP57 e SJRP149, e S. thermophilus SJIRP107. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 6. Por ser uma caracteristica das BAL, as cepas
apresentaram atividade para todas as aminopeptidases testadas (PepN, PepC,
PepX e PepL). Embora as cepas testadas pertengcam a géneros e espécies
diferentes, apresentaram valores proximos de AE para cada aminopeptidase. No
geral, as cepas demonstraram maior atividade das aminopeptidases PepN e PepC,
e menor atividade da PeplL. Destaca-se a atividade de PepN da cepa de Lb.
helveticus SUIRP191.



Tabela 5: Atividade enzimatica de BAL termdfilas (S. thermophilus, Lb. helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus).

Enzima . Lb. .. .
S. thermophilus ) Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
helveticus

2 3 107 109 56 191 49 50 51 57 76 149 181
Fosfatase alcalina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Esterase (C:4) 2 2 1 1 ND 1 1 2 2 1 ND ND 1
Esterase Lipase (C:8) 1 1 1 ND ND ND 1 2 1 1 ND ND 1
Lipase (C:14) ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Leucina arilamidase 1 1 1 1 5 1 1 3 2 1 1 ND 1
Valina arilamidase ND ND ND ND ND ND ND 2 ND ND ND ND ND
Cistina arilamidase ND ND ND ND 1 1 ND 1 05 ND ND ND ND
Tripsina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
a-quimotripsina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Fosfatase acida 3 3 2 1 1 2 2 2 3 2 1 1 3
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolase 1 1 1 1 1 2 1 3 2 1 1 1 1
a-galactosidase ND ND ND ND ND 1 ND 4 ND ND ND 4 ND
B-galactosidase ND ND ND 3 5 5 ND 5 ND 2 3 1 ND
B-glucuronidase ND ND ND ND ND ND ND 1 ND ND 1 ND ND
a-glucosidase ND ND ND ND ND ND ND 2 ND ND 05 1 ND
B-glucosidase ND ND ND ND 4 4 ND ND ND ND ND ND ND
N-acetil-B-glucosaminidase ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
a-manosidase ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

o-fucosidase ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
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As enzimas proteoliticas liberadas pelas BAL testadas estavam presentes na
forma ativa e podem contribuir, juntamente com as proteinases naturais do leite, com
uma extensiva degradagdo da caseina no queijo. No entanto, as enzimas
proteoliticas que apresentaram baixa ou nenhuma atividade podem ser
intracelulares, sendo liberadas apenas apoés a lise celular (McSWEENEY, 2004), e
devido ao baixo tempo de incubagao utilizado no protocolo analitico (4 horas), ndo
foi possivel detectar a atividade dessas enzimas.

A PepX normalmente é encontrada em muitas BAL mesofilicas e termofilicas,
enquanto a PepN e PepC estdo tipicamente associadas com L. helveticus e L.
delbrueckii subsp. lactis. A PepL poderia ser representativa da atividade de L.
delbrueckii subsp. lactis (GATTI et al., 2008).

Gatti e colaboradores (2004) verificaram a atividade de aminopeptidases para
diferentes espécies de lactobacilos e encontrou a maior atividade para PepX,
diferente do encontrado no presente estudo. A PepX é uma aminopeptidase
encontrada de forma ativa em todas as espécies de BAL (KUNJI et al., 1996; GATTI
et al., 2004) e sua atividade pode ser influenciada por diversos fatores, tais como:
valor de pH, temperatura, teor de sal e umidade (GATTI et al., 2008).

A degradacdo de peptideos pelas aminopeptidases, leva a formacdo de
aminoacidos, tais como leucina, valina, fenilalanina ou metionina, e compostos
volateis, tais como, aldeidos, alcoois e acidos (Figura 2, citada anteriormente), que
podem ser percebidos mesmo em baixas concentragdes, o que faz com que
possuam importante papel na formacdo do aroma de produtos fermentados
(PAPAMANOLI et al., 2003). Estas enzimas também podem atuar na reducdo do
amargor durante a maturacao de queijos (HERREROS et al., 2003).
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Tabela 6: Atividade de aminopeptidases de BAL termdfilas (S. thermophilus, Lb.

helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus).

Aminopeptidase (AE)

Cultura Cepa

PepN PepC PepL PepX
S. thermophilus SJRP107 30,98 31,05 7,85 11,99
Lb. helveticus SJRP56 31,63 27,84 6,98 13,84

SJRP191 34,33 30,62 7,10 9,24

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP49 29,41 24,07 6,64 13,82
SJRP57 29,87 23,23 7,83 13,66
SJRP149 30,62 30,04 7,15 12,30

5.2.2. Cinética de acidificacao

A acidificagdo das cepas de S. thermophilus, Lb. helveticus e Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus apresentaram perfis distintos, mesmo para micro-organismos da
mesma espeécie, conforme mostram as Figuras 12, 13 e 14 respectivamente. Os
parametros cinéticos (Tabela 7) calculados a partir dos dados gerados pelo sistema
CINAC indicam a velocidade maxima de acidificagdo (Vmax), 0 tempo necessario
para atingir a velocidade maxima (twmax), 0 pH em que a velocidade maxima foi
atingida (pHwmax), O tempo necessario para atingir pH 5,0 (tpH=50) € o tempo
necessario para atingir a diferenga de 0,4 unidades de pH com relagdo ao pH inicial.

A taxa de acidificacdo de BAL ¢é um critério importante para o
desenvolvimento de produtos fermentados como queijos e iogurtes (HAN et al.,
2014). Para a produgao de queijo Parmeséao, por exemplo, € necessaria a escolha
de culturas laticas que, inicialmente acidifiquem moderadamente e, posteriormente,
realizem a protedlise, caracterizando uma boa maturacao (FURTADO, 2011a).

Quarenta e trés por cento (3/7) das cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
e 40% (2/5) das de S. thermophilus foram classificadas como rapidas, enquanto
todas as cepas de Lb. helveticus demonstraram média atividade acidificante.
Nenhuma das cepas analisadas apresentou perfil lento de acidificacdo. E muito
importante o decréscimo rapido do pH durante as primeiras etapas de preparagao de

alguns tipos de queijos, uma vez que o meio acido ajuda na coagulacdo e na
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prevencao ou redugao do crescimento de uma microflora indesejada (AYAD et al.,
2004).

As cepas que possuem perfil de acidificagao rapida provavelmente sdo menos
exigentes nutricionalmente, ou apresentam sistema proteolitico mais eficiente, ou
ainda, sdo mais adaptadas ao leite como substrato (GATTI et al., 1999).

Para a determinacao da cinética de acidificacdo de S. thermophilus utilizou-se
a cultura comercial de S. thermophilus TA040 (Danisco, Dangé-Saint-Romain,
Franga) como controle, a qual demonstrou o melhor desempenho dentre todas as
cepas, apresentando a maior velocidade maxima e o menor tempo para atingir pH
5,0. No entanto, a cepa SJRP107 apresentou perfil muito proximo ao da comercial
(Figura 12), o que a faz uma cepa com caracteristicas potenciais para utilizagao
industrial. A identificagdo e selecdo de novas cepas que detenham propriedades
potenciais para uso industrial € de relevante importancia para o aumento da
diversidade de culturas de BAL disponiveis para produgdo de queijos e produtos

lacteos.
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Figura 12: Perfil de acidificacdo de cepas autéctones e comercial de S.

thermophilus. TA040: controle positivo (Danisco, Dangé-Saint-Romain, Francga).

Ainda para o grupo dos S. thermophilus, houve grande variagdo de
comportamento entre as cepas testadas, com tempo de fermentacao variando de 4
horas e 13 minutos (cultura comercial TA040) a 18 horas e 23 minutos (SJRP03).

Esta diferenca no comportamento de cepas da mesma espécie também foi
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encontrada em estudo realizado por Setachaimongkon e colaboradores (2014), em
que uma cepa proteolitica de S. thermophilus apresentou maior velocidade de
acidificagao em relagao a outra cepa nao proteolitica.

As cepas de Lb. helveticus SIJRP56 e SJRP191 apresentaram perfis de
acidificagao diferentes (Figura 13), sendo que Lb. helveticus SURP191 obteve taxa
de fermentagdo mais constante, enquanto Lb. helveticus SJRP56 demonstrou rapido
declinio de pH no comego do processo fermentativo e, posteriormente, menor
atividade de acidificagao.

Os Lb. helveticus sao as BAL mais utilizadas para a produgdo de queijo
Parmesao, sendo adicionados ao leite como cultura pura ou na forma de soro
fermento, e predominam na microbiota do queijo. Sua principal contribuicdo para a
qualidade deste tipo de queijo esta relacionada com seu eficiente sistema
proteolitico durante a maturacdo e sua capacidade de metabolizar a lactose apés a
producdo do queijo, evitando o escurecimento ndo enzimatico. Em vista disso, a
utilizacdo de Lb. helveticus torna-se determinante para a obtencdo das
caracteristicas tipicas de textura, sabor e aroma, além da coloragdo amarelo-palida
do Parmesdao (FURTADO, 2011a). Sendo assim, embora as cepas analisadas
possuam perfis cinéticos diferentes, sob o ponto de vista de producédo de acido,

ambas poderiam compor a cultura latica utilizada na produgao de queijo Parmesao.
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Figura 13: Perfil de acidificagdo de cepas autéctones de Lb. helveticus.

As cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus apresentaram perfil de
acidificagao semelhante (Figura 14), porém com tempo de fermentagao variando de

5 horas e 46 minutos a 14 horas e 12 minutos. Quando presentes no leite
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juntamente com S. thermophilus, atuam em simbiose, na qual o S. thermophilus
produz acido mais rapidamente, reduzindo o pH do leite a um valor 6timo para o
crescimento de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus. Este, por sua vez, possui sistema
proteolitico mais eficiente e degrada a caseina e peptideos presentes no meio,
fornecendo outros peptideos e aminoacidos livres necessarios para o crescimento
do S. thermophilus (SETACHAIMONGKON et al., 2014).

) Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
6,5
—SJRP57
6 - —SJRP76
T SJRP149
5,5 - SJRP51
—SJRP50
5 SJRP49
—SJRP181
4,5 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (h)

Figura 14: Perfil de acidificacdo de cepas autéctones de Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus.



Tabela 7: Parametros da cinética de acidificacdo de cepas de BAL termdfilas (S. thermophilus, Lb. helveticus, Lb. delbrueckii

subsp. bulgaricus).

Vmax
Cultura Cepa pH inicial (103 upH/min) tymax (h) pHymax toHs,0 (D) taph=04  Classificacéo
S. thermophilus SJRPO2 6,52 09,49 (£0,57)  4h33min (x0,00) 5,69 (+0,02) 06h21min (£0,18) 3h25min Médio
SJRPO3 6,58 06,19 (£0,03)  3h42min (x0,00) 6,18 (+0,02)  18h23min (£0,17)  3h50min Médio
SJRP107 6,62 13,23 (¢0,71)  4h25min (x0,11) 5,51 (£0,02)  05h32min (0,12) 2h50min Rapido
SJRP109 6,58 07,47 (+0,24)  4h02min (+0,08) 6,23 (+0,02)  13h00min (£0,47) 4h25min Médio
Controle 6,66 15,23 (¢0,58)  3h21min (x0,41) 5,50 (0,26) 4h13min (+0,42) 1h58min Rapido
Lb. helveticus SJRP56 6,57 06,03 (+0,00)  2h67min (x0,00) 6,14 (+0,02)  13h04min (£0,41) 3h15min Médio
SJRP191 6,58 03,21 (#0,20)  6h09min (+0,47) 5,77 (£0,03)  12h11min (£0,18) 4h07min Médio
Lb. delbrueckii subsp.  SJRP49 6,64 05,27 (#0,01)  4h75min (x0,00) 6,20 (+0,04)  13h59min (£0,23) 4h58min Médio
bulgaricus SJRP50 6,52 06,55 (+0,40)  2h55min (+0,18) 6,01 (+0,08)  08h30min (£0,53) 2h33min Rapido
SJRP51 6,59 05,97 (+0,66)  3h13min (x0,06) 6,13 (+0,01)  14h12min (£1,83) 3h00min Rapido
SJRP57 6,56 06,61 (£0,90)  2h67min (x0,12) 6,09 (+0,02)  09h25min (£1,90) 2h58min Rapido
SJRP76 6,58 07,82 (+0,16)  3h28min (+0,66) 6,05 (+0,07)  05h46min (+1,36) 3h13min Médio
SJRP149 6,57 06,07 (+0,03)  3h17min (x0,02) 6,05 (+0,00) 10h42min (£0,23) 3h23min Médio
SJRP181 6,57 04,78 (+0,71)  6h03min (x1,35) 5,65 (+0,15) 09h32min (£1,18) 3h16min Médio
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5.2.3. Perfil de hidrdlise proteica

A avaliacdo da capacidade de hidrélise proteica foi realizada para as cepas de
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP49 e SJRPS57, Lb. helveticus SJRP56 e
SJRP191, e S. thermophilus SJRP107.

A partir do gel (Figura 15) obtido pela analise de eletroforese, néo foi possivel
observar diferengas no perfil de hidrdlise proteica entre as culturas testadas. Todas
as culturas hidrolisaram a caseina com a formacéo das fragdes asi-caseina e f-
caseina, quando comparado com o padrdo de caseina (PC). Sendo assim, esta
analise nao contribuiu para a sele¢ao das cepas que seriam utilizadas na fabricacéo

dos queijos.

P €k €2 €3 €4 €5 PC
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Figura 15: Perfil de hidrolise da caseina por agao das culturas laticas. PL: Padrao
de leite; C1: cultura de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP49; C2: cultura de Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus SUIRP57; C3: cultura de Lb. helveticus SJRP56; C4: Lb.
helveticus SJRP191; C5: cultura de S. thermophilus SJRP107; PC: Padrao de

caseina.

5.2.4. Producgéao de exopolissacarideos (EPS)

Todas as cepas foram produtoras de EPS (Tabela 8), com variagdo de 34,9 a
62,2 (mg/10 mL meio), utilizando-se os meios M17 para os S. thermophilus e MRS

para os Lactobacillus. De acordo com Petry e colaboradores (2000), o meio de
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fermentacao influencia a produgdo de EPS por BAL. Sendo assim, ndo é possivel
comparar cepas de S. thermophilus e Lactobacillus. Entretanto, as cepas de Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus apresentaram maior producdo de EPS quando
comparadas com as de Lb. helveticus, as quais foram submetidas as mesmas
condi¢cbes. Para a complementacao dos resultados, a analise pode ser realizada
utilizando-se leite desnatado reconstituido, adicionado ou ndo de uma fonte de
carbono, a fim de obter informagdes adicionais sobre a produgdo de EPS em
produtos lacteos.

Grandi (2010) estudou a producdo de EPS por cepas autéctones de L.
helveticus, e obteve uma produgdo de 70,04 mg de EPS/10mL de meio
suplementado com 2% de glicose. A producéo de EPS é quase sempre favorecida
por temperaturas mais baixas de incubacgao, pelo pH préximo da neutralidade (6,0 a
7,0) ou por uma alta taxa de carbono/nitrogénio (GRANDI, 2010). Sendo assim, os
valores de EPS produzidos por L. helveticus neste estudo (Tabela 8) encontram-se
de acordo com o esperado, uma vez que apresentaram-se inferiores aqueles cujo
meio foi suplementado com uma fonte de carbono.

No entanto, pela técnica proposta, obteve-se um extrato bruto rico em
carboidratos, mas também contendo proteinas, sendo necessaria sua precipitacido
para se obter dados mais precisos do teor de EPS produzido.

Os EPS produzidos por BAL sao geralmente considerados de grau alimenticio
e sao produzidos naturalmente. Além disso, fornecem comprovada contribuicdo a
viscosidade e textura de iogurtes e de alguns tipos de queijos, prevenindo a
sinérese. Os EPS produzidos por BAL podem também substituir amidos modificados
quimicamente ou a gordura do leite em iogurtes comerciais. Adicionalmente, tem
sido relatado que alguns EPS possuem importantes caracteristicas prebidticas, tais
como propriedades imunoestimulativas, efeitos antioxidantes e atividade
antimicrobiana contra patégenos (WU et al., 2014).

Os EPS produzidos por BAL ainda podem ajudar no controle da producao de
biofilme por bactérias patégenas, considerado um grande problema nas industrias.
Em funcao da dificuldade de erradicagdo desses micro-organimos, se tornam fontes

de contaminagao dos produtos (LI et al. 2014).



Tabela 8: Producao EPS de cepas de bactérias acidolaticas termdfilas.

Cultura Cepa EPS (mg/10mL meio)
S. thermophilus SJRP02 40,1
SJRPO3 34,9
SJRP107 34,9
SJRP109 37,0
Lb. helveticus SJRP56 47,3
SJRP191 46,0
Lb. delbrueckii subsp. SJRP49 o7,7
bulgaricus SJRP50 50,1
SJRP51 62,2
SJRP57 52,1
SJRP76 54,0
SJRP149 50,9
SJRP181 61,3

5.3. Producao queijo Parmesao
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A partir da caracterizagdo de seguranca e tecnoldgica, as cepas de Lb.
helveticus SJRP56 e SJRP191, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus SJRP57 e S.

thermophilus SJRP107 foram selecionadas e aplicadas na produgdao de queijo

Parmesao.

5.3.1. Determinagao do rendimento

Para a producédo das amostras de queijo, foram utilizados 300 litros de leite,

gerando 23,95 Kg de queijo. Sendo assim, tem-se que o rendimento do queijo

Parmeséo foi de 12,53 litros de leite por quilo de queijo.
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5.3.2. Caracterizagao fisico-quimica do queijo Parmesao

5.3.2.1. Composigao centesimal

No primeiro dia de maturagdo, fez-se a determinacdo da composigcao
centesimal do queijo e os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 9.
De acordo com o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade dos Queijos
(Portaria 146/1996), para ser classificado como Parmesao, o queijo deve possuir de
25 a 44,9% de gordura no extrato seco (GES) (BRASIL, 1996), sendo assim, o
queijo produzido com cultura autoctone atendeu aos padrdes exigidos pela
legislacdo em relagdo a este parametro, uma vez que o valor de GES calculado foi
de 43,6 £ 1,3%.

Tabela 9: Composicao centesimal do queijo Parmesao (1 dia de maturagao).

Parametro Valor* (%)
Umidade 36,59 + 0,26
Proteina 30,29 + 1,63
Gordura 27,7+0,8
Cinzas 4,66 + 0,16
Sal 2,02 +0,28

*Os valores referem-se a média de dados obtidos em triplicata.

5.3.2.2. Acompanhamento das caracteristicas fisico-quimicas durante o

periodo de maturagao

Durante o periodo de maturacdo, a cada 30 dias, determinou-se as
caracteristicas fisico-quimicas, descritas na Tabela 10. O teor de umidade reduziu
significativamente a cada més de maturagao, variando de 36,59 a 26,85% entre 1 e
120 dias de maturagdo. Com 150 dias, houve um aumento do valor de umidade,
voltando a cair com 180 dias. De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade
e Qualidade dos Queijos (Portaria146/1996), o Parmeséao pode ter umidade maxima
igual a 35,9%, quando completamente maturado (BRASIL,1996). Sendo assim, a

partir do 30° dia de maturagao, o queijo ja obedecia as normas estabelecidas.
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A relacdo Ntca/NT expressa o indice de protedlise, uma vez que Ntcaindica o
teor de nitrogénio ndo proteico presente na amostra. A partir da Tabela 10, vé-se
que houve aumento do valor obtido por essa relacdo durante todo o periodo de
maturacdo. A medida que ocorre a hidrolise da caseina em peptideos e estes em
aminoacidos, aumenta-se a quantidade de nitrogénio ndo proteico na amostra. Estes
peptideos possuem grande importancia no desenvolvimento de sabor e aroma
caracteristicos dos queijos (BROADBENT et al., 2011).

A relagao entre NSpHa,6/NT também € um indicador da protedlise uma vez que
NSpH4,6 indica o teor de nitrogénio ndo caseico, que devido a hidrélise da caseina,
tende a aumentar durante o periodo de maturagdo. Observa-se 0 aumento desta
relacdo més a més (Tabela 10). Este aumento € um bom indicador da atividade
proteolitica devido a agdo do agente coagulante, onde sdo determinados os
peptideos de peso molecular alto e médio provenientes das a e B-caseinas, podendo
também estar incluidos peptideos de baixo peso molecular e aminoacidos
(BARROS, 2009).

A acidez do queijo possui grande relevancia para assegurar 0
desenvolvimento da microbiota latica, além de favorecer as diferentes reacdes
enzimaticas durante o periodo de maturagdo do queijo (BARROS et al., 2011;
SALAUN, MIETTONB, GAUCHERON, 2005). O teor de acidez nado variou
significativamente (p>0,5) entre 1 e 30 dias de maturagdo, indicando uma
acidificagdo mais lenta neste periodo. No entanto, a partir de 30 dias, houve
aumento significativo até 90 dias de maturagdo, com posterior redugdo, néo
diferenciando-se entre 90 e 120 dias, e posteriormente entre 150 e 180 dias.

Apesar dos valores de pH terem apresentado variacao significativa durante o
periodo de 180 dias, estas variacbes foram pequenas (5,22 a 5,36) e podem ser
considerados aceitaveis no processo industrial, uma vez que normalmente ocorrem

variagdes pela heterogeneidade das pecas dos queijos.



Tabela 10: Caracteristicas fisico-quimicas do queijo Parmesao ao longo da maturagéo.
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Tempo de maturagao (dias)

Parametro
1 30 60 90 120 150 180
Umidade (%) 36,59 +0,26" 33,19+0,608 31,94+0,66° 29,78 +0,95° 26,85+0,12F 28,43+ 1,298 27,01 +0,37F
Ntca/NT (%) 0,2 0,8 1,4 1,6 2,2 2,6 2,7
NSpH4,6/NT (%) 0,5 2,0 2,7 2,8 3,4 3,8 4,3
Acidez (%) 0,37 £ 0,014 0,51 + 0,024 1,03 + 0,028 1,40 £ 0,22¢ 1,47 £ 0,15¢ 2,16 + 0,34P 2,43 +0,18P
pH 5,25+ 0,028 5,29+ 0,08”8 5,36 + 0,047 5,25+ 0,078 5,35+ 0,057 5,22 + 0,098 5,36 + 0,024

Nrca: nitrogénio sollvel em acido tricloroacético; NSphae: nitrogénio soliivel em pH 4,6. NT: nitrogénio total. A B. C. D |etras diferentes na mesma linha indicam

diferenca significativa (p<0,05).



5.3.3. Analise do perfil de hidrélise proteica no queijo

A protedlise é o evento mais complexo e, para algumas variedades de
queijos, o evento bioquimico de maior importancia que ocorre durante a maturagao.
Em muitas variedades de queijos, a hidrdlise inicial da caseina € causada pela agao
do coagulante e, em menor grau, pela plasmina ou proteinases de células somaticas
que podem estar presentes no leite, resultando na formacgao de peptideos grandes e
médios, 0s quais, por sua vez continuam sofrendo a agdo do coagulante mas
também sao hidrolisados por enzimas de culturas iniciadoras e nao-iniciadoras
presentes no queijo. A produgdo de pequenos peptideos ocorre devido a acéo de
proteinases microbianas, enquanto que a atuagéo de aminopeptidases, dipeptidases
e tripeptidases, que sao intracelulares, é responsavel pela formagao de aminoacidos
livres, apds a lise celular (McSWEENEY, 2004).

Pode-se observar a evolugao da maturagcéo do queijo Parmesao (Figura 16).
Nota-se que ha diminuigao da fracdo de B-caseina (B-CN), cujos principais produtos
de degradacgéo sao as fragdes y1, y2 e y3-caseina (y1, y2 € y3-CN), que, por sua vez,
apresentaram aumento da intensidade da coloragdo ao decorrer do tempo,
indicando aumento da concentracdo. Também pode-se observar a diminuicdo da
fragdo de a-caseina (a-CN) que tem como principal produto a asi-lI-caseina (as1-I-
CN). O surgimento da fragdo as1-I-CN-9P (f24-199) em queijos € caracteristico da

protedlise primaria, indicando possivel agao residual do coalho (BARROS, 2009).

Os resultados encontrados sdo semelhantes aos observados em estudos de
maturagcdo de queijos duros por aplicacdo da eletroforese em gel de Ureia-PAGE
(SIHUFE, ZORRILLA, RUBIOLO, 2010; MAYER, 1996). Além disso, os dados
obtidos nesta analise estdo coerentes com os obtidos na analise fisico quimica
(Tabela 10), na qual verificou-se aumento da hidrélise proteica pelo aumento da

relagao entre nitrogénio soluvel em &cido tricloroacético e nitrogénio total.
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Figura 16: Gel de eletroforese obtido a partir das amostras de queijo durante o

periodo de maturacdo. P - padrédo de caseina; D - dias de maturacéo.

5.3.4. Avaliagao microbioldgica

O queijo produzido com as culturas autoctones atendeu ao Padrdo
Microbiolégico para Alimentos (RDC 12 — BRASIL, 2001), apresentando valor < 1,0 x
102 UFC/g para estafilococos coagulase positiva, 0,0 NMP/g para coliformes
termotolerantes, e auséncia de Salmonella em 25 g de amostra, conforme mostra o

laudo analitico (Anexo 1).



6. CONCLUSOES

As cepas de Lb. helveticus SJRP56 e SJRP191, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus SIRP57, e S. thermophilus SJRP107 foram consideradas seguras e
apresentaram boas caracteristicas tecnologicas para aplicagado em alimentos,

especialmente queijo Parmeséo;

O queijo Parmesdo produzido com as culturas autoctones apresentou
caracteristicas tipicas desse queijo, demonstrando a aplicabilidade dessas cepas

no produto;

Os resultados demonstraram o potencial de aplicagao das cepas selvagens para
a producdo em larga escala, ndo apenas representando um aumento da
diversidade de BAL para uso comercial, mas também ampliando as

possibilidades de aplicagdo dessas culturas em outros produtos lacteos.
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Anexo 1

Laudo da analise microbioldgica do queijo Parmesao



2/3

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CENTRO DE LABORATORIO REGIONAL X - SAO JOSE DO RIO PRETO
NUCLEO DE CIENCIAS QUIMICAS E BROMATOLOGICAS
Rua: Alberto Sufredine, 2325 - CEP: 15060-020

Fonel/Fax: (17) 32242602 - Sao José do Rio Preto - SP

LAUDO DE ANALISE N° 1856/2015

Unidade Analitica: MICROBIOLOGIA ALIMENTAR

Nome do Ensaio: Pesquisa de coliformes termotolerantes N
Referéncia: Resolugado RDC n° 12, de 01/01/2001, da ANVISA/MS -Anexo | — item 8

Resultado: 0,0 NMP/g
Método/Técnica: Numero Mais Provavel

Conclusao: Satisfatério

Nome do Ensaio: Pesquisa de estafilococos coagulase positiva

Referéncia: Resolugdo RDC n° 12, de 01/01/2001, da ANVISA/MS -An;xo | —item 8
Resultado: menor que 1,0 X 10° UFC/g
Metodo/Tecnica: Contagem em Placas Spread — Plate

Concluséo: Satisfatério

Nome do Ensaio: Pesquisa de Salmonella

Referéncia: Resolugdo RDC n® 12, de 01/01/2001, da ANVISA/MS - Anexo | - item 8
Resultado: Auséncia em 25g
Método/Técnica: Presenga/Auséncia

Concluséo: Satisfatério




3/3

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENGAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CENTRO DE LABORATORIO REGIONAL X - SAO JOSE DO RIO PRETO
NUCLEO DE CIENCIAS QUIMICAS E BROMATOLOGICAS
Rua: Alberto Sufredine, 2325 - CEP: 15060-020

Fone/Fax: (17) 32242602 - Sao José do Rio Preto - SP

LAUDO DE ANALISE N° 1856/2015

Observagoes :

1 - A avaliagao da rotulagem nao foi objeto de analise.
2 - Os resultados desta analise t&m significacio restrita e se aplica tho somente 4 amostra analisada,
nao podendo ser utilizados para fins de propaganda.

_——

Conclusao: Satisfatério

Complemento da Conclusdo: Trata-se de queijo de acordo com a legislacdo vigente, segundo as
determinacées realizadas.

Séo José do Rio Preto, 05 de margo de 2015.
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