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RESUMO

O parmesdo € um queijo tipico italiano e possui como caracteristicas peculiares o baixo
teor de umidade, a textura granular e o sabor picante. Seu processamento € sempre
lembrado pelo longo periodo de maturagdo e durante esta etapa ocorrem numerosas
reagdes bioquimicas de degradacdo de seus componentes pelas enzimas oriundas do leite e
do coalho e daquelas produzidas pelas bactérias, causando mudangas na textura e sabor
desse produto. A autdlise espontanea de microrganismos termofilos, como Lactobacillus
helveticus, ¢ uma caracteristica tecnoldgica importante para a escolha de culturas com
potencial de aplicagdo na fabricacdo de queijos de massa dura como o Parmesdo. Desta
forma o objetivo do presente trabalho ¢ avaliar, durante a maturac@o do queijo Parmesdo, o
desempenho autolitico de culturas de Lb. helveticus autdctones, previamente isoladas de
soro fermento. Foram utilizadas as culturas autoctones de Lb. helveticus, Es com perfil
autolitico elevado ¢ A e D; com perfil autolitico intermediario. A cultura comercial Cc;
(Lh-B02, Chr. Hansen) com perfil autolitico elevado foi utilizada como controle. A
atividade das enzimas intracelulares LDH e PepX, bem como a viabilidade foram
realizadas durante 48 horas de crescimento das culturas. Apos a elaboragdo dos queijos
com as diferentes culturas, mensalmente, foi determinada a contagem de lactobacilos
termofilos, a atividade das enzimas LDH e PepX, a evolugdo dos teores de acidez, tirosina,
triptofano e indice de maturagdo no queijo Parmesao ao longo de 180 dias de maturagdo. A
maior liberagdo das enzimas LDH e PepX in vitro foi observada na cultura comercial Cc; e
autoctone Es e comportamento semelhante entre as analises de CDM e cultivo em placa foi
observado apenas para a cultura autdctone A e cultivo comercial Cc;. A maior populagdo
de lactobacilos termoéfilos nos queijos experimentais foi observada aos 30 dias de
maturacdo. Em todas as amostras de queijos foi observada atividade da LDH e PepX nos
estagios finais de cura, sendo a maior atividade nos queijos fabricados com as culturas
com carater autolitico elevado. Houve aumento significativo nos teores de acidez, tirosina
e triptofano ¢ IM em todas as amostras de queijo Parmesdo ao longo de 180 dias de
maturacdo. As culturas D; e Es foram aquelas que apresentaram maiores aumentos nos
teores dos aminoacidos e do indice de maturagdo sugerindo o emprego destas na fabricacio

do queijo Parmesao.

Palavras-chave: Lactobacillus helveticus, autolise, contagem direta por microscopia,

Parmesao, LDH e PepX.
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ABSTRACT

Release of LDH and PepX enzymes and development of ripening of Parmesan cheese

added with cultures of Lactobacillus helveticus autolitics

The Parmesan is a typical Italian cheese and has peculiar characteristics such as low
moisture level, a granular texture and spicy flavor. Its processing involves long period of
ripening and during this stage there are many biochemical reactions produced by enzymes
from the raw milk, rennet and those produced by bacteria, resulting in changes in texture
and taste of this product. The spontaneous autolysis of thermophilous microorganisms,
such as Lactobacillus helveticus, is an important technological feature for the choice of
cultures with potential application in the production of hard cheeses, such as Parmesan.
The objective of this study was to assess the autolytic performance of cultures of
autochthonous Lb. helveticus, previously isolated from natural whey starter during the
ripening of Parmesan cheese. Autochthonous cultures of Lb. helveticus, Es with high
autolytic profile and A and D; with intermediary autolytic profile were used. The
commercial culture Cc; (Lh-B02, Chr. Hansen) with high autolitic profile was used as
control. The activity of in sifu intracellular enzymes LDH and PepX, and the cell viability
after 48 hours of growth were determined. Every month during the 180 days of ripening
the population of thermophilous lactobacilli, the activity of enzymes LDH and PepX, the
acidity, tyrosine, tryptophan contents and the index of ripening on Parmesan cheese were
determined. The highest release in vitro of the LDH and PepX enzymes was observed in
the commercial culture Cc; and autocthonous Es and similar culture A and the commercial
culture Cc;. The highest population of thermophilous lactobacilli in the experimental
cheeses was observed at the 30 days of ripening. In all cheeses samples it was observed in
the cheeses produced with cultures with higher autolytic profile. There was a significant
increase in acidity, tyrosine and tryptophan contents and IR in all samples of Parmesan
cheese during 180 days of ripening. The cultures D; and Es had been those that had
presented greaters increases in amino acids e IR suggesting the use of the cultures in the

manufacture of the Parmesan cheese.

Key words: Lactobacillus helveticus, autolysis, direct counting by microscopy, Parmesan,

LDH and PepX.



1. INTRODUCAO

O crescente interesse dos consumidores por queijos duros, como o Parmesdo, tem
motivado o aumento da produgdo deste derivado lacteo pelas industrias laticinistas
brasileiras, sendo o quarto queijo mais produzido no Brasil. Os queijos duros necessitam
de controle rigoroso durante todas as etapas de fabricacdo, principalmente na selecdo da
cultura acido-latica e o tempo de maturagdo empregado.

Diante da dificuldade de utilizar soro-fermento; ou seja, soro obtido de um
processamento em que foi empregado leite in natura fermentado naturalmente;
principalmente devido a contaminagdo e padronizagdo do queijo Parmesdo, no Brasil é
comum na fabricagdo deste queijo o emprego de cultura mista exdgena. Geralmente, a
cultura € constituida por microrganismos termofilos, tais como Lactobacillus helveticus e
Streptococcus thermophillus. Em contrapartida, a utilizacdo de culturas 4acido-laticas
autéctones confere atributo sensorial singular, revelando, pelo sabor e aroma, aspectos
associados as condi¢des edafo-climaticas da regido produtora do queijo Parmesdo. Estas
culturas formam-se sob o controle de fatores tecnoldgicos em um determinado ambiente,
sem sofrer a influéncia de microrganismos de outra procedéncia trazidos pelo homem.
Ainda, o emprego de culturas laticas autdctones mantém a biodiversidade natural.

Na elaboracdo de cultivos laticos destinados a fabricacdo de queijo Parmesdo ¢
comum selecionar bactérias acido-laticas capazes de metabolizar completamente a lactose
e galactose, produzir acido latico de forma controlada, resistir a choques osmoticos e
térmicos e inibir microrganismos patogé€nicos e deteriorantes. Para esta variedade de
queijo, outra caracteristica importante é o carater autolitico das culturas laticas, como uma
alternativa a aceleragdo do processo de maturacdo de queijos que requerem longo periodo
de estocagem.

A maturacdo onera a produ¢do do queijo Parmesdo, uma vez que o produto deve
ficar estocado durante seis meses de maturagdo, tempo minimo exigido pela legislagdo
vigente. Durante este periodo o queijo adquire textura granular e sabor levemente picante,
caracteristicas peculiares deste produto. No entanto, € possivel encontrar no mercado
brasileiro pegas integras ou fracionadas, maturadas por periodo inferior a seis meses. Como
alternativa para acelerar a maturacdo, a sele¢do de Lactobacillus helveticus com carater

autolitico representa um avango a tecnologia de fabricagcdo do queijo Parmesao.
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A lise de Lb. helveticus promove o extravasamento do contetdo citoplasmatico,
com conseqiiente liberacdo das enzimas intracelulares, facilitando a interacdo das lipases e
proteases com os substratos presentes na massa do queijo, promovendo as bioconversdes
que alteram a matriz caseinica. As enzimas de Lb. helveticus, principalmente as envolvidas
na lipdlise e protedlise secundaria, promovem a liberacdo de peptideos e acidos graxos de
baixo peso molecular, respectivamente, precursores dos compostos volateis, tais como
alcoois, ésteres, cetonas e aldeidos.

O complexo enzimatico intracelular de Lb. helveticus também € constituido por
enzimas glicoliticas e peptidoliticas, representadas comumente pela lactato desidrogenase
(LDH) e a X-prolil-dipeptidil aminopeptidase (PepX), respectivamente. Estas sdo
geralmente estudadas, in vitro e in situ, por demonstrarem no momento da lise das células
de Lb. helveticus uma maior atividade destas enzimas no meio extracelular. O estudo do
carater autolitico de culturas acido-laticas e a conseqiiente liberagdo do seu complexo
enzimatico podem ser relacionados as mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas do
queijo, como a acidez e¢ a protedlise. Estas altera¢des na matriz caseinica resultam na
formagdo da textura granular, bem como no desenvolvimento do aroma tipico do queijo.

Neste contexto, estudos do desempenho de culturas de Lactobacillus helveticus
autoliticos, isolados das industrias de laticinios nacionais podem contribuir para o
aperfeicoamento do processo tecnologico de fabricacdo, bem como melhorar a qualidade

do queijo Parmesao brasileiro.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o desempenho autolitico de culturas de Lactobacillus helveticus autoctones

previamente isoladas de soro fermento durante a maturagdo do queijo Parmesao.

2.2 Objetivos especificos

- verificar, por microscopia de fluorescéncia e pela técnica de cultivo em profundidade, a
viabilidade de Lactobacillus helveticus A, Cc; D, e Es cultivado em caldo De Man Rogosa
Sharp (MRS) pH 5,4 durante 48 horas;

- analisar a atividade das enzimas intracelulares LDH e PepX durante as fases de
crescimento de Lactobacillus helveticus A, Cc, D, e Es incubadas a 37 °C por 48 horas;

- produzir queijo Parmesdo com culturas de Lactobacillus helveticus com diferentes perfis
autoliticos, A, Cc; D, e Es;

- quantificar, mensalmente, a populagdo de lactobacilos termofilos e a atividade
enzimatica da LDH e PepX no queijo Parmesao durante 180 dias;

- avaliar a evolugdo dos teores de acidez, tirosina, triptofano e indice de matura¢do durante

180 dias de maturacgéo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e dados estatisticos de producio

do queijo Parmesao

O Parmesédo ¢ um queijo tipico italiano que possui baixo teor de umidade e textura
granular. Em algumas regides da Itdlia recebe o nome de Grana (CONSONNI,
CAGLIANI, 2008; FOX et al., 2000). As variedades Grana Padano, fabricada na Padania,
e Parmigiano-Reggiano, produzidas nas regides de Parma e Reggio Emilia possuem
Denominagdo de Origem Protegida (DOP), garantindo a originalidade a estes produtos
(BELLESIA et al., 2003; CANDIOTI et al., 2002). Fatores genéticos, sazonalidade e a
alimentagdo do gado sdo aspectos regulados pelos o6rgdos que fiscalizam a fabricagdo do
queijo Parmigiano-Reggiano DOP, uma vez que podem afetar as caracteristicas do produto
final (MALACARNE et al., 2006). Os queijos italianos sdo obtidos pela fermentagdo do
leite in natura, parcialmente desnatado, a partir do metabolismo das culturas acido-laticas
autéctones (COPPOLA et al., 2000), possuindo em média 30 % de umidade, 33 % de
proteina e 28 % de gordura, sendo geralmente maturados por periodo ndo inferior a 12
meses (GARINI et al., 2007; MALACARNE et al., 2006).

No Brasil o queijo Parmesdo apresenta consisténcia dura, textura compacta e
granulosa, crosta espessa de 4 a 8 mm, lisa e cor amarelo-palha, forma cilindrica e peso
entre 5 e 10 Kg. A temperatura de maturagdo ndo deve exceder a 18 °C e deve ser
maturado por no minimo 6 meses (BRASIL, 1997). De acordo com Furtado (2005), o
queijo Parmesdo maturado apresenta 31-32 % de umidade, 32-33 % de proteinas, 27-28 %
de gorduras, 1,3-1,5 % de sal e pH entre 5,4 e 5,6.

O queijo Parmesdo pronto para o consumo, segundo a legislacdo brasileira, deve
apresentar no maximo 5x10° NMP.g"' de coliformes a 45 °C, 10° UFC.g' de
Staphylococcus coagulase positiva e auséncia de Sal/monella sp em 25 gramas da amostra
(BRASIL, 1996).

Pimentel et al. (2002) observaram que amostras de queijo Parmesdo ralado
demonstraram conformidade com a legislagdo para os bioindicadores de contaminagdo.
Entretanto, Salvador et al. (2001) encontraram 40 % de amostras de queijo Parmesao
ralado com populagio de Staphylococcus coagulase positiva superior a 10° UFC.g”,

indicando divergéncia com a legislacdo.
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Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo do Brasil (ABIQ), foram
produzidas em 2006, 28.328 toneladas de queijo Parmesdo, incluindo as formas integra,
fracionada e ralada, com crescimento progressivo desde 1991 (Quadro 1). Essa estatistica &
atualizada uma vez por ano e estd disponibilizada somente para os associados no site

(http://www.abig.com.br/) da ABIQ na area de acesso restrito.

Quadro 1. Producao brasileira em toneladas de queijo Parmesdo em estabelecimentos com
SIF (Servigo de Inspecao Federal).

Queijo/Tipo 1991 1995 2000 2005 2006
Parmesao/forma 6.738 8.096 11.000 13.300 14.630
Parmesao/fracdo 114 139 220 330 363
Parmesdo/ralado 6.063 7.284 9.900 12.700 13.335

Total 12.915 15.519 21.120 26.330 28.328

Fonte: Associagdo Brasileira das Industrias de Queijo do Brasil.

A popularizacdo de queijos maturados no Brasil, como o Parmesdo, foi lenta se
comparada aos queijos Prato e Mussarela, por requererem extenso periodo de maturagdo
em ambiente controlado e matéria-prima de alta qualidade. A industria de queijos no pais
enfrenta a competicdo com os produtos importados, principalmente da Argentina e Europa,
0s quais possuem tradicdo na producdo de queijos (REZENDE, 2004).

No Brasil o consumo per capita de queijos ¢ de aproximadamente 3,0 Kg por ano,
indice baixo em comparag¢io a outros paises do MERCOSUL, como a Argentina e Uruguai
onde sdo consumidos cerca de 8,0 e 6,8 Kg, respectivamente (REZENDE, 2004). De
acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2006), 32,04 % do total
de queijo consumido no Brasil é de Mussarela, 9,61 % de Prato, 7,96 % de Minas e 5,64 %

de Parmesio.

3.2 Tecnologia de fabricacao do queijo Parmesao

Na Itélia, o queijo Parmeséo ¢ classificado como queijo extra-duro, coagulado pela
acdo do coalho e maturado, internamente, por a¢do de bactérias acido-laticas classificadas
com starters (LAB) e ndo starters (NSLAB). A Figura 1 demonstra o fluxograma de

fabricac¢do do queijo Parmigiano-Reggiano.



Leite in natura
Creme <—~

Leite semi-desnatado

Coalho — > Soro fermento natural
Coaglll/lac;ﬁo

Corte do\l/coégulo
Cozimento a 53-%5 °C/ 10-12 min.
Enformagem\l—/ 25a40Kg
Salga
N\

Maturacao 18-24 meses

Figura 1. Processo simplificado de fabricagdo do queijo Parmigiano-Reggiano (FOX et al.,
2000).

A padronizagdo do leite utilizado nos processamentos tradicionais da Italia ¢
realizada por sedimentagdo em tanques apos repouso de 5 a 15 horas, sob temperatura
entre 16 e 22 °C. Este procedimento ¢ conhecido como affioramento (MALACARNE et
al., 2006; FOX et al., 2000). Nesta etapa ocorre a depuragdo fisica aliada ao desnate
natural, pois as aglutininas removem parte da microbiota presente, dentre os quais,
microrganismos esporulados que podem induzir o estufamento tardio da massa do queijo
durante a matura¢do (FURTADO, 2005).

As culturas starters, nos processamentos tradicionais da Italia, sdo obtidas da
fermentacdo natural do soro resultante da fabricagdo do queijo e posteriormente
adicionadas ao leite semi-desnatado. Este procedimento é realizado retirando o soro ao
final da fabricag¢do, deixando o mesmo em repouso de um dia para o outro, devendo o
mesmo apresentar-se aromatico ¢ com acidez entre 100 e 120 °D (LINDNER, 2008;
FURTADO, 2005).

No Brasil, o queijo Parmesdo ¢ fabricado com leite pasteurizado com teor de
gordura padronizado para 2,5 %, acidez Dornic entre 16 e 18 °D, populagdo de bactérias
mesoéfilas ndo superior a 8,0)(104 NMP.mL'l, 2,0);100 NMP.mL"! para coliformes
termotolerantes, valor inferior a S,OxlOO NMP.mL! para coliformes totais e auséncia de
Salmonella sp em 25 mL da amostra. Também deve ser verificada a auséncia de sabor e
odor estranho, neutralizantes de acidez, reconstituintes de densidade e residuos de
antibioticos (BRASIL, 2002).

As enzimas coagulantes comumente empregadas na producdo de queijos sdo

aquelas obtidas do quarto estomago de bezerros em lactagdo, composto de 85 a 95 % de
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quimosina e 5 a 15 % de pepsina. E possivel encontrar no mercado coalho constituido de
quimosina pura, produzido a partir da clonagem do gene que codifica a quimosina em
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus oryzae, A. nidulans, A. niger,
Kluyveromyces lactics e Trichoderma reesei (VASCONCELOS et al., 2004).

Os microrganismos termofilicos utilizados na fabricacdo do queijo Parmesio
devem ser inoculados de 1 a 1,5 %, em uma temperatura que pode variar de 32 a 35 °C. A
cultura pode ser mista, constituida por Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii bulgaricus ou utilizar somente o Lactobacillus helveticus como cultura starter
(PERRY, 2004). A coagulagdo pela acdo do coalho deve ocorrrer em no méximo 40
minutos em temperatura de 35 °C (VASCONCELOS et al., 2004; FURTADO, 2005).

Apbs o corte da coalhada a massa é cozida por aproximadamente 12 minutos em
uma temperatura que varia de 53 a 55 °C. Esta temperatura ¢ necessaria para a obteng¢do de
uma massa mais seca, e a mexedura que ¢ realizada durante o cozimento proporciona uma
reducdo no tamanho dos grdos, influenciando na formacdo de uma massa compacta no
momento da prensagem. A dessoragem ¢ realizada quando a acidez do soro for igual a 2/3
da acidez inicial do leite, ou seja, no leite com 18 °D o soro apresentard 12 °D (FOX et al.,
2000).

A massa ¢ transferida para formas redondas e a prensagem ¢ realizada em prensa
individual ou coletiva vertical, com peso ou ar comprimido. No Brasil, o queijo Parmesao
¢ geralmente fabricado em formas de 4 a 5 Kg, diferente do observado na produgio do
original italiano que em média possui 35 Kg (FURTADO, 2005). Apos, a salga ¢ efetuada
em salmoura contendo 20 % de cloreto de sddio (NaCl) a 12 °C em periodo proporcional
ao peso do queijo. A secagem apos a salga é conduzida em camara a 10 a 12 °C durante 3 a
5 dias e a maturacdo em ambiente refrigerado a 12 a 18 °C, com umidade relativa do ar
(URA) entre 80 a 85 % durante 6 a 12 meses (FURTADO, 1991).

O Parmigiano-Reggiano ¢ maturado por um longo periodo, igual ou superior a 2
anos para a obtencdo da textura dura e granular, que resulta do emprego de altas
temperaturas no cozimento da massa e evapora¢do da umidade durante a maturagdo (FOX

et al., 2000).



3.3 Lactobacillus

As bactérias acido-laticas pertencentes ao género Lactobacillus sao microrganismos
Gram positivos, ndo formadores de esporos, com morfologia que pode variar de cocos a
bacilos, geralmente catalase negativo, 4cido tolerantes, nutricionalmente fastidiosas e
metabolismo fermentativo (DELLAGLIO; FELIS, 2005). Sdo encontrados em diferentes
ambientes com disponibilidade de carbono e nitrogénio, tais como produtos de panificacgao,
carneos e lacteos, vegetais e frutas (SILVA et al., 2007).

As bactérias acido-laticas, de acordo com seus co-produtos metabdlicos ou pela sua
temperatura 6tima de crescimento, podem ser classificadas em homofermentativas, quando
o0 acido latico € o principal metabolito (70 a 90 %) e heterofermentativas quando produzem
outros compostos, tais como acido acético, CO; e etanol, simultaneamente a sintese de pelo
menos 50 % de 4cido latico (Quadro 2). Bactérias acido-laticas mesofilicas apresentam
melhor desempenho fisioldgico em temperaturas de 25 a 30 °C, e as termofilicas

apresentam maior velocidade especifica (1) quando incubados entre 40 a 44 °C.

Quadro 2. Algumas caracteristicas de bactérias acido-laticas empregadas em derivados
lacteos.

Género Morfologia Temperatura 6tima Espécie Metabdlito principal
Streptococcus €OCos 40 -44 °C S. thermophilus acido L(+) lactico
Lb. bulgaricus acido D(-) lactico
40 - 44 °C Lb. helvetz.cus ’aC.ldO DL la’ct1.c0
Lactobacillus bacilos Lb. lactis acido D(-) lactico
Lb. acidophilus acido DL lactico
o Lb. casei acido L(+) lactico
25-30°C Lb. kefir 4cido DL lictico
Lc. lactis acido L(+) lactico
Lc. cremoris acido L(+) lactico
Lactococcus — cocos 25-30°C Lo oo dcido L(+) lictico.acetaldeido,
’ 4 diacetil,acetoina, CO,
Pediococcus cocos 25-30°C P. acidilactici acido DL lactico
Ln. cremoris - L , -
Leuconostoc ovéides 2530 °C L. dextranicum acido D(-’) .1act1cq,acef[01na, (acido
; acético), diacetil, CO
Ln. lactis
. . bacilos B. breve L. .
+
Bifidobacterium ou 35 .38 °C B. bifidum am;l:i é:)( al;l;:ctcl)co,
bifidos B. longum

Fonte: Saloff-Coste (1994).




9

De acordo com o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (GARRITY et al.,
2005), o género Lactobacillus inclui 106 espécies descritas, pertence ao filo Firmicutes,
classe Bacilli, ordem Lactobacillales e familia Lactobacillaceae. A familia
Lactobacillaceae ¢ um grupo monofilético, ou seja, composto por espécies que tem um
unico ancestral em comum, incluindo os géneros Lactobacillus, Paralactobacillus e
Pediococcus.

Técnicas de biologia molecular como o seqiienciamento do RNA ribossomal 16S e
23S (RNAr) sdo alternativas valiosas para a identificagdo das espécies acido-laticas, uma
vez que a seqiiéncia gendmica ¢ conservada durante a evolug@o. Baseando-se em analises
comparativas da seqiiéncia do RNAr, o grupo das bactérias 4cido-laticas inclui
Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Streptococcus €

apresenta a filogenia demonstrada na Figura 2 (GIRAFFA; ROSSETTI; NEVIANI, 2000).

Le. oenos

Le. mesenteroides mesenteroides

Lc. mesenteroides cremoris

Lb. helveticus
Le. paramesenteroides Le. lactis

Lb. confusos
Lb. minor

Lb. acetolerans
Lb. viridesce Lb. delbrueckii delbrueckki

Lb. kandleri Lb. delbrueckii lactis

Lb. gasseri
-Lb. amylophilus

-Lb. fermentum

C. divergens
C. funditu

Lb. casei
Lc. lactis cremoris

Le. lactis lactis

c. garvine
c. raffinolactis

Lc. plantarum
S. salivarus

S. bovis

Figura 2. Dendograma demonstrando a relacdo entre algumas bactérias laticas . C -
Carnobacterium; Ec - Escherichia; Lb. - Lactobacillus;, Lc - Lactococcus; Le -
Leuconostoc, S - Streptococcus (GIRAFFA; ROSSETTI; NEVIANI, 2000).

O género Lactobacillus ¢ dividido em trés grupos principais com base no tipo de
fermentagdo. No grupo I estdo os lactobacilos obrigatoriamente homofermentativos
compostos pelas espécies Lb. delbrueckii lactis, Lb. delbrueckii bulgaricus, Lb. helveticus,
Lb. kefiranofaciens, Lb. acidophilus, Lb. gasseri e Lb. jugurti. O grupo II é representado
por lactobacilos heterofermentativos facultativos como Lb. casei, Lb. paracasei paracasei,

Lb. paracasei tolerans, Lb. rhamnosus e Lb. plantarus e o grupo III, refere-se aos
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lactobacilos obrigatoriamente heterofermentativos que ndo possuem espécies LAB
importantes, exceto aquelas empregadas para a produgdo de Kefir (BURITI; SAAD, 2007;
ROBINSON, 2002).

Na homologia DNA/DNA, Lactobacillus helveticus forma um estreito grupo com
as cepas antigamente denominadas de Lactobacillus jugurti, mas ndo proxima a cepas
Lactobacillus delbrueckii bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii lactis e Lactobacillus
gasseri. A filogenia relacionada entre Lactobacillus helveticus ¢ Lactobacillus acidophilus
¢ indicada pela porcentagem de homologia de 20 a 30 % (GIRAFFA; ROSSETTI
NEVIANI, 2000).

3.3.1 Lactobacillus helveticus

Os Lactobacillus helveticus sdo microrganismos bacilares regulares Gram
positivos, moderadamente termoéfilos e homofermentativos. Sdo extensivamente utilizados
como cultura LAB de queijos duros e semi-duros, tais como Grana Padano, Parmigiano-
Reggiano e Suico (GATTI et al., 2005; GATTI et al., 2004; GIRAFFA; ROSSETTI;
NEVIANI, 2000). No queijo, os fatores que controlam o desenvolvimento deste
microrganismo incluem a atividade de 4gua (Aw), concentracdo de sal, potencial de oxido-
reducdo, pH, temperatura de maturacdo e presenca de bacteriofagos (FOX et al., 2000).

A presenca de diferentes biotipos tem sido demonstrada em estudos de
identificacdo feitos com esta espécie (GATTI et al., 2004; GIRAFFA; ROSSETTI,
NEVIANI, 2000). A diversidade fenotipica ¢ determinada pelas caracteristicas
bioquimicas, ou seja, pelo perfil de fermenta¢do e/ou atividade de peptidases e a
diferenciagdo genotipica pode ser realizada pela técnica de Randomly Amplified
Polymorphic DNA - Polimerase Chain Reaction — RAPD - PCR (GATTI et al., 2004;
GIRAFFA; ROSSETTI; NEVIANI, 2000).

Com relagdo ao perfil de fermentag¢do de carboidratos, o Lb. helveticus pertence ao
grupo I (COGAN; ACCOLAS, 1996), sendo incapaz de hidrolisar amigdalina, arabinose,
celobiose, esculina, gluconato, manitol, melezitose, melibiose, rafinose, ribose, salicina,
sacarose e xilose (ROSSI et al., 2002) e capazes de fermentar a galactose, glicose e lactose
(TORRIANI; VESCOVO; SCOLAR, 1994). Cetonas, aldeidos e compostos sulforosos
podem ser produzidos a partir do metabolismo de Lactobacillus helveticus (KLEIN et al.,

2001).
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Os Lactobacillus helveticus possuem como caracteristica importante capacidade de
produzir altas concentragdes de acido latico em leite e de expressar um complexo sistema
proteolitico (BORGO et al., 2007). A proteodlise durante o crescimento de Lactobacillus
helveticus ¢ decorrente da ag¢do de endopeptidases e exopeptidases que hidrolisam as
proteinas do leite e liberam os aminoacidos livres necessarios ao seu crescimento. Estas
enzimas proteoliticas sdo importantes para a formag@o dos compostos de aroma e sabor no

queijo Parmesdo (PAN; TANOKURA, 2004).

3.4 Bioquimica da maturacio

A maturagdo ¢ um evento complexo que envolve sucessdo da microbiota e
conversdes bioquimicas nos constituintes da massa, resultando nas caracteristicas de
textura, sabor e aroma dos queijos maturados (McSWEENEY, 2004; PEROTTI et al.,
2005). Durante a maturagdo ocorre perda de umidade, fermentagdo da lactose, maior ou
menor solubilizagdo dos produtos de degradagdo da caseina, conversdo da gordura em
acidos graxos livres e formagdo da casca do queijo (MALACARNE et al., 20006).

Os compostos de sabor e aroma produzidos durante a maturagdo bem com a textura
adquirida pelo queijo sdo determinados pelo tipo de processamento empregado,
composi¢do da massa, tais como umidade e concentracdo de sal, cultura iniciadora
utilizada e, em alguns casos, pela microbiota secundaria (FOX et al., 2000).

O leite contém aproximadamente 60 enzimas endogenas, incluindo lipases e a
plasmina, que podem ser termorresistentes quando associadas a micela de caseina
(McSWEENEY, 2004; FOX et al., 2000; LAW, 1997). As rea¢des de catalise da lactose
envolvem as enzimas da via glicolitica, dentre elas a [-galactosidase e a lactato
desidrogenase. A protedlise € catalisada pelas proteinases residuais do leite, do coalho e
proteinases e peptidases das bactérias laticas starter e ndo starter. A lipdlise é catalisada
pelas lipases residuais do leite, esterase do coalho, lipase e esterases das bactérias starter e
ndo starters e lipases exogenas, adicionadas para acelerar a maturagdo de queijos
(WILKINSON; KILCAWLEY, 2005). Em queijo Parmesdo, normalmente ¢ estudada a
atividade das enzimas intracelulares lactato desidrogenase, glicose-6-fosfato-
desidrogenase, prolina iminopeptidase, aminopetidase N, glutamil aminopeptidase ¢ X-
prolil-dipeptidil aminopetidase (GATTI et al., 1999; GATTI et al., 2008a; LINDNER et
al., 2008).
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3.4.1 Glicolise

No leite a lactose € o principal carboidrato compondo aproximadamente 38 % dos
solidos totais. E um dissacarideo formado por um residuo de glicose e um de galactose
ligados por uma ligagdo glicosidica $-1,4 (NELSON; COX, 2007). Outros aglicares, como
glicose, frutose, glicosamina, galactosamina e oligossacarideos neutros e acidos também
sdo encontrados no leite em quantidades reduzidas (WALSTRA; GEURTS; WOUTERS,
2005; LAW, 1997, COGAN; ACCOLAS, 1996).

A lactose € transportada para o interior da célula bacteriana por dois mecanismos,
no primeiro o dissacarideo é fosforilado durante a passagem através da membrana e no
segundo, proteinas especifica, denominadas permeases, translocam a lactose sem
modificacdo quimica. Na célula a lactose ¢ entdo hidrolisada pela enzima p-galactosidase
em glicose e galactose que, posteriormente, sdo oxidadas a piruvato pela via Embden-
Meyerhof-Parnas e Leloir, respectivamente (NELSON; COX, 2007; WALSTRA;
GEURTS; WOUTERS, 2005).

O metabolismo dos carboidratos pelas bactérias acido-laticas pode ser classificado
como homofermentativo ou heterofermentativos (Figura 3). A fermentagdo
homofermentativa ou glicdlise, via Embden-Meyrhof-Parnas, fornece exclusivamente
acido latico como produto final. Na fermentag¢do heterofermentativa, via do fosfogluconato
fornece acido latico, etanol (e/ou acetato) e CO, em quantidades equimolares (WALSTRA;
GEURTS; WOUTERS, 2005; LAW, 1997; COGAN; ACCOLAS, 1996).

A reducdo do piruvato a lactato € catalisada pela enzima lactato desidrogenase
(LDH) com oxida¢do do nucleotideo de piridina NADH em NAD", sendo que as duas
formas isoméricas D ou L-lactato sdo reduzidas por enzimas especificas para cada isomero
(NELSON; COX, 2007).

As bactérias laticas dependendo da espécie produzem um ou outro isomero. Assim,
Leuconostoc sp € Lactobacillus delbrueckii produzem somente o D-lactato, Lactococcus sp
e Streptococcus thermophilus produzem somente a forma L e Lb. helveticus sintetiza uma
mistura dos dois isomeros. No entanto, produz principalmente a L-lactato desidrogenase. A
racemiza¢do do lactato da forma L para a forma D pode levar a formacgdo de cristais
brancos, principalmente na superficie do queijo, ja que o Ca-D-Lactato ¢ menos soluvel

que Ca-L-Lactato (LINDNER, 2008).
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Figura 3. Metabolismo da lactose por bactérias laticas (KANDLER, 1983).

A metabolizagdo da lactose em acido latico € a fungdo primaria de qualquer cultura
LAB na fabrica¢do de queijos. Durante a fabricacdo, a acidificacdo do queijo permite a
drenagem da massa e inibe o desenvolvimento da microbiota oportunista (NEVIANI et al.,
1995). Segundo Lindner (2008), a catalise completa da lactose residual da massa impede a
proliferagdo de bactérias indesejaveis, que sdo capazes de utilizar este carboidrato como
fonte de energia. A concentragcdo de lactose no leite influencia a caracteristica da massa
uma vez que afeta o pH final do queijo, a textura, a atividade enzimatica e o
desenvolvimento da microbiota secundaria (McSWEENEY, 2004).

De acordo com Torriani, Vescovo e Scolari (1994), em queijos duros, a formagio
de melanoidinas, decorrente da catalise incompleta da galactose, pode ser evitada pela
adicao de bacilos galactose positivos, tal como o Lb. helveticus, pois esta espécie € apta em
sintetizar a enzima galactose-1-fosfato uridil transferase (KLEIN et al., 2001; TORINO et

al., 2001), impulsionando a oxidagdo completa deste substrato.
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A extensdo da acidificacdo influencia a textura inicial da massa por afetar a
desmineralizagdo, relatada como a solubilizag¢@o do célcio que ocorre devido a produgdo de
acido latico pelas bactérias laticas. O acido produzido reage com o célcio ligado a caseina,
formando o lactato de calcio, substancia soluvel e se perde no soro. A maior produgdo de
acido latico induz remogao excessiva do calcio do complexo da caseina, tornando-a menos
coesa ou mais quebradica (McSWEENEY, 2004). O metabolismo da lactose pela via
heterofermentativa pela microbiota secundaria forma lactato, etanol, acetato e CO,,
promovendo a formacdo de olhaduras e trincas, bem como o desenvolvimento de odores
indesejaveis no queijo Parmesdo (McSWEENWEY, 2004; FURTADO, 2005).

As bactérias 4cido-laticas podem utilizar o citrato como fonte de carbono
sintetizando succinato e diacetil. O succinato é um composto que se liga ao glutamato
monossodio, melhorando as propriedades de aroma e sabor, sendo isolado de muitas
variedades de queijos, principalmente o queijo Suico e Cheddar (LINDNER, 2008). Em
queijo Cheddar o succinato é produzido pelas bactérias ndo starters a partir do citrato pela
via do acido tricarboxilico. O diacetil ou butanodiona ¢ outro importante derivado do
citrato responsavel pelo sabor ¢ aroma de queijos como Cheddar e Cottage, manteiga e
iogurtes. Bactérias 4cido-laticas ndo starter como Lactococcus lactis lactis biovar.
diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides cremoris podem fermentar o acido citrico
presente no leite ou no queijo, produzindo diacetil, um componente volatil e muito

aromatico pela via do acido citrico (FOX et al., 2000).

3.4.2 Lipolise

A hidroélise dos lipidios (Figura 4) ¢ extensivamente discutida como essencial para
a formacdo dos compostos volateis caracteristicos do Parmesdo (DI CAGNO et al., 2006;
MALACARNE et al., 2006; QIAN; REINECCIUS, 2002).

A acdo das lipases microbianas contribui para a formagdo de acidos graxos de
cadeia curta que sdo liberados durante a maturagdo dos queijos (COLLINS;
McSWEENEY; WILKINSON, 2003). Por outro lado, reacdes oxidativas observadas em

acidos graxos polinsaturados conferem rango ao queijo (FOX et al., 2000).
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Figura 4. Hidrdlise dos triglicerideos pelas lipases (FOX et al., 2000).

Na lipdlise, ¢ comum a agdo de lipases e esterases do proprio leite, do coalho e
aquelas constituintes do complexo enzimatico das culturas acido-laticas (LINDNER et al.,
2008; GATTI et al., 2008b). As lipases das bactérias acido-laticas do género Lactobacillus
possuem baixa atividade, entretanto, podem atuar sobre a por¢do lipidica liberando acidos
graxos de cadeia curta e ésteres suficientes para promover alteragdes no sabor em queijos
que requerem longo periodo de maturacdo (BROADBENT; STEELE, 2005).

A presenga de acidos graxos livres (AGL) em queijo Reggianito Argentino,
produzido com Lb. helveticus isolados de soro-fermento natural e maturado por 180 dias
foi observada por Perotti et al. (2004). As concentragdes aproximadas de acido palmitico e
acido estearico foram de 6x10° mgkg”' e 2x10% mgkg”, respectivamente. Estes valores
foram comparados aqueles presentes no queijo Parmesao italiano, o qual apresentou valor

aproximado de 1,5x10° mg.kg" para 4cido palmitico e 5x10% mg.kg™" para acido estearico.
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3.4.3 Proteolise

A proteolise em queijos € um processo enzimatico influenciado pela umidade, pH,
concentracdo de sal no queijo, bem como pela temperatura empregada durante a maturacao
(MALACARNE et al., 2006). A hidrélise das caseinas em regides especificas promovida
por proteinases do coalho ¢ definida como protedlise primaria (FOX; McSWEENEY;
1998), enquanto a protedlise secundaria envolve a degradacdo de proteinas e peptideos de
alto peso molecular por proteinases e enzimas peptidoliticas extracelulares das bactérias
acido-laticas. A protedlise primaria é observada em todos os queijos e a protedlise
secundaria ¢é restrita a queijos maturados (WILKINSON; KILCAWLEY, 2004).

A quimosina ¢ a principal enzima presente no coalho, a qual, inicialmente, hidrolisa
a caseina intacta entre os residuos Phel05-Met106 da k-caseina. As proteinases e
peptidases das bactérias acido-laticas tém importante contribui¢do na liberacdo de
aminoacidos e peptideos soliveis em dgua (McSWEENEY, 2004).

As modifica¢des que ocorrem nas fragdes protéicas modificando as caracteristicas
sensoriais do queijo Parmesdo podem ser mensuradas a partir dos indices de maturacdo
(FURTADO, 1991). A quantidade de substancias nitrogenadas soluveis em pH 4,6 ¢
relacionado a a¢do das enzimas do coalho residual, sendo que as proteinases e peptidases,
principalmente oriundas do complexo enzimaticas das bactérias laticas, atuam sobre os
peptidios, produzindo compostos de baixo peso molecular, como oligopeptideos,
aminoacidos e aminas, aumentando o nitrogé€nio soluvel em &cido tricloroacético - TCA
12 % (FARKEY; FOX, 1990; PEREIRA et al., 2008).

Candioti et al. (2002) em estudo realizado com queijo Reggianito Argentino
elaborado com trés diferentes cepas de Lactobacillus helveticus verificaram que os teores
de nitrogénio solivel em TCA 12 % diferiram ao longo de 180 dias de maturacdo e o
queijo fabricado com Lb. helveticus SF209 apresentou maior atividade peptidolitica

quando comparada aos outros tratamentos.

3.5 Autolise de bactérias lacticas em queijo

A autélise espontanea ¢ a desintegragdo da parede celular resultante da hidrolise das

peptideoglicanas pelas autolisinas (KENNY et al., 2005). De acordo com a especificidade

que apresentam as autolisinas, elas sdo divididas em [-N-acetilmuramidase, p-N-
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acetilglucosaminidase, N-acetilmuramil-L-alanina amidase e peptidases (Figura 5). Este
processo ¢ comumente evidenciado quando as bactérias alcancam a fase estacionaria de
crescimento ou quando se encontram em condicdes fisioldgicas desfavoraveis (CIBIK;

CHAPOT-CHATIER, 2004; PILLIDGE et al., 2002).

Endo-BN-acetilglicosaminidase

Endo-BN-acetilmuramidase
Glc-Nac —MurNac—— Gle-Nac——MurNac

<——— N-Acetilmuramoil-L-alanina amidase
L-?la

Endopeptidase

Carboxipeptidase

L-Lis==D-Asp

MurNac——Glc-Nac——MurNac ——Glc-Nac

Figura 5. Representacdo geral da estrutura peptidoglicana da parede celular de Lactococcus
demonstrando a especificidade das hidrolases de peptideoglicanas (PILLIDGE et al.,
2002).

O monitoramento da lise em bactérias acido-laticas € realizado pela atividade das
enzimas intracelulares sobre os carboidratos, lipideos e proteinas presentes na matriz do
queijo (KENNY et al., 2005; KIERNAN et al., 2000).

Na tecnologia de fabricacdo de queijos duros ¢ comum a indugéo da lise de culturas
acido-laticas por choques térmicos, osmoticos e emprego de altas pressdes com intuito de
acelerar a maturacdo de queijos (O'REILLY et al., 2002). No entanto, os tratamentos
empregados para a obtencdo de cultivos autolisados podem inativar biomoléculas
responsaveis pelo sabor, aroma e conservagio dos queijos (SANCHEZ-PONTE, 2003,
STEPANIAK, 2004, LORTAL; CHAPOT-CHARTIER, 2005, NELSON; COX, 2007).

As andlises turbidimétricas podem ser aplicadas para o monitoramento in vitro da
lise celular, assim como a liberagdo de componentes intracelulares como acidos
desoxirribonucléico (DNA), ribonucléico (RNA) e enzimas intracelulares (ROSSI, 2001;
WILKINSON; KILCAWLEY, 2005; HANNON et al., 2006). Entretanto, o emprego de



18

técnicas biomoleculares em queijos ¢ limitado, pois no queijo os acidos nucléicos sao
rapidamente degradados, dificultando a anélise (LORTAL; CHAPOT-CHARTIER, 2005).
Desta forma, a cinética de enzimas intracelulares, como a lactato desidrogenase - LDH (EC
1.1.1.27) e X-prolil dipeptidil aminopetidase - PepX (EC 3.4.14.5) tem sido empregada
com éxito, como marcador de lise celular (BARROS, 2008a).

Kenny et al. (2006) estudaram a autdlise de culturas adjuntas de Lactobacillus
helveticus durante a maturagdo de queijo Cheddar, e verificaram que houve uma reducao
no numero de células bacterianas e progressivo aumento da atividade da enzima LDH e das
aminopetidases capazes de hidrolisar as ligacdes dos aminoacidos metionina, lisina e
leucina com o composto sintético 7-amino metilcoumarin (AMC). As culturas adjuntas de
Lb. helveticus autoliticas DPC 5364 ¢ DPC 4571 demonstraram aumento na proteolise e

melhores caracteristicas de aroma e sabor detectados em analise sensorial descritiva.

3.5.1 Lactato desidrogenase

Na tultima etapa da glicélise, o piruvato € reduzido a lactato com contribui¢do dos
elétrons doados nas etapas anteriores. Estes elétrons sdo transportados pelo NADH e a
reacdo ¢ catalisada pela enzima lactato desidrogenase (LDH, EC.1.1.27), sendo o maior
produto do metabolismo homofermentativo. O lactato, produto final da sequéncia
glicolitica em condigdes anaerdbicas, difunde-se através da membrana celular para o meio

circundante, como excrecdo (NELSON; COX, 2007).

Piruvato + NADH + H" <« Lactato + NAD"

Fenelon et al. (2000) estudaram a liberacdo de lactato desidrogenase em extrato de
queijo durante a maturagdo e verificaram a tendéncia do aumento dessa enzima com a
reducdo do numero de células viaveis.

A autélise de Lactobacillus pode ser determinada a partir da redugdo do NAD" a
NADH, detectavel a 340 nm, predizendo a atividade da enzima LDH no meio. Os
resultados geralmente sdo expressos em unidade da enzima, valor que representa 1 uM de
NADH liberado por minuto por mililitro da amostra (U.mL™".min") a 37 °C (KENNY et
al.,, 2006; KENNY et al., 2005; COLLINS; McSWEENEY; WILKINSON, 2003;
HANNON et al., 2006).
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Kenny et al. (2006) estudaram a atividade da LDH em queijos Cheddar
empregando Lactococcus lactis como cultura starter e diferentes cepas de Lb. helveticus
como culturas adjuntas. Nos processamento em que foram empregados Lb. helveticus DPC
4751, Lb. helveticus DPC 5353 e Lb. helveticus DPC 5364 foram observados maior
expressdo dessa enzima, com valores médios de 1,14 UmL"; 0,18 UmL" ¢ 0,84 UmL",
respectivamente. O queijo fabricado com Lb. helveticus DPC 5364 demonstrou melhor
caracteristica de sabor e aroma quando comparado a cultura que apresentou a melhor
atividade autolitica, indicando que outros fatores, como a atividade das peptidases e o

metabolismo dos aminoédcidos devem estar associados as alteragdes sensoriais no queijo.

3.5.2 Atividade da X-prolil-dipeptidil aminopeptidase

As bactérias 4cido-laticas possuem um sistema proteolitico que as torna capazes de
assimilar os aminoécidos constituintes da caseina. Fox e McSweeney (1998) detalharam o
sistema proteolitico das bactérias acido-lacticas (Figura 6), explicando que as proteinases
estdo associadas a membrana celular (CEP, lactocepinas e PrtP), as oligoendopetidases
(PepO e PepF), aminopeptidases (PepN, PepC, PepG), glutamil aminopeptidase (PepA),
leucil aminopeptidase (PepL) e X-prolildipeptidil aminopeptidase (PepX) sdo enzimas
intracelulares liberadas durante a lise celular.

O processo de maturagdo de queijos ¢ influenciado pela atividade das enzimas
proteoliticas que promovem a liberacdo de aminoacidos livres precursores de compostos
aromaticos (McSWEENEY; SOUZA, 2000; KENNY et al., 2003; GATTI et al., 2004;
GALLO et al., 2005). A alteragdo na textura proveniente da protedlise ocorre com o
enfraquecimento da rede de caseinas. O queijo fresco apresenta uma caracteristica similar a
borracha, ao passo que os queijos maturados possuem uma textura firme e friavel apds a
maturacdo (FOX et al., 2000). Desta forma, as peptidases intracelulares das culturas acido-
laticas utilizadas na fabricacdo destes queijos estdo diretamente relacionadas com as
caracteristicas sensoriais de queijos maturados, como o Parmesdo.

No Parmigiano-Reggiano € observada extensa protedlise, sendo 25 % do nitrogénio
total constituidos por aminoacidos livres soluveis em agua, decorrente do longo periodo de
maturacdo ao qual esse queijo € submetido e da agdo das proteinases e peptidases
intracelulares de Lactobacillus (SOUSA; ARDO; McSWEENEY, 2001). Broome, Krause

e Hickey (1991) consideram que muitas linhagens de Lactobacillus apresentam atividade
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proteolitica mais intensa que aquela observada para Streptococcus, liberando mais
rapidamente os aminodacidos, justificando o emprego de Lb. helveticus na fabricagdo do

queijo Parmesio.

Proteinases Intracelulares

Endopeptidases
(PepO, PepF)

Aminopeptidase
(PepN, PepC, PepA, PepS, PCP, PepL)

e

Peptidase prolina especifica

L4
(PepX, Pepl, PepR, PepQ, PepP)

Caseina

Dipeptidase
(PepV, PepD, PepDA)

Tripeptidase
(PepT)

Oligopeptidios

Figura 6. Resumo do sistema proteolitico de bactérias laticas (McSWEENEY, 2004).

Os Lb. helveticus sao considerados organismos auxotréficos por desenvolverem a
necessidade nutricional de alguns aminoacidos, em decorréncia de mutagdes (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004). Os aminoacidos metionina, acido glutdmico, valina,
isoleucina, leucina e histina sdo essenciais para o desenvolvimento de Lb. helveticus,
obtidos a partir da degradag@o da matriz protéica e importantes precursores dos compostos
de aroma e sabor de queijos (KLEIN et al., 2001; KENNY et al., 2003; LEROY; VUYST,
2004; McSWEENEY, 2004).

A cepa de Lactobacillus helveticus CNRZ32 ¢ auxotrofica para 14 aminoacidos,
sendo dependente do bom funcionamento do seu complexo sistema proteolitico, do qual
faz parte as dipeptidases e aminopeptidases, que sdo caracterizadas por remover
dipeptideos e aminoacidos, respectivamente. A clivagem com conseqiiente liberagdo de
compostos nitrogenados utilizados no desenvolvimento do Lactobacillus helveticus ocorre

a partir da por¢do N-terminal dos peptideos (CHRISTENSEN; STEELE, 2003).
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A X-prolil dipeptidil aminopeptidase ou dipeptidil peptidase IV (PepX) é uma
enzima homodimérica com peso molecular de 170 kDa, considerada a peptidase prolina
especifica mais estudada em bactérias laticas (GALLO et al., 2005). A enzima cliva
peptideos na penultima ligacdo na posi¢do N-terminal que contenham residuos de prolina,
liberando dessa forma os dipeptideos, sendo a atividade dependente do aminoéacido

terminal e do aminoécido terciario (CHRISTENSEN; STEELE, 2003).

X-Pro|YZ...

Uma maior atividade desta enzima tem sido relatada frente a substratos sintéticos
que contenham aminoacidos neutros (Ala-; Gly-) ou basicos (Arg-) associado a prolina. A
clivagem realizada pela PepX liberando Xaa-Pro geralmente ocorre em substratos que
contenham de trés a sete residuos de aminodcidos (CHRISTENSEN et al., 1999).

A liberagdo da peptidase PepX em queijos estd relacionada com a caracteristica
autolitica das culturas acido-laticas empregadas no processamento (O’DONOVAN et al.,
1996; GATTI et al., 1999; SHEEHAN et al., 2005; KENNY et al., 2006; LINDNER et al.,
2008). Sheehan et al. (2005) estudaram a autolise de culturas de Lactococcus lactis durante
a maturagdo de queijo Cheddar pela liberacdo da PepX utilizando o substrato Gly-Pro-
AMC. A cultura autolitica L. lactis AM2 apresentou atividade da PepX superior aquela
demonstrada pela cultura L. lactis HP durante todo o periodo de maturagdo analisado,
sendo aos 42 dias registrados os valores 9,97 nmol.mL " .min™" e 3,19 nmol.mL™".min,

respectivamente.

3.6 Atividade acidificante

As bactérias acido-laticas apesar de tolerarem pequenas concentracdes de O,, sdo
incapazes de metabolizar os agucares por meio da respira¢do, pois ndo possuem o
complexo enzimatico do ciclo do acido tricarboxilico de Krebs. Assim, sintetizam ATP a
partir do mecanismo anaerébico, conhecido como fermentacdo. Alguns lactobacilos
conseguem gerar poucas quantidades de ATP pela fermentacdo da arginina, metabolismo
do citrato ou do aproveitamento da energia gerada pelo efluxo de prétons e outros

metabdlitos através da membrana. No entanto, esses microrganismos nio conseguem
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desenvolver-se em ambiente com auséncia total de agucares fermentaveis (McSWEENEY,
2004).

A importancia comercial de Lactobacillus helveticus se deve principalmente ao seu
alto poder acidificante. Os Lactobacillus helveticus sao homofermentativos e fortes
produtores de acido latico, com produgdo superior a 2,0 % (ROSSI, 2001). Cepas desta
espécie sintetizam diferentes concentragdes maximas de 4cido latico, sendo esta
caracteristica recomendada para a sele¢do de culturas com possivel interesse tecnoldgico.

Em estudo realizado por Barros (2005) monitorando a capacidade acidificante de
cepas de Lactobacillus helveticus comercial e autoctones em caldo MRS acidificado até pH
5,4, sob diferentes condicdes de temperatura, foi demonstrado o melhor desempenho
quando as culturas foram incubadas a 37 °C. Os microrganismos apresentaram
comportamento diferenciado, sendo a maxima atividade acidificante observada para as
culturas D; e E4, que registraram valores de pH igual a 3,51 e 3,23 respectivamente, apds
48 horas de incubag¢do. No entanto, a cultura Es demonstrou aumento gradativo e ordenado
da capacidade acidificante, sugerindo a aplicabilidade deste cultivo na fabrica¢do do queijo

Parmesao.

3.7 Avaliacdo direta da viabilidade celular empregando a microscopia de

fluorescéncia

No estudo da viabilidade de bactérias laticas em produtos lacteos fermentados,
convencionalmente, emprega-se a técnica de contagem em placa, que possui como
desvantagens o longo periodo de incubagdo e a incapacidade de mensurar as bactérias
metabolicamente ativas, mas que ndo sdo capazes de se desenvolver no meio,
subestimando a concentragdo microbiana (GATTI et al., 2006; MESA et al., 2003;
BUNTHOF; ABEE, 2002). Populagdes de células viaveis inferiores ao real, obtidas pela
contagem em placa se deve a alguns erros dessa andlise, tais como: (i) o desenvolvimento
de colonias muito pequenas podem ser omitidas durante a enumeragdo, (ii) duas ou mais
células podem se desenvolver sobrepostas e (iii) a diferenca de velocidade de crescimento
das coldnias durante o tempo de incubagdo (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

A contagem em placa ndo contempla as bactérias laticas em estagios fisiologicos
intermediarios, entre o metabolicamente ativo € o de morte da célula, tais como as células

permeabilizadas ou protoplasto (NIVEN; MUHOLLAND, 1998; BUNTHOF; ABEE,
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2002). A forma de protoplasto € um estdgio que antecede a lise completa da célula, a
membrana apresenta permeabilidade aos substratos, facilitando o seu acesso as enzimas
intracelulares. E possivel encontrar essa estrutura celular em queijos, ja que a fragilidade
do protoplasto ¢ mantida pelo efeito tamponante encontrado na matriz do queijo
(BUNTHOF et al., 2001; GIRAFFA, 2004).

A contagem microscopica direta geralmente revela um nimero maior de
organismos do que aquele obtido na contagem em placa, quando utilizada na avaliacdo em
amostras naturais como solo, dgua e produtos alimenticios (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2004). A microscopia de fluorescéncia apresenta como vantagem permitir uma
avaliagdo rapida e direta de células bacterianas vidveis (AUTY et al., 2001).

O Kit LIVE/DEAD® BacLight™ utiliza uma combinagio de dois fluorocromos
SYTO® 9, com fluorescéncia verde, e iodeto de propidio (IP), com fluorescéncia vermelha,
diferindo na habilidade de penetrar as células bacterianas sauddveis. Quando utilizado em
separado, o corante SYTO" 9 penetra nas células vivas e mortas. O IP penetra somente nas
células com membranas rompidas reduzindo a fluorescéncia do SYTO®. Assim, células
com membranas intactas revelam fluorescéncia verde e células lisadas vermelha
(MOLECULAR PROBES, 2004).

Mesa et al. (2003) estudaram a viabilidade de bactérias do género Acetobacter e
demonstraram que a contagem direta pela microscopia de fluorescéncia, utilizando o Kit
LIVE/DEAD® BacLight"™ apresentou uma relagio direta com a contagem em placa
quando utilizado cepas de referéncia. No entanto, a contagem em placa no produto
fermentado apresentou um valor quatro ciclos log menor quando comparado com a
microscopia de fluorescéncia.

Gatti et al. (2006) estudaram a eficiéncia do Kit LIVE/DEAD® BacLight™ para
avaliar a populagdo microbiana em soro fermento natural empregado na fabricacdo de
queijo Grana Padano. Como esperado, a viabilidade das vinte trés amostras investigadas
foi maior, quando comparado com o numero de células cultivaveis em agar MRS
acidificado até pH 5,4. A maior diferenca foi detectada em uma amostra onde o valor
encontrado pela técnica do cultivo em placa foi de 7,20 x 10’ UFC.mL™" e de 1,35 x 10’

células.mL™' para a utilizacdo do kit.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Origem e reativacido das culturas autéctones

As culturas autoctones de Lactobacillus helveticus, A, D; ¢ Es, utilizadas neste
trabalho, foram isoladas e identificadas por Rossi et al. (2002), a partir de soro fermento de
laticinios que ndo utilizavam cultura latica comercial para a fabricagdo dos queijos
Parmesdo, Mussarela e Provolone. Posteriormente, Barros (2005) caracterizou as culturas
acido-laticas quanto ao perfil autolitico em elevado: Es e perfil autolitico intermedidrio: A
e Dy. A cultura comercial Cc; - Lh-B02 (Chr. Hansen® Inc., Milwaukee, EUA) com perfil
autolitico elevado foi utilizada como controle.

Os cultivos foram mantidos congelados a -18 °C em meio De Man Rogosa Sharp
(MRS) suplementado com glicerol 15 % (v/v). A reativag¢do das culturas foi realizada por
trés repiques sucessivos em caldo MRS acidificado até pH 5,4 (MRS,y 54) e foi feita a
incubagdo a 37 °C por 24 horas para garantir a estabilidade da cultura (JORGE et al.,
1990). Posteriormente, 1 % (v/v) da cultura foi inoculado em 500 mL do mesmo meio,
seguida da incubacdo nas mesmas condi¢des para a avaliacdo da viabilidade e estudo da
atividade das enzimas lactato desidrogenase (LDH) e X-prolil-dipeptidil aminopeptidase

(PepX).

4.2 Viabilidade celular de Lactobacillus helveticus

A viabilidade celular de Lb. helveticus foi avaliada nas culturas incubadas por 0, 8,
16, 24, 32, 40 ¢ 48 horas. Para a enumeracdo de Lb. helveticus foi utilizado a técnica de
cultivo em placa. Transferindo 1 mL da cultura em 9 mL de dgua peptonada 1% estéril,
constituindo-se a dilui¢io 10™. A partir desta foram realizadas dilui¢des seriadas até 107
Posteriormente, 1 mL de cada diluicdo selecionada foi inoculado, pela técnica de
profundidade em placas estéreis, utilizando 15 mL de 4gar MRS como meio de cultura.
Apds completa solidificagdo, as placas foram incubadas invertidas a 37 °C, em condigdes
anaerdbicas durante 48 horas (adaptagdo de SILVA et al., 2007). O resultado obtido em
cada placa foi multiplicado pela reciproca da dilui¢do e o valor expresso em unidades

formadoras de colonias por mililitro da amostra (UFC.mL'l).
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A estimativa de células viaveis de Lb. helveticus foi determinada utilizando o Kit
LIVE/DEAD® BacLight™ (Molecular Probes, Eugene, EUA) constituido por dois
marcadores de acidos nucléicos, SYTO® 9, que confere fluorescéncia verde em células
vidveis e iodeto de propidio - IP, que confere fluorescéncia vermelha em células nao
viaveis (BUNTHOF et al., 2001). Todas as andlises foram realizadas em triplicata para as

culturas incubadas a 37 °C durante 0, 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas.

Foi utilizado 1 mL da cultura, obtida conforme descrito no item 4.1, adicionada de
3 uL da mistura de SYTO® 9 ¢ IP (1:1) para obtencdo da suspensdo bacteriana. A mistura
foi mantida em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente, sob auséncia de luz
(MOLECULAR PROBES, 2004). Para a andlise microscopica, 5 pL da suspensdo
bacteriana e 0,1 mL de glicerina foram colocadas sobre ldminas de microscopia com
dimensdes de 26x76 mm e cobertas com laminula de 30x10 mm. A estimativa de células
viaveis foi determinada em duplicata empregando o microscopio de fluorescéncia Olympus
BX 60 (Olympus, Hamburg, Alemanha) adotando o aumento de 220x. Foram selecionados
10 campos aleatorios, as médias das células vidveis foram calculadas e os resultados

expressos por mililitro da amostra (DEKLERK; COFFEY, 1978).

4.3 Preparo do sobrenadante livre de células para analise da atividade das enzimas

LDH e PepX in vitro

As culturas de Lb. helveticus foram incubadas a 37 °C em caldo MRS,y s 4 durante
0, 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas para a caracterizac¢do da atividade das enzimas LDH e PepX.
Apos estes periodos, as culturas de Lb. helveticus foram centrifugadas a 2500 rpm por 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi filtrado em sistema Millipore® (Millipore Corporation,
Bedford, EUA) equipado com filtro de 0,45 um de porosidade (VALENCE et al., 2000).

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.4 Caracterizacio da atividade autolitica de Lactobacillus helveticus pela liberacio

da LDH e PepX

Para o monitoramento da autolise de Lb. helveticus pela liberacdo da enzima

intracelular lactato desidrogenase (LDH), o sobrenadante livre de células foi submetido a
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leitura espectrofotométrica (DOs40nm) utilizando o Kit LDH Liquiform® (Labtest
Diagndstica, Lagoa Santa, Brasil). A atividade enzimatica foi expressa em unidades por
mL do sobrenadante, em que, 1 unidade foi definida como a quantidade de enzima que
catalisa a oxidagio de 1 uM NADH.min" (adaptado de HANNON et al., 2006). Foi
realizada a curva de calibragdo conforme proposto pelo fabricante do kit.

A atividade da enzima PepX foi determinada misturando 0,1 mL do sobrenadante
livre de células a 0,05 mL do substrato Gly-Pro-AMC 16,4 mM (Sigma-Aldrich®, Saint
Louis, EUA) e 2,85 mL de tampdo Tris-HCl 50 mM. A mistura foi incubada por 30
minutos a 37 °C e a reacdo cessada com adi¢do de 0,5 mL de acido acético 30 % (v/v). A
leitura foi realizada em espectrofluorimetro Hitachi F4500 (Hitachi, Toquio, Japao) usando
excitacdo de 370 nm e emissdo de 440 nm. A atividade da enzima foi expressa em pmol de
AMC por min.mL (EL SODA; DESMAZEAUD, 1982). A extensdo da liberacdo do 7-
amino-4-metilcoumarin - AMC (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, EUA) foi determinada
tendo como referéncia uma curva padrdo construida com a concentracdo de AMC ¢ a
fluorescéncia emitida.

Simultaneamente a determinacgdo da atividade enzimadtica, nos mesmos periodos foi
monitorado o decréscimo do pH com auxilio do potencidmetro digital PM 608 (Analion®,

Ribeirdo Preto, Brasil), previamente calibrado.
4.5 Fabricaciao do queijo Parmesio experimental

Foram utilizadas culturas de Lb. helveticus com perfil autolitico elevado: Es e perfil
autolitico intermediario: A e D;. A cultura comercial Cc; - Lh-B02 (Chr. Hansen® Inc.,
Milwaukee, EUA) com perfil autolitico elevado foi utilizada como controle.

Apds a reativagdo, 1,5 % das culturas foram inoculados em leite desnatado
reconstituido a 12 % (LDR},,) previamente aquecido a 42 °C e, posteriormente, incubado
na mesma temperatura por 24 h. As cultura foram resfriadas a 5 °C e utilizadas no

momento da fabricacdo dos queijos (Figura 7).
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Pasteurizacdo do leite 65 °C por 30 min.
Coalho (0.01%) > l/é Adigdo da cultura latica (1,5 %)

Coagulagdo 35 °C por 45min.
v

Corte da coalhada (0,2 cm)
v

Primeira mexedura por 20
\Z
Dessoragem (retirad\ﬁ de = 30 % do soro)

Segunda mexedura e aquecimento 43 -44 °C por 20 min.

\4

Terceira mexedura e aqueclimento 53 °C (até o ponto)

Dessoragem
\Z
Pré-prensagem por 20 min. (24 Kg)
\%

Enformagem
12 Prensagem por 30 min (6 Ib.pol™) / viragem
2% Prensagem por 2 horas (16 1b.pol™) / viragem
3* Prensagem por 1 h%a (6 1b.pol™®) / viragem
4* Prensagem por 12 horas (16 Ib.pol™) / viragem
Salga em salmou\lr/a 22% por 20 horas
Secagem por 48 horas

Embalagem

Maturagéo a 18 °C

Figura 7. Processo de fabricagdo do queijo Parmesdo experimental.

Para a produgio dos queijos experimentais o leite in natura foi pasteurizado a 65 °C
por 30 minutos. Apos o resfriamento do leite a 35 °C, foi adicionado 0,01% do coalho
Chy-Max Extra (Chr. Hansen® Inc., Milwaukee, EUA ) ¢ 1,5 % da cultura latica. Foram
realizados dois processamentos para cada cultura. Em cada processamento foram utilizados
120 L de leite integral isento de residuos de antibioticos, perfazendo um total de 960 L de
leite e resultando na fabricacdo de 18 pecas de cerca de 1,5 kg para cada cultura. Os
queijos fabricados com as culturas A, Cc, D; e Es foram estocados a 18 °C por 180 dias de

maturacao.
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4.5.1 Caracterizacio fisico-quimica do queijo Parmesio maturado

Nas amostras de queijo Parmesdo maturado por 180 dias foram realizadas as
analises para determinacdo da atividade de agua, cinzas, gordura total, gordura no extrato
seco, extrato seco total, proteinas e. sal.

A atividade de dgua (Aw)foi determinada pelo método proposto por Van Dender et
al. (1995) e a concentra¢do de cinzas por incinera¢do em mufla a 550 °C (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985).0 teor de gordura (G) foi determinado pelo método de Gerber -
Van Gulik (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). O teor do extrato seco total (EST) foi
determinado pela secagem em estufa a vacuo por 24 horas a 70 °C, conforme recomendado
pela American Public Health Association (CASE; BRADLEY JR.; WILLIAMS, 1985). O
teor de gordura no extrato seco (GES) foi calculado pela equagao:

%GES = G
EST

x100 (1)

O teor de nitrogénio total (NT) foi obtido pelo método de micro-Kjeldahl. O teor de
proteina total foi calculado multiplicando-se o valor do NT por 6,38 (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 1997) e o teor de sal foi determinado

pelo método de dosagem nas cinzas de acordo com Silva et al. (1997).
4.5.2 Evolucao da maturaciio do queijo Parmesao durante 180 dias

Nas amostras de queijo Parmesdo, a cada 30 dias, foram realizadas analises para
determinag@o dos teores de acidez, tirosina e triptofano e indice de maturagdo. Todas as
analises foram realizadas em triplicata.

A acidez titulavel foi determinada conforme metodologia proposta por Silva et al.
(1997). Para a determinacdo do nitrogénio solivel em 4&cido tricloroacético 12%
(NStcai2y) foi empregada a dosagem do NT no filtrado obtido apoés precipitacdo das
caseinas (SILVA et al., 1997). O indice de maturagdo (IM) foi mensurado pela equagao:

vorM = Nrcnze 00 ©)
NT

Os teores de tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) foram determinados a partir da fragdo
obtida do nitrogénio soluvel em pH 4,6 (NSpuse), por leitura espectrofotométrica,

conforme recomendado por Vakaleris e Price (1959), empregando os comprimentos de
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onda 270 e 290 nm, respectivamente. As concentragcdes de Tyr e Trp foram determinadas

usando as equagdes:

Tyr(mM.L™) = (0,95xA4,0, —1,31xA,00 )32 3)
Tyr(mg.lOOg’lqueijo)z mM L' x453 4)
Trp(mM.L™) = (0,307 xA4,9, — 0,020, )x2 (5)
Trp(mg.lOOg ’lqueijo)= mM.L'x510,5 (6)

4.5.3 Viabilidade de lactobacilos termofilos no queijo Parmesao maturado

A viabilidade de lactobacilos termofilos foi avaliada nas amostras do queijo
Parmesdo maturado por 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias, empregando a técnica de cultivo
por profundidade, utilizando como meio de cultura o 4gar MRS,y 5 4, seguida de incubagdo
a 37 °C em condig¢des de anaerobiose durante 48 horas (adaptacdo de SILVA et al., 2007).
Para isto, 10 g de queijo Parmesdo previamente triturado foram adicionados a 90 mL de
citrato de s6dio 2% estéril, constituindo-se a dilui¢do 10". A partir desta, foram realizadas
diluicdes seriadas até 107 utilizando 9 mL de citrato de sédio 2% como diluente.
Posteriormente, 1 mL de cada diluicdo selecionada foi inoculado, pela técnica de
profundidade em placas estéreis, utilizando 15 mL de dgar MRS como meio de cultura.
Apds a completa solidificagdo, as placas foram incubadas invertidas a 37 °C em condigdes
anaerobicas durante 48 horas (adaptacdo de SILVA et al., 2007). O resultado obtido em
cada placa foi multiplicado pela reciproca da dilui¢do e o valor expresso em unidades
formadoras de colénias por mililitro da amostra (UFC.mL™"). Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.

4.5.4 Preparo do sobrenadante livre de células para analise da atividade das enzimas
LDH e PepXin situ

A atividade das enzimas LDH e PepX foi monitorada, nos queijos maturados por

30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias. Em 25 mL de 4gua destilada estéril, foi adicionada 5 g da
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amostra, previamente triturada. Apds homogeneizagdo manual por 2 min., o0 homogenato
foi centrifugado a 2500 rpm por 15 minutos a 4 °C. O homogenato foi filtrado em sistema
Millipore® (Millipore Corporation, Bedford, EUA) equipado com filtro de 0,45 pm de
porosidade. O sobrenadante foi utilizado para a caracterizagdo da atividade das enzimas. A
liberacdo da LDH e PepX in situ foi realizada utilizando o mesmo protocolo empregado no

item 4.4.1.
4.6 Analise estatistica

A andlise de varidncia (ANOVA) dos resultados foi realizada a partir de um
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 4x7 (tratamento x
periodo de incubagdo) para os testes in vitro e 4x6 (tratamento x tempos de maturagdo)
para os ensaios in situ. Foi aplicado teste de Tukey para comparagdo das médias das
amostras, considerando um nivel de significincia p<0,05, utilizando o programa
computacional Sistema de Andlise Estatistica para Microcomputadores - SANEST

(ZONTA; MACHADO, 1996).
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5.RESULTADOS E DISCUSAO
5.1 Viabilidade de Lactobacillus helveticus in vitro
A populagdo de Lactobacillus helveticus nas culturas A, Ccj, D; e Es cultivadas em

caldo De Man Rogosa Sharp pH 5,4 (MRS, s4) apresentou diferenga estatistica

significativa (p<0,05) nos diferentes periodos de incubagao (Figura 8).
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Figura 8. Viabilidade de Lb. helveticus cultivado em caldo MRS,y 54 ¢ incubado a 37 °C
durante 48 horas (linha: cultivo em profundidade; barra: Kit LIVE/DEAD; barra de desvio
continua: cultivo em profundidade; barra de desvio sombreada: Kit LIVE/DEAD).

No tempo 0 os resultados médios da contagem em placa das culturas A e D; ndo

apresentaram diferenca estatistica significativa (p>0,05). No periodo de 6 horas ndo houve
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diferenga estatistica significativa (p>0,05) para as culturas D; e Es. Nos demais periodos
analisados houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as quatro culturas no
mesmo periodo de incubagdo. Os resultados médios da contagem direta por microscopia
(CDM) nao demonstrou diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre as culturas Ccy,
D; e Es no tempo 0; A e D; no periodo de 24 horas, A e Cc; em 32 horas, Cc; e D; apos 40
e 48 horas de incubagio.

O melhor desempenho foi observado apos 16 horas para a cultura comercial Cc;
apresentando populacdo de 11,57 Log UFC.mL", seguida da cultura autdctone D; com
9,11 Log UFC.mL™" apds 24 horas de crescimento (p<0,05). O desempenho metabélico das
culturas durante os periodos analisados demonstrou que, mesmo apds o congelamento e
repiques sucessivos, as culturas apresentaram comportamento semelhante aqueles
registrados por Barros (2005). A viabilidade maxima foi de aproximadamente 5,5 Log
UFC.mL" para a cultura Cc; e 3,5 Log UFC.mL™" para a cultura D; apés 16 horas e 24
horas de desenvolvimento, respectivamente.

A presenga da fase exponencial, seguida da redugdo abrupta da viabilidade celular
na curva de crescimento caracteriza as culturas Cc; e Es com perfil autolitico elevado
(ROSSI, 2001; HANNON et al., 2003; BARROS, 2005). Rossi (2001) verificou, a partir
de fotomicrografias obtidas em microscopio eletronico de transmissdo, que as células ao
atingirem a fase de declinio tornavam-se menos densas e apresentavam interrupgdes na
parede celular.

De modo geral, nos periodos que antecedem as 16 horas de incubago, os
resultados médios obtidos pela contagem direta por microscopia (CDM) foram superiores
quando comparados aqueles obtidos pela técnica de cultivo por profundidade. Os dados da
CDM dos cultivos autoctones A e Es e cultivo comercial Cc; foram semelhantes aos
obtidos pela técnica tradicional de cultivo em placa (p>0,05). O maior valor observado
para Lb. helveticus na cultura A foi igual a 8,32 Log células vidveis.mL" no tempo de 32
horas, na cultura Cc; 8,49 Log células vidveis.mL™ (Figura 8) apds 16 horas e na cultura
Es 8,57 Log células viaveis.mL™' no tempo de 40 horas.

Gatti et al. (2006), ao avaliarem a populacdo de bactérias acido-laticas isoladas de
soro fermento utilizado na fabricagcdo do queijo Grana Padano, observaram em um mesmo
periodo populagdo igual a 7,86 Log UFC.mL™" € 9,13 Log células vidveis.mL™' para CDM.

Com o aumento do periodo de incubacdo foi possivel observar maior

permeabilidade de Lb. helveticus ao fluorocromo iodeto de propideo - IP (fluorescéncia
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vermelha). Possivelmente, a exaustdo nutricional aliada aos metabdlitos microbianos, tais
como acidos organicos dissolvidos no meio, pode ter induzido o decréscimo da viabilidade

de Lactobacillus helveticus (Figura 9).

Figura 9. Fotomicrografias de fluorescéncia obtidas do cultivo de Lb. helveticus em caldo
MRS,y 54 ¢ incubado a 37 °C durante 48 horas. Células integras: verde; Células lisadas:
vermelho-alaranjado (a, e, i - cultura comercial Cc; apds 8, 16 e 48 horas de cultivo; b, f, j
- cultura autdctone A apds 16, 24 e 48 horas de cultivo; ¢, g, | - cultura autdctone Es apds
16, 24 e 48 horas de cultivo; d, h, m - cultura D, ap6s 8, 24 e 48 horas de cultivo, 100pm.

A viabilidade de bactérias acido-laticas em leite fermentado foi estudada por Auty
et al. (2001) empregando a técnica tradicional e o kit LIVE/DEAD, sendo o maior valor
registrado igual a 8,36 Log UFC.mL' na contagem em placa e 8,50 Log células
viaveis.mL" para CDM. Maukonen et al. (2006), comparando diferentes técnicas in vitro
para contagem da populacdo de bactérias do género Lactobacillus, verificaram que o
numero de células viaveis encontrado na CDM e citometria de fluxo foram similares ao
obtido na técnica de cultivo em placa.

A contagem em placa, geralmente apresenta valores inferiores aos resultados da

CDM, pois a mesma ¢ restrita aos microrganismos que podem se desenvolver, formar
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coldnias e serem detectados em meio solido (GATTI et al., 2006). Por outro lado, a técnica
de CDM inclui as bactérias em estagios fisiologicos intermedidrios, entre o
metabolicamente ativo € o de morte celular, denominadas células viaveis ndo cultivaveis -
CVNC (GATTI et al., 2006, GIRAFFA, 2004, BUNTHOF, ABEE, 2002). Em queijos que
requerem longo periodo de maturagdo as bactérias acido-laticas podem ser encontradas em
estado de CVNC, devido as condigdes favoraveis neste ambiente, tais como o efeito
tamponante (SALAUN; MIETTON; GAUCHERON, 2005) e a interagio desta microbiota

aos substratos do queijo.

5.2 Caracterizacdo do desempenho autolitico in vitro pela liberacio de enzimas

intracelulares

A atividade enzimdtica da lactato desidrogenase (LDH) e X-prolil-dipeptidil
aminopeptidase (PepX) para todas as culturas apresentou diferencga estatistica significativa
nos periodos estudados (p<0,05). Para a enzima LDH quando as médias das quatro culturas
foram comparadas nos periodos 0 e 8 horas ndo houve diferenga estatistica significativa
(p>0,05). Nos periodos subseqiientes todas as culturas apresentaram resultados com
diferenca estatistica significativa (p>0,05) comparando as quatro culturas em um mesmo
periodo de incubagio.

Os resultados médios da atividade da enzima PepX demonstraram diferenca
estatistica significativa em todos os tempos estudados (p<0,05) entre as culturas em um
mesmo periodo, exceto entre as culturas Cc; e D; apds 0 e 48 horas de incubacio.

O comportamento da cultura autéctone A em caldo MRS,y 54 demonstrou maxima
atividade para a enzima LDH (Figura 10) e PepX (Figura 11) com valores iguais a
1,3240,21 U.mL’ (40 horas) e 5,39+0,61 pmol de AMC.min'.mL’ (24 horas),

respectivamente.
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Figura 10. Atividade da LDH (=) ¢ decréscimo do pH (a) de Lb. helveticus cultivado em
caldo MRS,y 54 ¢ incubado a 37 °C durante 48 horas.

Para a cultura autoctone A o decréscimo da atividade da PepX apds 24 horas nao
era esperado, pois neste mesmo periodo os microrganismos encontravam-se na fase
estaciondria da curva de crescimento, observada pelo cultivo em placa, com populagdo de
8,08 Log UFC.mL" (Figura 8). Possivelmente, a cultura autéctone A tenha sido capaz em
induzir o abaixamento do pH intracelular simultaneamente a redu¢do do pH extracelular,
impedindo o choque osmoético (VOROB'EVA, 2004), permanecendo em fase estacionaria
entre 24 e 32 horas. Entretanto, a enzima PepX liberada a partir de 24 horas,
provavelmente demonstrou sensibilidade ao pH do meio (4,18+0,20), uma vez que as
peptidases de Lb. helveticus podem ser afetadas em pH < 4,5 (SALAUN; MIETTON;
GAUCHERON, 2005), justificando a redugado acentuada apods 24 horas.
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Figura 11. Atividade da PepX (u) e decréscimo do pH (a) de Lb. helveticus cultivado em
caldo MRS, s 4 e incubado a 37 °C durante 48 horas.

O maior aumento da atividade da enzima LDH pelo Lb. helveticus na cultura
comercial Cc; foi observado entre 8 (0,20£0,02 U.mL™") ¢ 16 horas (0,87+0,10 U.rnL’l),
sendo registrado a atividade méaxima igual a 0,97+0,10 U.mL" em 24 horas, e partir deste
periodo foi observado um decréscimo gradativo da atividade desta enzima (p<0,05). Os
valores da atividade da LDH sdo coerentes com aqueles obtidos pela técnica CDM e
plaqueamento, em que esta espécie iniciou a fase exponencial a partir de 8 horas, com
redugdo de células viaveis a partir de 16 horas (Figura 8).

Durante os periodos estudados a LDH obtida do filtrado livre de células da cultura
autoctone D; demonstrou comportamento semelhante aquele registrado para a cultura
acido-latica A, apresentando méxima atividade, entre 32 e 40 horas, com valores médios

iguais 0,67%0,01 UmL" e 0,57+0,10 U.mL", respectivamente, com diferenca estatistica
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significativa (p<0,05). Por outro lado, a maior atividade da PepX para a cultura D; foi
observada em 32 horas (8,31+1,50 pmol de AMC.min"'.mL™"), seguido do decréscimo em
40 horas com valor médio de 1,97+0,12 umol de AMC.min"'.mL™" (Figura 11). Em 24
horas do desenvolvimento desta cultura, o valor de pH era igual a 4,12+0,10, o que pode
ter afetado a atividade das peptidases, pois as aminopeptidases de Lb. helveticus tem a sua
atividade afetada em valor de pH inferior a 4,5 (PAN; TANOKURA, 2004).

A presenca da fase estaciondria na curva de crescimento dos microrganismos
autoctones A e Dj, os classificam como culturas com carater autolitico intermediario
quando comparadas a cultura comercial Cc; (controle), a qual apresenta a fase de declinio
imediatamente apds a fase exponencial (Figura 8). Kenny et al. (2005) avaliaram e
classificaram o cardter autolitico in vitro de diferentes culturas de Lb. helveticus com
potencial para utilizagdo na fabricagdo de queijo Cheddar. Dentre os 41 isolados, 4 culturas
foram consideradas com carater autolitico elevado, uma vez que apresentaram indices
superiores a 0,2 ULmL' e 0,6 nmol de AMC.mL'min.' para LDH e PepX,
respectivamente apos 24 horas de incubacdo. Os resultados da atividade das enzimas LDH
e PepX das 4 culturas empregadas neste trabalho foram superiores aos encontrados por
estes autores.

O rapido decréscimo do pH promovido pelo metabolismo das culturas autdctones A
e D; pode dificultar a tecnologia de fabricacdo de queijos que requerem longo periodo de
maturacdo, pois a elevada producdo de acido latico pode causar trincas na superficie dos
queijos e aumentar a friabilidade destes produtos (McSWEENEY, 2004; FURTADO,
2005).

O ensaio realizado com a cultura de Lb. helveticus autdéctone Es demonstrou que as
enzimas LDH e PepX apresentaram maxima atividade em 24 horas, com valores médios
iguais a 0,97£0,01 UmL! e 3,77£0,23 umol de AMC.min'l.mL'l, respectivamente
(Figuras 10 e 11). Durante os periodos que antecedem este intervalo, a atividade da LDH
demonstrou aumento linear, com diferenca estatistica significativa (p<0,05). Este
comportamento foi similar ao da cultura comercial Cc;, que também apresentou maxima
atividade das duas enzimas em periodo de incuba¢do menor ou igual a 24 horas. As
culturas autdctones A e D; apresentaram maxima atividade das enzimas depois de 32
horas, sugerindo a possivel aplicagdo das culturas comercial Cc; e autdctone Es.

Rossi (2001) observou em fotomicrografias obtidas por microscopio eletronico de

transmissdo a lise da cultura Cc; e Es a partir de 24 horas, e Barros (2005) verificou a
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intensa atividade da [-galactosidase, indicando o momento da morte celular destas culturas
acido-laticas.

No momento de declinio da atividade das enzimas LDH e PepX para as culturas
Cc, e Es, o pH do meio era igual 4,01£0,03 e 4,10+0,10, respectivamente. Possivelmente,
assim como observado nas culturas acido-laticas autdctones A e D;, a presenga de
metabolitos pode influenciado na atividade destas enzimas. Por outro lado, é possivel que
estas culturas, por apresentarem carater autolitico elevado, tenham se desenvolvido
rapidamente, hidrolisando a glicose e os peptideos contendo o aminoacido prolina em
menor tempo e cessado sua atividade por esgotamento do substrato (NELSON; COX,
2007).

Houve correlagdo entre a viabilidade celular das culturas de Lb. helveticus in vitro
obtida por contagem direta por microscopia (CDM) e contagem em placa somente para as

culturas A e Cc, (Tabela 1).

Tabela 1. Coeficientes de correlagdo (1*) entre viabilidade celular e liberagdo das enzimas
LDH e PepX de Lb. helveticus.

~ ~ Correlagao ~ ~
Culturas Correlacao Correlacao CDM e Correlagdo Correlacdo
CDM e UFC CDM e LDH PepX UFCe LDH  UFC e PepX
A 0,97 0,59 0,35 0,70 0,35
Ccy 0,94 0,93 0,28 0,94 0,28
D, 0,50 0,27 0,28 0,68 0,28
Es 0,74 0,97 0,11 0,73 0,70

CDM: contagem direta por microscopia de fluorescéncia; UFC: unidade formadora de colonias em agar MRS incubado por 48 horas;
LDH: lactato desidrogenase ; PepX: X-prolil dipeptidil aminopeptidase.

A liberagdo das enzimas intracelulares LDH e PepX quando correlacionada com a
viabilidade pelas duas técnicas demonstrou que os maiores coeficientes de correlagdo
foram obtidos para a enzima LDH, sendo o méaximo de 0,97 para a cultura Es empregando
a contagem direta por microscopia.

De modo geral, as culturas comercial Cc; e autéctone Es foram as que apresentaram
melhor desempenho autolitico, podendo ser empregadas na producgdo de queijo Parmesao e

de outras variedades de queijo de massa dura.
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5.3 Ensaios in situ

5.3.1 Viabilidade de lactobacilos termofilos no queijo Parmesao maturado

Para todas as culturas testadas, houve diferenga estatistica significativa (p<0,05) na
viabilidade de lactobacilos termdfilos em queijos Parmesdo com o aumento do periodo de
maturacdo (Figura 12).

As amostras elaboradas com as culturas A e D nos periodos de 30, 60 e 90 dias
apresentaram resultados médios semelhantes (p>0,05) de viabilidade de lactobacilos
termofilos. Nos periodos subseqiientes as amostras de queijos fabricados com as culturas
Ccy, D; e Es ndo diferiram entre si (p>0,05), mas apresentaram menor populacdo do que

aquela encontrada quando foi utilizada a cultura A.
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Figura 12. Viabilidade de lactobacilos termoéfilos em amostras de queijos Parmesdo
fabricados com as culturas A, Ccy, D; e Es, maturados a 18 °C durante 180 dias.

Em 30 dias de maturagdo foram encontrados os maiores valores da populagdo de
lactobacilos termoéfilos com valores médios de 8,60 Log UFC.g'l, 11,85 Log UFC.g'l, 8,78
Log UFC.g" e 8,32 Log UFC.g" para os queijos fabricados com as culturas A, Cc;, D; e
Es, respectivamente, com diferenca estatistica significativa (p<0,05)

Nos queijos fabricados com a cultura Es o menor valor (6,84 Log UFC.g™") foi
encontrado aos 60 dias, seguido de um aumento aos 90 dias (7,58 Log UFC.g™"). Gatti et al.
(2008) também observaram um décrescimo na populacdo de lactobacilos termoéfilos apds
60 dias de maturagdo (6,77 Log UFC.g") seguido de aumento aos 90 dias (7,29 Log

UFC.g"), e ap6s este periodo de maturacdo houve decréscimo para 2,30 Log UFC.g" aos
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24 meses. Possivelmente esta oscilagdo esteja associada a liberagdo de aminoacidos ou
peptidios pela agdo das enzimas proteoliticas e peptidoliticas do leite e/ou do coalho e das
bactérias laticas ndo starters, favorecendo o desenvolvimento do microrganismo durante a
estocagem.

Os menores valores encontrados aos 180 dias de maturacdo foram de 7,42 Log
UFC.g" para o queijo fabricado com a cultura acido-latica A, 6,73 Log UFC.g" para Cc,
6,40 Log UFC.g" para D, e 6,75 Log UFC.g" para Es (p<0,05). Estudo realizado por
Coppola et al. (2000) detectou em queijo Reggianito Argentino um decréscimo nas
contagens de lactobacilos de 6,88 Log UFC.g"' para 6,44 Log UFC.g" entre 30 dias ¢ 150
dias de estocagem. Candioti et al. (2002) verificaram contagens médias iguais a 10% e 10°
células vidveis em queijo Reggianito Argentino maturado por 30 e 180 dias,
respectivamente.

Durante o periodo de estocagem de queijo Parmesdo comercial, Barros et al.
(2008Db) verificaram um decréscimo da populacdo de lactobacilos termofilos entre 90 dias e
180 dias, com valores de aproximadamente 10’ UFC.g™' e 10° UFC.g", respectivamente.

Os microrganimos da espécie Lb. helveticus desenvolvem-se melhor em valores de
pH 5,5 a 6,5 (SALAUN; MIETTON; GAUCHERON, 2005), no entanto, eles sdo héabeis
em induzir o abaixamento do pH intracelular mantendo equivaléncia com o baixo pH do
meio extracelular (VOROB'EVA, 2004), impedindo o choque osmotico, que
provavelmente ndo tenha ocorrido nos estidgios finais de maturagdo. Outro fator que
possivelmente tenha contribuido para manter a homeostasia das bactérias acido-laticas foi
o efeito tamponante proveniente da a¢do das peptidases, com conseqiiente liberagdo de
aminoacidos hidrofobicos, favorecendo o carater auxotrofico dos lactobacilos
(McSWEENEY, 2004), os quais podem ter assimilado os aminoécidos livres como fontes
energéticas adicionais (LEROY; VUYST, 2004; MADIGAN; MARTINKO; PARKER,
2004).

5.3.2 Caracterizacio fisico-quimica das amostras de queijo Parmesio fabricado com

Lactobacillus helveticus

Os valores médios encontrados para Aw em todas as amostras de queijo
investigadas foram superiores aos obtidos por Coppola et al. (2000) em Parmigiano-

Reggiano, os quais observaram valores médios de 0,950 aos 150 dias de maturagdo. Neste
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estudo, a maior Aw pode ser justificada pela embalagem das amostras de queijo, apds a
secagem por 2 dias, a fim de evitar trincas na superficie dos queijos (Tabela 2).

O teor de gordura no extrato seco (GES) variou de 43,6+0,4 % a 51,2+0,1 %,
decorrentes do emprego de leite integral nos diferentes dias dos processamentos
experimentais, sendo superiores aos observados em amostras comerciais de queijo
Parmesdo (41,3+0,4 %) avaliadas por Barros et al. (2008). O leite utilizado para a
fabricagdo dos queijos possuia aproximadamente 3,7 % de gordura, enquanto as amostras
comerciais foram produzidas com leite padronizado com 2,5 % de gordura.

As amostras experimentais podem ser classificadas em queijos semi-gordo, de
acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Produtos Lacteos
(BRASIL, 1996). Candioti et al. (2002) observaram em Reggianito Argentino fabricados
com Lactobacillus helveticus autdctones Lh SF133, Lh SF138 e Lh SF209, maturados por
180 dias, isentos de embalagens, valores médios iguais a 41,55 %, 38,80 % e 36,83 % de
gordura no extrato seco, respectivamente. Em estudos realizados com queijos maturados
sem embalagens, foi observado que o teor de lipideos alterava durante a maturagao, devido
a perda de umidade. Malacarne et al. (2006) verificaram em queijo Parmigiano-Reggiano
isento de embalagens e maturados durante 96 meses, a variagdo do teor lipidico de 27,45

% para 32,47 %.

Tabela 2. Caracterizagdo fisico-quimica das amostras de queijo Parmesao fabricados com
culturas de Lb. helveticus A, Ccy, D; e Es, maturados a 18 °C aos 180 dias.

Analises A Cc D, E;s
Aw 0,979 +0,01* 0,978 £0,01°  0,978+0,01* 0,979 +0,01°
Cinzas/ST (%) 6,02+0,10° 6,40+0,61°  6,45+043" 6,38 +0,29°
Gordura/ST (%) 51,2+0,1° 452+0,1° 43,6+0,4° 50,8+0,4°
Proteina total/ST (%)  42,34+0,70°  44,95+0,08°  45,61+1,17*°  43,67+0,86°
Sal (%) 1,68+0,03*  1,48+0,07° 1,14+0,15¢ 1,26+0,19°
Umidade (%) 32,3540,35°  34,96+0,70°  35,25+0,09*°  35,71+0,57°

"Média de dois processamentos. As analises foram realizadas em triplicata.
ab.¢d etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05).
AW: atividade de agua; ST: solidos totais
O maior teor médio de proteina no extrato seco aos 180 dias de maturagdo foi
observado para as amostras de queijos fabricados com a cultura D; (45,61+1,17 %) e

menor para aqueles fabricados com a cultura A (42,34+1,17 %). Malacarne et al. (2006)

observaram que apds 96 meses de maturacdo o teor médio protéico encontrado em queijos
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Parmigiano-Reggiano foi igual 54,63 %, superior aos detectados nas amostras

experimentais.

5.3.3 Evolucio dos teores de acidez, tirosina, triptofano e indice de maturacio

Houve diferenga estatistica significativa (p<0,05) do teor de acidez na matriz do
queijo durante os 180 dias de maturag@o. Até 120 dias de estocagem, as amostras de queijo
fabricadas com a cultura autéctone A e comercial Cc; apresentaram acidez semelhante
(p>0,05) (Figura 13). Durante os dois primeiros meses, os maiores teores de acidez foram
observados nos queijos fabricados com a cultura A, o que possivelmente, contribuiu para a
maior friabilidade observada nestes queijos, uma vez que quanto mais acido o queijo mais
fridvel ele se apresenta (FURTADO, 2005). As culturas A e D; aos 120 dias ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa (p>0,05) nos teores de acidez sendo que a
segunda apresentou resultado semelhante estatisticamente (p>0,05) a cultura Es no periodo
de 150 dias. Os resultados médios de todos os tratamentos ndo demonstraram diferenca

estatistica significativa aos 180 dias de maturacdo (p>0,05).
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Figura 13. Evolug¢do da acidez titulavel nas amostras de queijo Parmesdo maturado a 18 °C
durante 180 dias.

A evolugdo da acidez observada nos queijos fabricados com a cultura Es
demonstrou um comportamento linear durante os periodos estudados, sendo o maior valor
(2,06£0,01 %) observado aos 6 meses de estocagem. Este comportamento pode ser
comparado aquele obtido por Barros (2005) em estudo in vitro realizado com a cultura Es,
sugerindo a aplicacdo desta cultura como alternativa para acelerar o processo de maturagio
do queijo Parmesdo, uma vez que contribui para a padronizag@o desta variedade.

A cultura D;, embora apresente carater autolitico intermediario, devido a evolugao
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gradativa observada no queijo aos 90 dias de maturag@o poderia ser aplicada na fabricagéo
de queijos duros que requerem breve periodo de cura, tal como o queijo Montanhés.

Em amostras comerciais de queijo Parmesdo foram registradas oscilagdes nos
teores de acidez durante a maturacdo (BARROS et al., 2008b), com menores teores médios
(1,77£0,01 %) que os encontrados neste estudo aos 180 dias de estocagem. Os processos
fermentativos e a liberacdo de peptideos e aminoacidos com grupos ionizados livres,
comumente observados durante a proteodlise de queijos maturados, sdo responsaveis pelas
oscilagdes nos teores de acidez (McSWEENEY, 2004; SALAUN; MIETTON;
GAUCHERON, 2005).

A liberag@o dos aminodacidos tirosina e triptofano em todas as amostras de queijos
foi efetiva, com diferenca estatistica significativa (p<0,05) durante a estocagem (Figuras
14 e 15). As amostras de queijos fabricados com as culturas D; e Es ndo apresentaram
diferenga estatistica significativa nos teores de tirosina aos 30 dias de maturacdo e as
culturas A e Cc; apresentaram teores de aminodcidos semelhantes (p>0,05) apos 120, 150
e 180 dias de maturagio.

Os teores médios de triptofano ndo foram estatisticamente diferentes (p>0,05) no
periodo de 30 dias para as culturas A, D; e Es. Aos 60 dias, estas culturas apresentaram
teores médios de aminoacidos semelhantes aqueles encontrados no queijo fabricado com a
cultura comercial. Aos 150 dias de maturagdo, os teores médios de triptofano nao diferiram
estatisticamente entre os quatro tratamentos (p>0,05). No periodo de 180 dias as trés

culturas autdctones obtiveram resultados médios semelhantes (p>0,05).
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Figura 14. Evolugio do teor de tirosina nas amostras de queijo Parmesdo maturado a 18 °C
durante 180 dias.
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Figura 15. Evolugdo do teor de triptofano nas amostras de queijo Parmesdo maturado a 18
°C durante 180 dias.

As culturas autdctones D; e Es foram aquelas que apresentaram maiores aumentos
nos teores dos aminodcidos durante o tempo de maturagdo estudado. A concentragdo de
tirosina nas amostras do queijo D; variou de 122,53+1,98 mg.100g™" para 429,27+0,50
mg.100g™" no final da maturagdo e para o aminoacido triptofano os valores oscilaram entre
44,55+0,25 mg.100g™" ¢ 127,03+0,50 mg.100g™". Para as amostras de queijo fabricado com
a cultura Es foi observado 126,05+0,12 mg.100g™ de tirosina aos 30 dias de estocagem e
342,02+1,11 mg.100g" aos 180 dias de maturagio. Para esta mesma cultura foram
encontrados os valores médios iguais a 47,524+0,04 mg.100g™" e 120,23+1,24mg.100g™" de
triptofano, aos 30 e 180 dias de maturag@o, respectivamente.

Os teores médios de tirosina aos 180 dias de maturagdo foram de 297,24+0,25
mg.100g™ para a amostra do queijo fabricado com a cultura A e 310,44+0,53 mg.100g” o
queijo produzido com a cultura Cc; e os teores de triptofano foram de 119,08+0,29
mg.100g™" para a amostra do queijo A e 138,80+0,46 mg.100g™" para a do queijo Cc,. Estes
valores demonstram que a protedlise se processou de forma menos intensa nos queijos
fabricados com a cultura autoctone A e a cultura comercial Cc; quando comparadas aos
queijos fabricados com as culturas autoctones Es e D, provavelmente pela menor
efetividade do sistema proteolitico destes microrganismos.

Segundo Perotti et al. (2005), o teor do aminodcido triptofano normalmente

apresenta a mesma tendéncia do indice de maturagao (Figura 16).
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Figura 16. Evolucdo do indice de maturagdo nas amostras de queijo Parmesao maturado a
18 °C durante 180 dias.

Houve aumento significativo (p< 0,05) dos valores de IM para todas as amostras ao
longo do periodo de maturacdo. Comparando os valores médios dos valores de IM entre as
culturas utilizadas em cada periodo, houve diferenca estatistica significativa (p<0,05). O
menor IM foi igual a 3,62+0,88 % observado na amostra A aos 30 dias, e o maior valor na
amostra D; (12,39+0,06 %) apos 180 dias de maturagdo. A quantidade de nitrogénio
solivel em TCA 12 % expressa pequenos peptideos, aminoacidos livres e pequenos
compostos nitrogenados sugerindo maior atividade peptidolitica das culturas empregadas
na fabricac¢do do queijo (PEREIRA et al., 2008), contribuindo diretamente nos atributos de
aroma ¢ sabor do produto final (FURTADO, 2005; PEREIRA et al.,, 2008). Este
comportamento sugere a possivel aplicagdo do cultivo D; para a obten¢do da cultura latica
a ser empregada na fabricagdo industrial de queijos Parmesdo. A cultura Es apresentou

comportamento similar a cultura comercial Cc;.

5.4 Atividade das enzimas LDH e PepX no queijo Parmesio maturado

Os resultados médios obtidos da anélise da lactato desidrogenase (LDH) e x-prolil-
dipeptidil aminopeptidase (PepX) revelaram diferencas estatisticamente significativa
(p<0,05) ao longo do periodo de maturagdo para todos os tratamentos (Figuras 17 e 18).

Os resultados médios da atividade da LDH aos 60 dias de maturacdo para os
queijos fabricados com as culturas Cc;, D; e Es ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (p>0,05). Aos 90 dias, apenas as culturas Cc; e D; ndo apresentaram diferencga
estatistica significativa. As culturas A e Es aos 120 dias apresentaram resultados

semelhantes (p>0,05). No periodo de 150 dias de maturagdo as culturas A e Cc; ndo
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apresentaram diferenca estatistica significativa entre si, bem como as culturas D; e Es. Aos

180 dias somente as culturas A e Es apresentaram valores médios semelhantes (p>0,05).

30 60 90 120 150 180
Periodos de maturagdo (dias)

Figura 17. Atividade da enzima LDH nas amostras de queijo Parmesdo maturado a 18 °C
durante 180 dias.
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Figura 18. Atividade da enzima PepX nas amostras de queijo Parmesdo maturado a 18 °C
durante 180 dias.

Nao houve diferenca estatistica significativa na atividade da enzima PepX (p>0,05)
aos 30 dias de maturagdo entre as culturas A, Cc; e Es. Aos 60 dias, os valores médios da
atividade da PepX das culturas A e D; quando comparados entre si ndo foram
estatisticamente diferentes (p>0,05), bem como das culturas Cc; e Es. Apds 150 e 180 dias
de maturacgio a atividade PepX encontrada para as amostras fabricadas com as culturas A e
Es foram estatisticamente semelhantes (p>0,05).

Nos processamentos em que foi empregada a cultura autolitica comercial Cc; foi
registrado no queijo a méaxima atividade das enzimas LDH (1,07+0,75 U.mL™") aos 120
dias e PepX (6,87+0,83 umol de AMC.min".mL™") aos 150 dias. Dentre as autoctones, a

cultura Es que in vitro demonstrou perfil autolitico elevado e a cultura A com perfil
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autolitico intermedidrio, apresentaram maior atividade das duas enzimas intracelulares
quando comparado com a cultura D;.

O queijo fabricado com a cultura A apresentou atividade progressiva de LDH até 3
meses, com valores médios de 0,22+0,08 U.mL'l, 0,31+0,10 UmL' e 0,55+0,04 U.mL’!
em 30, 60 e 90 dias, respectivamente, superiores ao valores observados nos queijos D; e Es
(Figura 17). Para a mesma cultura a méaxima atividade da PepX (3,19+0,01 umol de
AMC.min"".mL") foi registrada aos 60 dias de maturag@o, no entanto ainda aos 180 dias
foi detectada atividade de 2,83+0,01 umol de AMC.min'l.mL'l, superior ao valor
encontrado no mesmo periodo para as culturas autdctones D; (0,89+0,04 pmol de
AMC.min".mL™") e Es (2,72+0,94 umol de AMC.min".mL™"), porém inferior ao observado
na cultura comercial.

Kenny et al. (2006) verificaram em queijo Cheddar maior atividade autolitica (1,14
U.mL™") para a cultura de Lactobacillus helveticus associada a cultura adjunta DPC 4571,
que pode favorecer o sabor e aroma no queijo Cheddar durante a maturagdo. Lindner et al.
(2008) estudando a atividade de aminopeptidases e correlacionando com a viabilidade de
bactérias acido-laticas durante a maturacdo de queijo Parmigiano Reggiano, verificaram
um aumento gradativo da PepX concomitante com a reducio da viabilidade das bactérias
acido-laticas. Os autores utilizaram como substrato gli-pro-f3 nitroanilide (gli-pro-BNA),
sendo a atividade maxima observada aos 8 meses de maturagdo com valor aproximado de
25 pmol de BNA.min".mL™", apds este periodo houve um decréscimo da atividade da
enzima.

A correlagdo entre a viabilidade das bactérias laticas em agar MRS e a atividade de
enzimas intracelulares permite predizer o momento de lise. Todavia, o decréscimo da LDH
aos 60 dias de maturacdo nio foi usual, pois, neste estdgio houve redugdo da populacio de
bactérias acido-laticas nas amostras dos queijos Cc;, D e Es (BARROS et al., 2008a), ou
seja, com a morte celular haveria liberacdo do contetido celular ¢ aumento da atividade
enzimatica. Barros et al. (2007) verificaram que em amostras comerciais de queijos
Parmesdo fabricados com Lactobacillus helveticus e Streptococcus thermophilus
maturados a 12 °C por 180 dias, a maxima atividade da enzima LDH foi observada aos 90
dias de maturacdo com 1,20 U.mL™ (8,17x10° UFC.g™"), sendo associada ao decréscimo da
populagio de lactobacilos quando comparado aquela presente aos 60 dias (3,20x10’

UFC.g™).
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Nas amostras experimentais de queijo Parmesao o decréscimo da atividade da LDH
nos intervalos em que foram registradas reducdes da populacdo de lactobacilos termofilos
pode ser conseqiliéncia do estado vidvel ndo cultivavel (VNC) apresentado por estas
células. Estes, embora apresentem fragilidade osmotica, permanecem nos queijos devido as
condi¢des favoraveis neste ambiente, tal como o efeito tamponante (SALAUN;
MIETTON; GAUCHERON, 2005) e a interacdo desta microbiota aos substratos do queijo.
Em alguns casos, as bactérias apresentam-se envolvidas por gldébulos de gordura, como
observado por Barros et al. (2008b).

Em 3 meses de maturagdo, provavelmente pelo avango da protedlise e conseqiiente
liberagdo de peptideos e aminoacidos, o queijo tende a atingir uma condicdo tamponante,
potencializando a atividade do complexo enzimatico presente no meio extracelular
(McSWEENEY, 2004; SALAUN; MIETTON; GAUCHERON, 2005). Tal fato,
possivelmente, esclareca o aumento acentuado da atividade da LDH para 1,07+0,75 U.mL"
"'no queijo Cc; maturado por 120 dias e o progressivo aumento da atividade da PepX, que
alcangou maxima atividade aos 150 dias de estocagem (6,87+0,83 pumol de AMC.min
! mL™). Apesar da maior liberagio das enzimas LDH e PepX pela cultura comercial Cc, na
matriz do queijo durante os 180 dias de maturacdo, a cultura que apresentou maior indice

de maturacdo foi a cultura Dy, seguida da cultura Es.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos do monitoramento in vitro e in situ das enzimas intracelulares
LDH e PepX permitiram incluir que:
- a maior liberagdo das enzimas LDH e PepX in vitro foi observada na cultura comercial
Cc; e autoctone Es, as quais foram classificadas com elevada atividade autolitica,
sugerindo sua utilizagdo como aceleradores da maturacdo de queijo Parmesdo e de outras
variedades de massa dura;
- houve correlag@o entre as andlises de CDM e cultivo em placa apenas para a cultura
autdctone A e cultivo comercial Cey;
- a maior populacdo de lactobacilos termofilos nos queijos experimentais foi observada aos
30 dias de maturagdo;
- em todas as amostras de queijos foi observada atividade da LDH e PepX nos estagios
finais de cura, sendo a maior atividade nos queijos fabricados com as culturas com carater
autolitico elevado;
- houve aumento significativo nos teores de acidez, tirosina e triptofano e IM em todas as
amostras de queijo Parmesdo ao longo de 180 dias de maturacio;
- as culturas autéctones D; e Es foram aquelas que apresentaram maiores aumentos nos
teores dos aminodacidos e do indice de maturagdo sugerindo o emprego destas na fabricagdo

do queijo Parmesio.
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