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RESUMO

ROSSI, Daise Aparecida. Isolamento, identificagio e caracterizagiio da
biodiversidade de Lactobacillus helveticus isolados de soro-fermento de
laticinios brasileiros. LAVRAS : UFLA, 2001. 99p. (Tese — Doutorado em

Ciéncia dos Alimentos)®

As culturas laticas utilizadas na produ¢do de queijos sdo exogenas e
selecionadas por sua adaptacio a diferentes ecossistemas. Culturas enddgenas,
como as que fermentam o soro fermento natural, se¢ isoladas e caracterizadas,
podem ser utilizadas pelas industrias se apresentarem perfis tecnologicos de
intercsse, como produgiio de acido, autolise, tolerdncia ao sal e resisténcia as
temperaturas a que sdo submetidas na fabricagéio dos queijos, além de preservar
a biodiversidade. Vinte e nove lactobacilos termofilos isolados de cinco
laticinios diferentes e duas cepas comerciais dc Lactobacillus helveticus foram
identificados por meio do perfil d¢ fermentagio utilizando galerias API CHS50.
As cepas comerciais ¢ quinze isolados endogenos puderam ser classificados
fenotipicamente como Lactobacillus helveticus. Nas demais cepas, os perfis
indicaram: 2 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 1 Lactobacillus
delbrueckii subsp. delbrueckii, 4 Lactobacillus fermentum ¢ 7 Lactobacillus sp.
No padréio de hidrolases de peptidoglicanos em SDS-PAGE, todas as cepas de L.
helveticus mostraram perfil tipico, apresentando bandas liticas caracteristicas de
42 ¢ 30 kDa. Porém, na caracteriza¢io das outras cepas isoladas, mostrou bandas
de dificil visualizagdo, ndo permitindo a identificagdo segura. O cstudo da
diversidade genética pela técnica RAPD de onze cepas de L. helveticus
endogenos e as duas cepas comerciais permitiu verificar que cepas procedentes
do mesmo ecossistema tenderam a se manter em grupos, com excegdo de uma
cepa. As cepas que apresentaram maior similaridade (90%), foram as duas
comerciais. Os demais isolados formaram grupos com distdncia genética de
18%, 25% ¢ 43% entre si. Todas as cepas foram capazes de crescer em meio de
cultura MRS suplementado com 2% (p/v) de cloreto de sédio. Porém, somente
trés ccpas apresentaram crescimento efetivo em meio suplementado com 3%, o
crescimento em 4% foi inexpressivo ¢ nenhuma das cepas estudadas foi capaz de
crescer em concentragdes de 5% e 6% de cloreto de sdédio. Todas os isolados
resistiram ao tratamento térmico por 30 minutos a 55°C, porém, a 65°C, trés

*Comité Orientador: Prof. Dr. Luiz Ronaldo de Abreu - UFLA (Orientador),
Prof. Dr. Anténio Fernandes de Carvalho — ILCT/EPAMIG, Prof. Dr. Nilson
Penha Silva (UFU), Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho (UFU).
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ccpas ndo apresentaram crescimento. A tolerdncia ao sal e 4 temperatura ndo
demonstrou nenhuma correlagio com as associagdes apontadas pela analise
RAPD. A produgio de acido latico em leite desnatado foi diferente para as cepas
estudadas (p<0,05), variando de 0,73% a 1,78%, apos 24 horas de incubagio a
37°C, € 0,99% a 2,35%, apés 48 horas. Apesar da variabilidade na produgio de
lactato, todas as cepas foram habeis em coagular o leite apés 24 horas, ja que o
pH determinado foi < 4,6. A produgiio de acido latico em leite desnatado ndo
mostrou correlagdo com a similaridade genética apontada pelo padrio de
amplificagio de fragmentos do DNA-RAPD. O abaixamento do pH foi
acompanhado por até 52 horas em meio MRS e analisado através de graficos,
demonstrando um comportamento de decaimento exponencial. O agrupamento
dos graficos das cepas que mostraram similaridade pela anilise RAPD,
indicaram um comportamento similar, porém, a metodologia empregada nio
permitiu estabelecer correlagdo significativa. O abaixamento do pH do meio
MRS até o valor 4,0 em fungdo do tempo em horas, avaliado pelo paralelismo
das retas de regressdo, demonstrou diferengas significativas (p<0,05) entre
grupos de L. helveticus.

TERMOS PARA INDEXACAO: Lactobacillus helveticus, diversidade,
fermentagdo, RAPD, soro-fermento, caracteriza¢io fenotipica, acido latico.
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ABSTRACT

ROSSI, Daise Aparecida. Isolation, identification and characterization of
biodiversity of de Lactobacillus helveticus isolated from fermented whey of
Brazilian dairy plants. LAVRAS : UFLA, 2001. 99p. (Thesis — Doctorate in
Food Science)”

Starter cultures usually utilized in cheese production are exogenous and
sclected by their adaptation in different ecosystems. Endogenous cultures, such
as those which ferment natural whey, when isolated and characterized, can be
utilized in cheese manufacturing if they posses technological interest, like acid
production, autolysis, salt tolerance and resistance to temperatures utilized in
cheese manufacturing, as well as the capacity to preserve the biodiversity.
Twenty nine lactobacilos tthermophilus, isolated from 5 different dairy plants
and 2 commercial strains of Lactobacillus helveticus were identified by their
fermentation profile utilizing the API 50 CH. The commercial strains and 15
endogenous isolates could be phenotypically classified as being Lactobacillus
helveticus. The other strains, the profiles indicated: 2 Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, 1 Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, 4
Lactobacillus fermentum ¢ 7 Lactobacillus sp. In the peptidioglycans hydrolases
pattern in SDS-PAGE all strains of L. helveticus showed a typical profile,
presenting characteristic lytic bands of 42 ¢ 30 kDa, however in the
characterization of other isolated strains, appeared bands of difficult
visualization, impairing a definite identification. The genetic diversity study
using RAPD technique of 11 stains of cndogenous L. helveticus and the two
commercial strains, allowed to verify that strains from the same ecosystem, had
a trend to maintain in groups, with exception of sing studied strains. The two
commercial Strains presented the higher similarity (90%). The other isolates
formed groups with genetic distance of 18%, 25% e 43% among them. All
strains were able to grow in MRS medium supplemented with 2% of salt,
however, only 3 strains presented effective growth with 3%, being the growth
with 4% inexpressive and none of the studied strains was capable to grow in
Sodium Chloride concentrations of 5% and 6%. All isolates resisted heat
treatment of 55°C for 30 minutes, however at 65°C, 3 stains did not grow. The
tolerance to salt and temperature did not demonstrated strains any correlation

*Guidance Committee: Prof. Dr. Luiz Ronaldo de Abreu - UFLA (Orientador),
Prof, Dr. Antdnio Fernandes de Carvatho — ILCT/EPAMIG, Prof. Dr. Nilson
Penha Silva (UFU), Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho (UFU).
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with the associations indicated by the RAPD analysis. The acid lactic production
in skim milk was different for the studied strains (p<0.05), varying from 0,73%
to 1,78% after 24 hours of incubation at 37°C and 0,99% at 2,35% after 48
hours. Despite of the variability in lactate production, all strains were able in
coagulate the milk after 24 hours, once the pH was < 4,6. The acid lactic
production in skim milk did not show correlation with the genetic similarity
demonstrated by the pattern of fragment amplification of the DNA-RAPD. The
pH decreasing was followed until 52 hours in MRS medium and plotted in a
graph, displaying a exponential decaying behavior. The grouping of graphs, of
the strains that showed similarity in the RAPD analysis, indicated a similar
behavior, but the utilized methodology did not allow to stablish a significant
correlation. The pH lowering of MRS medium up to 4,0 value in function of
time in hours, evaluated through the parallelism of regression lines, showed
significant differences (p<0,05) among the groups of L. helveticus.

TERMOS PARA INDEXACAO: Lactobacillus helveticus, diversity,
fermentation, RAPD, natural whey starters, phenotypic characterization, lactic
acid.



1 INTRODUCAO

O Brasil é dependente da importagiio das culturas laticas utilizadas como
fermento na produgdo de queijos ¢ outros alimentos. Essas culturas sdo exdgenas
¢ selecionadas por sua capacidade de adaptagfio nos diferentes ecossistemas.
Atualmente, observa-se intcressc de alguns pesquisadores em isolar culturas
enddgenas de produtos de laticinios ou do proprio leite, resultantes da selegdo
natural a que sdo submetidas em scu ecossistema de origem.

‘Pesquisas visando o isolamento de bactérias laticas meséfilas tém sido
realizadas com sucesso em algumas regides de Minas Gerais, como do Serro,
Sido Roque de Minas ¢ Campo das Vertentes, principalmente, com espécies de
Lactococcus e Leuconostoc (Furtado, 1990b; Chaves et al., 1991; Oliveira et al,,
1998) ¢ com bactérias propibnicas (Netto, 1997; Neves et al, 1998). Porém,
isolamento de bactérias termoéfilas endégenas de interesse industrial nio tem
sido até o presente momento objeto de pesquisas no Brasil.

Virias bactérias liticas termoéfilas sdo de interesse da industria de
alimentos, em geral, e a de laticinios, em particular, Dentre elas, destaca-se o
Lactobacillus helveticus, o qual apresenta capacidade de produzir grandes
quantidades de acido latico a partir da lactose ¢, ainda, atividade lipolitica ¢
proteolitica (Arnaud e Giraud, 1985). Esse microrganismo, em mistura com
outros ou isoladamente ¢ utilizado na produgdo de diferentes variedades de
queijos de massa cozida ou semi-cozida, devido s suas caracteristicas de
resisténcia térmica aos processos de cozimento da massa (Furtado, 1990a).

O L. helveticus pode ser isolado em diferentes ecossistemas, como de
soro fermento natural, de leites fermentados ou de queijos fabricados com leitc
niio pasteurizado (Pesic, 1991; Bosi et al.,, 1991; Bottazzi et al., 1992; Neviani ¢

Carini, 1994), sendo a utiliza¢io do soro fermento comum em alguns laticinios
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brasileiros. Além disso, algumas cepas de L. helveticus ainda apresentam uma
caracteristica adicional, a de sintetizar compostos inibidores especificos
(bacteriocinas), que podem dificultar o desenvolvimento de alguns
microrganismos patogénicos ou niio descjaveis. Essa caracteristica, somada a
capacidade de produzir grande quantidade de 4cido litico, pode inibir o
crescimento da microbiota indesejavel acompanhante (Torriani et al., 1994). Por
screm altamente acidiricos e termorresistentes, L. helveticus predominam no
soro fermento obtido da fabricagio de queijos em que a massa é submetida a
altas temperaturas € o soro ndo ¢ conservado sob refrigeragio.

Atualmente, cepas de Lactobacillus helveticus estdo sendo selecionadas
¢ estudadas para utilizagdo em colunas de fermentagfio, produgdo de acido latico,
como aceleradores de maturagio em queijos, produgfio de bacteriocinas ¢
também para uso em combinacZo com outros microrganismos para fabrica¢io de
mussarela com baixo efeito browning (Mukherjee ¢ Hutkins, 1994; Matzdorf et
al,, 1994). Nesses estudos, sdo observadas para selegfio, a resisténcia a fagos
(Carminati et al., 1993), resisténcia ao calor, temperatura de crescimento,
atividade proteolitica ¢ lipolitica (Ling et al., 1994; Ardo e Jonsson, 1994, Kim
et al., 1997), produgdo de acido (Bouton et al., 1993; Norton et al., 1994a),
autdlise (Ammar et al., 1994), produgio de bacteriocinas (Yamamoto et al.,
1994), capacidade de metabolizar a galactose (Mukherjee ¢ Hutkins, 1994;
Matzdorf et al., 1994) e outras caracteristicas desejaveis.

Diversos estudos tém comprovado que o soro fermento ¢ composto por
uma mistura de bactérias termoéfilas, com predomindncia de Lactobacillus
helveticus (Neviani e Carini, 1994; Torriani et al., 1994; Giraffa et al., 1998).
Soro fermento ¢ tradicionalmente empregado na Itilia na fabricagdo de queijos
grana padano e parmigiano reggiano e, no Brasil, ¢ utilizado em alguns
laticinios, na producdio de queijos como parmesdo, provolone e queijos

regionais. Muitas vezes, queijos fabricados com soro fermento apresentam



caracteristicas desejaveis superiores aos que utilizam fermentos laticos
comerciais, provavelmente, pela presenga de microrganismos endégenos, melhor
adaptados, por serem naturais do ecossistema.

O isolamento e conhecimento da microbiota terméfila predominante nos
fermentos naturais, como o soro fermento, seu comportamento na produgio de
acido latico, resisténcia & temperatura ¢ frente a outras condigGes a que sdo
submetidos na tecnologia de fabricagfo, tornariio possivel o desenvolvimento de
estudos no sentido de controlar os fendmenos bioquimicos que ocorrem durante
a maturagio dos queijos. L. helveticus endbgenos, isolados € caracterizados,
poderdo ser utilizados na fabricagiio de queijos de massa cozida, como o
provolone ¢ parmesio, em indistrias onde hoje ¢ utilizado o soro fermento,
mantendo suas caracteristicas desejaveis de produgdo de acido e lip6lise, porém,
permitindo a padronizagio do produto. Além disso, o isolamento desses
microrganismos preserva a biodiversidade ja que com a introdugdio de culturas
exdgenas comerciais, hi tendéncia de desaparecimento dos microrganismos
selvagens ou enddgenos. A detecgdo da diversidade, intra ¢ infra populagdes, €
uma das maiores contribuiges que os geneticistas conservacionistas podem dar
para a avaliagio da variabilidade genética, permitindo prever consequéncias de
fluxo e perda de genes em populagdes fragmentadas (Campos, 1999).

Devido as possiveis utilizagSes de culturas isoladas de L. helveticus na
indastria de laticinios e aptiddo tecnoldgica para fabricagfo de queijos e, ainda,

da preservacio da biodiversidade, este estudo possui como objetivos:

v jsolar cepas de Lactobacillus helveticus de soro fermento natural,
provenientes de diferentes ecossistemas;

» realizar sua identificagio por meio de caracteristicas fenotipicas como perfil
de carboidratos e padriio eletroforético de hidrolases de peptidoglicanos de
parede cclular em SDS-PAGE;



estimar a biodiversidade entre as diferentes culturas de L. helveticus isoladas
utilizando o padrio de amplificagdo de fragmentos de DNA-RAPD;
mensurar caracteristicas de interesse tecnolégico, como tolerincia a
diferentes concentragSes de cloreto de sédio, produgiio de acido litico e
resisténcia ao calor;

verificar a presenca de cepas autoliticas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Lactobacillus

De acordo com o Bergey’s Manual of Determinate Bacteriology, o
género Lactobacillus é composto por bacilos Gram positivos, regulares ¢ nfio
esporulados. Possuem morfologia celular variando de bacilos longos ¢ finos até,
algumas vezes, como bacilos curvados € pequenos (Kandler ¢ Weiss, 1986).
Também ¢ freqiiente a forma de cocobacilos, sendo comum a formagdo de
cadeias. A motilidade nfio € usual, e quando presente, da-se por meio de flagelos
peritriquicos. Algumas cepas exibem corpo bipolar, granulagGes internas ou
aparéncia de baga, com reagfio a coloragio de Gram ou azul de metileno. Os
grandes corpos bipolares provavelmente contém polifosfato e aparecem muito
densos quando observados por meio de microscopio eletrnico. O tamanho dos
bacilos € o grau de curvatura ¢ dependente da idade da cultura. Formas
irregulares sfio observadas em crescimento simbiftico ou sobre alta
concentragbes de glicina, D-aminoicidos ou antibiéticos com agfio na parede
celular. A porcentagem de G+C do DNA ¢ 32-53.

O metabolismo fermentativo dos lactobacilos produz como produto final
do carbono, o lactato, que usualmente nio ¢ fermentado. Produtos adicionais sdo
acetato, etanol, C0,, formato ou succinato. Ndo s3o produzidos acidos volateis
com mais de dois 4tomos de carbono (Sneath et al., 1994)..

Os Lactobacillus sdo microaerdfilos e, quando em crescimento na
superficie em meios solidos, geralmente o desenvolvimento é melhor em
anaerobiose ou pressdo de oxigénio reduzido ¢ 5% a 10% de CO0; alguns séo
anaerdbios em isolamento. Nos meios usuais de crescimento, os lactobacilos
raramente produzem pigmentos que, quando presentes, sio amarelados, laranja-

ferrugem ou vermelho-tijolo. Crescem em temperaturas que variam de 2°C a



53°C, com valores 6timos, geralmente, de 30°C a 40°C. Sio acidiricos, com pH
6timo entre 5,5 e 6,2; o crescimento ocorre a 5,0 ou menos. A taxa de
crescimento ¢ freqiientemente reduzida em meios neutros ou alcalinos. Nas
diversas espécies, a redugfio do nitrato nfio é usual, podendo acontecer porém,
quando o pH terminal ¢ estabilizado acima de 6,0 (Kandler ¢ Weiss, 1986)

Normalmente, lactobacilos nio possuem capacidade de liquefazer a
gelatina ou digerir a caseina, mas pequena quantidade de nitrogénio solavel é
produzida por muitas espécies. Indol ¢ H,S nfio sdio produzidos ¢ as provas de
catalase € o citocromo sdo negativos, devido & auséncia de porfirina. Todavia,
algumas cepas decompGem peroxidos por uma pseudo-catalase € a reagdo da
benzidina ¢ negativa. S&o encontrados em derivados do leite, grios, produtos de
carme € peixe, dgua, esgoto, cerveja, vinho, frutas e suco de frutas, conservas de
vegetais, silagem, chucrute ¢ massas fermentadas. Fazem parte da microbiota
normal da boca, trato intestinal e vagina de alguns animais homotérmicos,
incluindo o homem, sendo a patogenicidade rara (Sneath er al., 1986).

Os lactobacilos sdo organismos extremamente fastidiosos e adaptados a
complexos substratos organicos. Eles nio sé requerem carboidratos como
energia e fonte de carbono, mas também nucleotideos, aminoacidos e vitaminas.
O requerimento de acido folico, riboflavina, fosfato de piridoxina ¢ 4cido p-
aminobenzdico ¢ difundido entre virias espécies, sendo a riboflavina o
composto mais frequentemente requerido. Biotina ¢ vitamina By; sfio essenciais
somente para algumas espécies. Cepas vitamina-dependentes s3o comumente
utilizadas em bioensaios de vitaminas ¢ sfio listadas em catilogos de muitas
colegdes de culturas. Os padrdes de aminoédcidos também diferem entre espécies
¢ até entre cepas (Kandler e Weiss, 1986).

Na formulagio de meios de cultura para o género, deve-se observar que
a came ¢ um nutriente essencial quando o meio contém carboidratos

fermentéveis, peptona, extrato de levedura e extrato de carne. A suplementagio



dos meios com suco de tomate, manganés, acetato e ésteres de dcido ol€ico,
especialmente Tween 80 ¢ estimulante ou até essencial para muitas espécies.
Estes compostos estdo incluidos no meio extensamente utilizado para
crescimento ¢ isolamento formulado por Man, Rogosa ¢ Sharp (1960), o meio
MRS.

A dificuldade na classificagdo ¢ discutida por diversos autores, ja que o
género Lactobacillus comporta mais de 50 espécies, sendo algumas, muito
distantes geneticamente umas das outras ¢ outras altamente relacionadas,
variando somente na extensdo da fermentag3o de alguns carboidratos (Lortal et
al., 1997; Torriani et al., 1994; Kandler ¢ Weiss, 1986). Rearranjamento da
taxonomia do género sdo esperados (Taillicz et al., 1996; Torriani et al., 1994;
Stackebrandt e Teuber, 1987; Gasser, 1970).

2.2 Lactobacillus helveticus

Os L. helveticus apresentam bom crescimento de 40°C a 45°C com
méximo a 50°C a 52°C, mas nfio se desenvolvem em temperaturas inferiores a
15°C. Geralmente resistem a temperaturas de 60°C por 90 minutos (Furtado,
1990). Os fatores essenciais para crescimento s#io cilcio, pirodoxal ou
piridoxamina, sendo que acido félico, vitamina By, ¢ tiamina nfio sdo requeridos
(Kandler e Weiss, 1996).

L. helveticus utilizam, para fermentar a lactose, a via glicolitica ou
Embden-Meyerhof-Parnas, sendo a redugiio do acido pirtivico a acido latico
catalisada pela enzima lactato desidrogenase (Arnaud ¢ Guiraud, 1985). Sdo
homofermentativos e fortes produtores de 4cido latico, fermentando a lactose até
concentragdes de aproximadamente 2,7% (Furtado, 1990a). Torriani et al
(1994) consideram que esses microrganisfrios produzem é&cido litico em
concentrag3es maiores que 2%. De fato, Fortina et al. (1998) verificaram que ha

diferencas na capacidade de acidificagio em cepas de L. helveticus e



recomendam que essa caracteristica deve ser utilizada para selegio de culturas
para perfis biotecnolégicos de interesse.

Na caracterizagio fenotipica, o L. helveticus ¢ geralmente imodvel e
quanto ao perfil de fermentagio de carboidratos, pertence ao grupo I das
espécies obrigatoriamente homofermentativas. N&o fermentam amigdalina,
arabinose, cclobiose, esculina, gluconato, manitol, melezitose, melibiose,
rafinose, ribose, salicina, sorbitol, sacarose ¢ xilose (90% ou mais das ccpas
negativas). Fermentam a galactose, glicose e lactose (90% ou mais cepas
positivas), 11 a 89% das cepas positivas para frutose, maltose, manose e trealose
¢ fermentagio varidvel do N-acetil-glicosamina (Torriani et al., 1994).

Na homologia DNA/DNA, L. helveticus formam um estrcito grupo
homélogo genomicamente, junto com cepas antigamente denominadas “L.
Jugurt”, mas n@o préxima a cepas L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.
delbrueckii subsp. lactis e L. gasseri. A filogenia relacionada entre L. helveticus
¢ L. acidophilus ¢ indicada pela porcentagem de homologia de DNA de 20% a
30% entre as duas espécies. Para confirmar essa proximidade, sondas de DNA
espécie-especificas para detecgfio de L. helveticus foram construidas, ¢ os
autores, observaram fraca hibridagfio com o DNA dc algumas estirpes de L.
acidophilus, cot_lﬁnnando a fechada relagio filogenética entre essas duas
espécies de lactobacilos (Pilloud e Mallet, 1990).

2.2.1 Isolamento e caracterizaciio

L. helveticus podem ser obtidos de leite fermentado, soro-fermento,
fermentos laticos € queijos como emmental, gruyére, parmesdio € provolone.
Estudos recentes demonstram, que apesar de L. helveticus apresentarem baixa
resisténcia a bile in vitro, pode sobreviver 4 passagem pelo trato gastrointestinal
de humanos. Essa constatagio pode representar inimeras novas aplicagdes
potenciais para essa espécie (Shinoda et al., 2001). Viarias outras caracteristicas



tém sido estudadas em L. helveticus, inclusive a capacidade de algumas cepas
produzirem na fermentagio do leite ou soro, peptidios com  capacidade
hipotensora semelhante @ enzima conversora de angiotensina, caracteristica
confirmada em testes realizados em ratos (Yamamoto ct al., 1994).

O isolamento dos lactobacilos termoéfilos ndo apresenta dificuldade,
podendo ser utilizado, para esse fim, o meio MRS com pH ajustado em 5,4,
incubado em anacrobiose a 43°C por 24 a 48 horas. Essc meio atende as
exigéneias nutricionais da maioria dos lactobacilos ¢ ndo contém nenhum agente
inibidor. Quando utilizado na temperatura ¢ pH indicados, rcalmente seleciona
somentc os lactobacilos termofilos acidaricos (Kandler ¢ Weiss, 1986; Lortal et
al., 1992)

A diferenciagio do L. helveticus de outros lactobacilos termotfilicos,
porém, tem sido considerada uma etapa complexa. Para diferenciagdo ¢ comum
a observagiio dos fenotipos apresentados em provas de fermentagio de agtcares
que, associadas a temperatura minima de crescimento, podem ser utilizadas em
chaves de identificagdo, como as organizadas por Hammes ct al., (1992).

O Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology coloca o L. helveticus no
grupo de espécies obrigatoriamente homofermentativas, fermentando hexoses
quase completamente a dcido latico, seguindo a via glicolitica ¢ ndo utilizando
as pentoses (Kandler ¢ Weiss, 1986). A habilidade do L. helveticus (galactose
positiva) de utilizar a galactose pode ser utilizada para sua diferenciagao de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ¢ subsp. lactis (galactosc negativa). Porém, deve-
s¢ levar em consideragdo que cerca de 10% ou mais das cepas de L. helveticus
podem ser indbeis em fermentar completamente a galactose (Torriani et al.,
1994). Além da diferenciagio, esse fato ¢ considerado muito importante, ji que a
acumulagio ¢ subseqiiente metabolismo da galactose por bactérias nio laticas

indescjaveis podem conduzir a uma maturagio atipica ou defeitos em queijos,



como o escurecimento da mussarela (Jonhson e Olson, 1985; Mukherjee et al.,
1994; Matzdorf et al., 1994; Furtado, 1997).

Somente a utilizagdo de perfis de fermentagdo para identificagiio de L.
helveticus pode conduzir a erros e deve ser associada a outras técnicas.
Mudangas em termos de fermentagio da frutose, maltose e trealose foram
encontradas apds estudos continuos em cepas de L. helveticus isolados de
fermentos naturais (Fortina et al, 1998). Os autores observaram que as
alteracdes no perfil de fermentagio foram associadas a alterages na atividade
proteolitica e de resisténcia a antibi6ticos ¢ i lisozima, Também Reinheimer et
al,, (1995) estudando L. helveticus ATCC 15807 observaram que durante o
crescimento dentro de condigdes O6timas, sio espontaneamente produzidas
variantes com habilidade para fermentar manose (0,01% da populag3o total) €
frutose (0,004%), que permanecem estiveis entdo por vérias subculturas ¢ que
nio reverteram durante todo o experimento. Hébert et al., (2000) estudaram
cepas de L. helveticus da colegio CRL (provenientes de culturas de referéncia
ATCC, NCDO, CNRZ e queijo grana italiano) ¢ observaram que todas as cepas
foram capazes de fermentar a glicose, manose, lactose ¢ N-acetil glucosamina,
todas indbeis na utilizagio da amigdalina, manitol, arabinose, celobiose,
melizitose, melibiose, ramnose, ribose, sorbitol e xilose. Porém, a fermentagio
da galactose, frutose ¢ trealose foi cepa dependente. Essas variagdes no perfil
fermentativo devem ser analisadas com cuidado pois podem levar a erros na
identificagdo.

Atualmente, a diferenciagio de lactobacilos terméfilos pode ser
realizada por meio de perfil de enzimas de parede celular em gel de proteina
SDS-PAGE modificado. Em estudos realizados por Lortal et al. (1992) na cepa
de L. helveticus ATCC 12046, os autores encontraram trés estruturas protéicas
em camadas (/ayer), na parede celular. Para extragio eficiente ¢ seletiva da
proteina, foi realizado tratamento com LiCl 5§ mol.L". O componente externo foi
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identificado como uma capa ndo glicosilada de uma proteina de 53 kDa (S-
layer). Quando foi preparado um extrato de células intactas (através de
congelamento), ficou demonstrado que S-layer ¢ uma proteina obliqua em
engradado (a= 4,5 nm, b= 9,5nm, gama= 75 o), que cobre completamente a
superficic da célula. Os autores observaram, ainda, que a viabilidade das estirpes
nio diminuiu significativamente apés a extragio e, além disso, que a proteina S-
layer reaparecen quando se permitiu que as células tratadas crescessem
novamente. Quando purificaram a proteina S-layer, foi determinado um aito
contendo (44%) de aminoacidos hidrofébicos, com a segiiéncia N-terminal
composta principalmente por alanina, treonina, asparagina € dcido aspartico. S-
layer ¢ uma enzima hidrolase, com diferentes fungSes, localizada na parte
externa da bactéria e pode ser determinada por SDS-PAGE.

Outros métodos de identificacio de Lactobacillus sp. foram utilizadas
em organismos isolados de fermento latico ¢ de leites fermentados ¢ comparados
a resultados obtidos por SDS-PAGE. Utilizando determinagio de rRNA-23S por
sondas de nucleotideos alvo e por andlisc numérica de perfil eletroforético de
proteinas, os genes rRNA-23S de vérios lactobacilos foram parcialmente
seqiienciados € provas complementares de oligonucleotideos especificos foram
sintetizados. Sondas espécie especificas de L. delbrueckii, L. helveticus ¢ L.
paracasei € sondas grupo especificas para L. casei, L. rhamnosus ¢ L. casei/L.
paracasei/L.rhamnosus foram determinadas. Proteinas de conjunto de células
extraidas de cepas cultivadas também foram examinadas usando SDS-PAGE. A
comparagio numérica dos resultados com os padrdes eletroforéticos de proteinas
revelou grupos definitivos, com boa correlagio com diferentes espécies (Hertel
et al.,, 1993).

Gatti et al. (1997) realizaram SDS-PAGE fingerprinting de proteinas de
parede celular extraidas de 38 estirpes de L. helveticus, 27 de L. delbrueckii
subp. bulgaricus, 18 de L. acidophilus, 7 de L. fermentum, 8 de Streptococcus
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thermophillus, 4 de Enterococcus faecium (Streptococcus faecium) ¢ 9 de E.
Jaecalis (S. faecalis), isolados de soro-fermento natural ¢ queijos. Os autores
encontraram uma proteina dc aproximadamente 50 kDa (S-layer), quc foi
caracteristica de todas as cepas de L. helveticus ¢ duas proteinas de parede
cclular de aproximadamente 20 ¢ 30 kDa foram tipicas da espécic de L.
delbrueckii. A diferenciaciio entre as subespécies lactis ¢ bulgaricus ndo foi
possivel com a utilizagio da técnica eletroforética usada, porém, as outras
espécies termofilicas estudadas apresentaram padrdes de proteina de parede
cclular que permitiram a diferenciagio de L. helveticus ¢ L. delbrueckii. Os
autores consideraram a determinagfio da estrutura S-layer como um método
fidedigno de identificar L. helveticus.

Lortal et al. (1997) utilizaram o padréio de hidrolases de peptoglicanos
de parcde celular para obter caracteristicas de interesse na identificagiio de
lactobacilos apés observarem que essas enzimas eram estruturas altamente
conservadas. A técnica utilizada avaliava o peso molecular ¢ a forma tipica de
bandas liticas, formadas gracas 4 introdugiio de um microrganismo no gel (M.
luteus) e permitiu separar, com pequenas variages de intensidade, dez espécies
diferentes de 94 estirpes de lactobacilos. Além disso, espécies intimas
filogeneticamente, como L. sake ¢ L. curvatus ou L. acidophilus e L. helveticus
foram identificadas com sucesso.

Em 1998, Callegari et al. estudaram a estrutura de superficic (S-layer) de
L. helveticus CNRZ 892 ¢ determinaram que era composta de mondmeros de
proteinas de 43 kDa organizados em fileiras ordenadas. Para este estudo, o gene
que codifica esta proteina (sipH) foi clonado em E. coli e sequenciado. SlpH
consiste de 440 cddons ¢ € precedido por um sitio que liga o ribossoma (RBS) e
seguido por um suposto terminador rho-independente. Analises de Northern-
Bloth (técnica molecular que utiliza hibridizagfio) revelaram que esta sipH é um
gene monocistrénico ¢ a seqiiéncia de amino4cidos deduzida de SlpH mostra um
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peptidio lider de 30 aminoécidos. O gene slpH foi amplificado por uma reagdo
de polimerase em cadeia e o fragmento, transportando o gene completo de RBS
para o cbdon de parada, foi clonado em um gene de expressio do vetor
Lactococcus. Lactococcus lactis MG1363, transportando o plasmidio resultante,
secretou um mondmero S-layer com a mesma massa molecular auténtica do L
helveticus CNRZ 892 SlpH, como comprovado por SDS-PAGE. Esse trabalho
caracterizou a proteina S-layer como espécie-especifica, podendo ser utilizada
como ferramenta taxondémica. Microscopio imunoeletronico revelon que SipH
foi ligado 3 parede celular do Lactococcus em pequenos aglomerados €
acumulado no meio de crescimento como pequenas folhas.

Hébert et al. (2000) utilizaram o perfil de proteinas em SDS-PAGE,
padrio de fermentagio ¢ seqiiéncia do rRNA 168, para identificar cepas de L.
helveticus € Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. Os autores concluiram que o
perfil de proteinas SDS-PAGE confirmou com sucesso a caracterizacdo
taxondmica dessas cepas, sendo equivalente a0 método rRNA 16S. O perfil de
fermentagdio foi hibil na caracteriza¢fio da maioria das cepas, porém a nfio
fermentagfio da sacarose por uma cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
o caracterizou erroneamente como L. helveticus. A classificagdo equivocada
pelo perfil de fermentagdo foi confirmada pelo SDS-PAGE e seqiiéncia do
rRNA 168.

2.2.2 Diversidade

Informagdes sobre parentesco ou similaridade genética possuem
aplicagdes importantes em diferentes areas da ciéncia, permitindo identificar
linhagens ou populagdes que devem ser mantidas para preservar a méaxima
diversidade genética (Thormann ¢ Osborn, 1992). Os procedimentos classicos de
caracteriza¢do de linhagens bacterianas, tal como caracteristicas bioquimicas ou

nutricionais, anilise de proteinas totais ocu a composicio da proteinas de
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membrana, reagdes imunoldgicas e do conteido plasmético nfio permitem, em
geral, distinguir linhagens aparentemente da mesma espécie (Le Borgeois et al.,
1993).

Os métodos que permitem medir a diversidade entre linhagens
aparentadas podem ser baseados na comparagiio da sequéncia dos seus genomas
ou da sequéncia do rRNA ribossomal 16S e a medida da homologia DNA/DNA.
Dois métodos sdo suficientemente rapidos para analisar as numerosas linhagens
¢ podem revelar as diferengas entre linhagens de uma mesma espécie: a
eletroforese de grandes fragmentos de DNA em campos pulsados e o randomly
amplified polymorphic DNA-RAPD (Welsh e Mcclelland, 1990; Willians et al.,
1990; Tailliez et al., 1996).

O RAPD ¢ uma técnica que foi desenvolvida independentemente por
Welsh e Mcclelland e Willians et al. (1990). O método ¢ baseado na
amplificacdo ao acaso do DNA alvo, usando como iniciador (primer) um
oligonucleotideo com cerca de 10 bases de seqiiéncia arbitraria, sob condi¢des
de baixa estringéncia. O primer encontra vérias seqiiéncias complementares ao
longo do genoma ¢ quando essas sequéncias estdo a poucas centenas de pares de
bases de disténcia umas das outras ¢ em fitas opostas, a regifio inclusa pode ser
amplificada pela polimerase. A auséncia deste produto amplificado em outro
individuo, pode ser pela perda do sitio no DNA devido a mutacdo, delegio ou
insergio (Muralidharan ¢ Wakeland, 1993). De acordo com os produtos
amplificados, polimorfismos sdo revelados. Estes marcadores sdio faceis de
serem detectados, pois nfio requerem informages sobre a sequéncia de DNA a
ser amplificado ou a sintese de primers especificos. Duas outras vantagens sdo a
automatizagio do processo ¢ a pequena quantidade de DNA requerida
(Thormann ¢ Osborn, 1992).

Apesar das vantagens enumeradas, a técnica RAPD apresenta algumas
limitagbes. Mudangas minimas nas condigbes da reagio podem afetar
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significativamente os produtos da amplificagio, scndo a reprodutibilidade dos
padrdes a maior preocupacio de muitos pesquisadores. A procedéncia da
polimerasc, do termociclador, a temperatura de anclamento ¢ o primer sdo
fatores importantes na obtengio de bons rendimentos e padrSes de fragmentos
de DNA (Wolf et al., 1993).

Na utilizagio do RAPD para caracterizar 78 culturas de lactobacilos com
dois primers diferentes, Tailliez ct al. (1996) concluiram quc estc cra um bom
método para identificagio e tipagem de microrganismos. Ele apresentou
importantes aplicagdes potenciais, nio s6 para a constituicdo ¢ cnriquecimento
dirigido a colegdes, mas, igualmente, para a microbiologia fundamental, que, se
combinada a outras técnicas, facilitou a identificagio de novas espécies
bacterianas.

Cocconcelli et al. (1997) utilizaram para cstudo da microbiota do soro-
fermento proveniente da fabricagio de queijos parmigiano reggiano, técnicas
moleculares de RAPD ¢ rRNA-16S. Anilises de RAPD facilitaram a
identificagio das ccpas de Lactobacillus ecnvolvidos em associagio
microbiol6gica, permitindo também o estudo da dindmica da populagio durante
dois ciclos da fermentag¢io em soro fermento. As amosiras de soro-fermento
foram coletadas a 0, 6, 12, 18 ¢ 24 horas de fermentago. Anilises de RAPD
fingerprint revelaram a presenga de quatro biotipos que dominaram o processo
de fermentagio do soro. Anilise da seqiiéncia de rRNA-16S demonstrou que
estas cepas isoladas de soro correspondiam a L. helveticus e L. delbrueckii
subsp. lactis.

Giraffa et al. (1998) caracterizaram 23 cepas de L. helveticus isoladas de
soro-fermento ¢ queijos italianos através da ribotipagem, perfil de plasmidios ¢
RAPD. Diferengas entre as cepas foram detectadas pelas trés técnicas utilizadas,
porém, 0s autores constataram que, em alguns casos, o0 RAPD foi capaz de

demonstrar diferengas ndo detectadas pelas outras duas técnicas € quc a
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heterogeneidade encontrada entre as cepas era dependente do seu local de
origem.

Diferencas substanciais em varias caracteristicas tecnolbgicas
importantes foram observadas entre L. helveticus isolados de fermentos naturais
por Giraffa et al. (2000). Os autores utilizaram anilise estatistica multivariada
para analisar os dados obtidos na ribotipagem (rRNA 16S) e RFLP (restriction
fragment lengh polymorphism). Os resultados permitiram a compreensio com
bases mais sélidas, da associagio de caracteristicas genéticas e tecnoldgicas
observadas nas cepas com o tipo de queijo em que foram isoladas, demonstrando
o significado funcional e ecolégico de biotipos de L. helveticus em culturas

naturais associadas ao seu local de origem .

2.2.3 Comportamento na fermentac¢iio

Cepas de L. helveticus podem ser utilizadas em biorreatores para
produgdo de 4cido latico em varios substratos que representam agress3o ao meio
ambiente, em particular o soro de queijo. O estudo da cinética da produciio 4cido
¢ da atividade proteolitica ¢ lipolitica do microrganismo pode fornecer
importantes informagdes sobre seu comportamento nos reatores, na producdo de
fermentos laticos e nos processos de maturagio de queijos.

Utilizando gradientes de pH 4,3 a 6,3 e células imobilizadas de L.
helveticus, em fermentagfio continua tendo como substrato soro, Norton et al.
(1993) observaram em microscépio de fase, diminuigdo da cadeia de
lactobacilos. Quando, porém, utilizaram extrato livre de células do mesmo
microrganismo, houve alongamento progressivo da cadeia em pH de 5,1 a 6,3,
sendo que, na fermentacdo continua, as células foram menos dependentes do pH.
Os autores atribuiram este fendmeno ao tempo longo de resposta das células as
mudangas constantes do pH do substrato.
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Norton et al. (1994b) utilizaram L. helveticus imobilizados em suporte
de carragena para fermentar substrato com permeado de soro suplementado com
33% de caldo de feijio em diferentes niveis de pH. No estudo cinético da
fermentagiio continua, foi observada uma taxa maxima de écido latico de
28,5¢/L/h em pH 5,5. Os autores determinaram que as células que
permaneceram ligadas ao suporte de carragena foram responséveis por 75% ¢
85% da produgdo de acido e biomassa, em pH variando de 4,7 a 6,3, ¢ de
aproximadamente 90%, quando o pH foi controlado ¢ fixado em 4,3.

Virios fatores podem interferir na quantidade de icido produzida pelos
L. helveticus, como a formulagio do meio para pré-cultura ou cultura ¢ o
substrato utilizado. Na produgéio de 4cido litico, quando foi utilizado soro
clarificado e ultrafiltrado como substrato, a produgdo foi de 4,4g/L"'/h, enquanto
que o uso de hidrolisados de soro produziu até 5,5g/L"/h (Amrane e Prigen,
1993).

Também a alimentagfio do gado, que modifica a composigéo do leite
exerce, consegiientemente, influéncia na produgio de dcido. Num experimento
conduzido por Ibrahim (1991), foram alimentados trés grupos de bufalas com
diferentes niveis de extrato de levedura e utilizou o leite para cultivar diferentes
cepas de L. helveticus por diferentes periodos de incubagdo. Os resultados das
analises de variincia indicaram que o comportamento das culturas investigadas
(nimero de microrganismos, acidez) foi significativamente afetado pelo pericdo
de incubaciio, leite obtido dos diferentes grupos de animais e sua interagdo,
indicando que as diferengas no comportamento nfio sio independentes. O tipo de
leite também influenciou na produgfio de acido por L. helveticus em um
experimento utilizando leite de cabra ¢ vaca e diferentes periodos de incubagdo
(Ibrahim et al., 1990). Os autores observaram maior produgdo de acido em leite
de cabra em todas as repetigdes.
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Estudando cepas variantes de L. helveticus CRL 1062 que coagulavam o
leite lentamente, Hébert et al. (2000) verificaram que as cepas possuiam todos os
componentes essenciais conhecidos necessérios para utilizar caseina como fonte
de carbono, incluindo atividades funcionais de proteinase e peptidase. Os
requerimentos nutricionais nesses variantes foram similares a de cepas parentais,
porém, 0s autores encontraram um defeito na habilidade de sintese da guanidina
monofosfato (GMP).

A temperatura ¢ o pH também influenciaram a produgdo de lactato por
cepas de L. helveticus modificadas geneticamente, alterando a expressio da
enzima lactato desidrogenase. As estirpes geneticamente modificadas
apresentaram atividade de acidificagfio 53% a 93% maior que as cepas selvagens
a 41°C e pH 5,9 (Kyla-Nikkila et al., 2000).

2.2.4 Atividade proteolitica ¢ autélise

A atividade proteolitica do L. helveticus é geralmente reconhecida como
forte entre as bactérias do dcido latico. Devido as suas caracteristicas ¢ sua
potencial aplicagio em vérias alimentos industriais €, em particular, na
maturagio de queijos, o interesse nesse tépico tem sido aumentado nos wltimos
anos.

Os requerimentos nutricionais de L. helveticus sdo extensos e dependem
da suplementagio por aminoicidos exégenos. Sistemas proteoliticos
representam papel determinante no crescimento 6timo das espécies no leite,
onde as caseinas sio hidrolisadas por proteinases associadas 4 parede celular ¢
peptideos sdo liberados devido a diversas atividades de peptidase (Torriani et al.,
1994).

Num estudo da atividade de peptidase de lactobacilos, L. helveticus YB1
resultou como a mais proteolitica entre as espécies consideradas. Essa espécie

hidrolizava tanto a-caseina quanto B-caseina e era dotado de altos niveis de
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aminopeptidases gerais (AP) e prolina iminopeptidase. Atividades de
carboxipeptidase foram ausentes nas cepas testadas (Hickey et al., 1983).

Experimentos estudando a hidrolise da caseina Ci por proteinases
aderidas & parede celular de muitas cepas de L. helveticus confirmaram a
degradagdio de a e P-caseinas (Ezzat et al., 1985). A maioria das cepas de L.
helveticus ¢ capaz de quebrar tanto a-caseina quanto a B-caseina, possuindo alta
atividade de aminopeptidase em substratos de lisina ¢ leucina (Ginzinger ¢
Sebastiani, 1993).

Além do uso na maturagio de queijos, outras aplicagdes tém sido
encontradas para produtos do metabolismo protéico de L. helveticus. Peptidios
derivados de as; € B-caseina, isolados da atividade proteolitica de L. helveticus
CP790, foram testados para diminui¢do da pressdo arterial. O efeito obtido foi
comparado i enzima conversora da angiotensina (capaz de diminuir a pressdo
sanguinea). O efeito anti-hipertensivo dos peptideos foi efetivo em ratos por
administracio oral de Smg/kg, quantidade contida em SmL de leite inoculado
contendo 0,3% de peptidios (Yamamoto et al., 1994). Os autores também
utilizaram variantes defeituosos para atividade de proteinase para cultivar leite e
este nio mostrou efeito anti-hipertensivo nos ratos, comprovando sua agdo in
vivo.

Em estudo da localizagio citolégica das enzimas proteoliticas de L.
helveticus, Vescovo ¢ Bottazzi (1979) demonstraram que estas peptidases e
aminopeptidases estavam localizadas na maior parte no citoplasma e atividade
de iminopeptidase na parede celular.

Fermentos autoliticos de muitos microrganismos podem ser usados em
substituicio a culturas tradicionais ou como aceleradores da maturagio de
queijos. Na lise, o contelido intracelular ¢, conseqiientemente, as enzimas ficam
livres no meio ¢ podem realizar mais rapidamente suas atividades sem necessitar

do crescimento dos microrganismos (Fox ¢ Law, 1991).
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Alguns autores utilizaram o fermento previamente autolisado em
algumas variedades de queijos, justificando que, quando se utilizam células
ativas, além de enzimas, os microrganismos podem fermentar a lactose ¢
produzir dcido litico ¢ outros metabélitos de forma ndo controlada ou ndo
desejavel. Este fato nfio acontece quando somente o extrato de células ndo
vidveis € os complexos enzimiticos sdo adicionados. Enquanto estirpes
autoliticas nfio sdo isoladas, caracterizadas e utilizadas na produgfio de fermentos
comerciais, alguns pesquisadores tém estudado sua atuagdio, através de lise por
choque térmico na maturagfio de queijos. |

Visando acelerar a maturagdo de queijos “ras”, foram realizados testes
com adigdo de 0% (controle), 1% ¢ 2% de fermento autolisado preparado com a
incubagdo de L. helveticus em leite desnatado por 10 dias a 38 °C. As anilises
dos queijos ndo mostraram diferengas nos conteidos de umidade € componentes
quimicos, porém, o aumento nos acidos volateis C:6-C:12, nitrogénio solivel,
tirosina e triptofano foi maior e proporcional & quantidade de fermento
autolisado utilizado durante toda a maturagfio. Estudos eletroforéticos indicaram
que a protedlise foi mais pronunciada nos queijos tratados que nos controle e
que a taxa de hidrélise foi proporcional 4 quantidade de fermento autolisado
adicionado (Gomaa et al., 1992),

Ainda em queijos “ras”, Ammar et al. (1994) testaram a influéncia na
umidade, acidez, fragdes de nitrogénio solivel ¢ dcidos graxos voliteis pelo uso
de fermento de Lactococcus lactis subsp. lactis (controle) ¢ 1% e 2% de
fermento de L. helveticus autolisado. Os autores nfio encontraram diferencas
significativas nos conteidos de umidade, sal no extrato seco, gordura ¢
nitrogénio total. Porém, o uso do fermento autolisado aumentou os niveis de
acidos graxos voldteis e nitrogénio solavel apés maturagiio por dois meses. Na
analise sensorial realizada apés trés meses de maturagdio, os escores alcangados
pelos queijos tratados com 1% ¢ 2% de fermento autolisado foi de 94 e 95
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pontos, enquanto que os queijos controle receberam nota 84. Valence et al.
(2000) também verificaram uma maior atividade proteolitica com a utilizagdo de
L. helveticus autoliticos na fabricagdo dc queijos suigos. Os resultados obtidos
com o uso das cepas autoliticas, quando comparados aos queijos controle,
mostraram que esses microrganismos podem ser utilizados para abreviar a
maturagio de queijos.

Estudando a autélise espontdnca de cepas de bactérias propidnicas em
meio de cultura, Carvalho (1994) observou que a autélise dessas cepas acontecia
apés a observagio do crescimento maximo (por meio da leitura
espectrofotométrica a 650nm), seguida de uma fase de declinio relacionada 2
perda de viabilidade. A autélise foi confirmada pela microscopia cletrénica, cm
qgue o autor observou diferengas morfoldgicas nas culturas na fase exponencial
de crescimento € fase de declinio. No decorrer da fase de autdlise espontinea,
vérios estados de degradagiio foram observados. O autor relacionou hipéteses a
autélise espontidnea em meio de cultura, entre elas a caréncia nutritiva associada
i acidifica¢iio e tempcratura adaptada a atividade do sistema autolitico.

Estudos conduzidos em E. coli e Salmonella typhimurium demonstraram
que a vida celular depende sobretudo do pH intracelular (poder tamponante ¢
forga idnica do citoplasma) ¢ da pressdio de turgescéncia, diretamente ligada ao
pH extracclular ¢ 4 composicdo do meio (Ingraham, 1987). Kemper ¢ Doyle-
(1993) sugeriram que a autélise celular ¢é provocada por perturbagSes idnicas e
de pH dentro da parede, incentivando a atividade do sistema autolitico em uma
célula ¢ tornando-a incapaz de regular estas mudangas com o meio exterior,

sendo este enfraquecimento dirctamentc ligado & privagfio de nutrientes.

2.3 Soro-fermento natural

Culturas endégenas de fermento litico podem ser definidas como

aquelas que se formam sob o controle de fatorcs tecnolégicos em um
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determinado ambiente, sem sofrer a influéncia de microrganismos de outra
procedéncia trazidos pelo homem. A mais antiga cultura natural em soro ¢ a
empregada na produgio do queijo Grana, sendo hoje, o soro-fermento
considerado uma cultura estabilizada sobre a microbiota terméfila (Botazzi,
1977).

No Brasil, segundo Guimardes (1991), o soro-fermento & preparado
aquecendo a 70 °C qualquer soro proveniente de queijo minas, prato, parmes3o
ou mussarela. Esse soro ¢ mantido em temperatura ambiente até o préximo dia,
quando ¢ adicionado a outro soro fresco, aquecido a 60 °C e estocado novamente
em temperatura ambiente. Esta operaglio ¢ repetida por mais dois ou trés dias,
at¢ que a acidez atinja 85 °D a 90 °D c¢ apresente sabor e odor agradaveis.
Furtado (1997) descreve obtengdo similar, porém, mais simples, do soro
fermento em laticinios brasileiros. Inicialmente é retirado soro fresco da
fabricagio do dia, sendo este inoculado com soro j& fermentado de outra
fabricagdo até que sua acidez atinja 100 °D a 130 °D. Quando se trabalha com
leite cru, o cozimento da massa ¢ geralmente mais elevado, cerca de 44 °C e é
nessa temperatura que o soro € retirado no final da fabricagfio. O soro fermento
resultante é composto de uma microbiota varidvel, relacionada 3 regido onde foi
obtido, qualidade do leite ¢ forma de propagagdo, tendo predominincia de
microrganismos terméfilos. Ainda de acordo com Furtado (1997), quanto mais
alta a acidez no soro fermento, maior a predominéncia de L. helveticus.

Na Itilia, o soro-fermento é largamente utilizado na fabricagdo de
queijos parmigiano reggiano, grana padano € outros queijos duros. No preparo
inicial, o leitc apés a ordenha ¢ filtrado e vertido em compartimentos pequenos
para a subida do creme, onde permanecem por 6 a 12 horas. Apés este processo
de “affioramento”, parte do creme naturalmente separado ¢ desnatado e, junto
com o creme, sdo carreadas bactérias niio liticas, particularmente as formadoras
de esporos. O resultado ¢ uma parcial seletividade na aglutinagio dos
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microrganismos, quc sobem com os globulos dc gordura. Variagdes fisico-
quimicas durante este processo também afectam o flavor juntamente com o
aumento da populagiio de bactérias laticas. Soro-fermento natural ¢ preparado
para a fabricagdo prevista dos queijos do dia ¢, muito frequentemente, contém
um misto de L. helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus e alguns lactococos
(Neviani ¢ Carini, 1994).

Diversos trabalhos tém comprovado que a microbiota no soro-fermento
¢ composta principalmente de lactobacilos terméfilos, com predomindncia de L.
helveticus ¢ L. delbrueckii subsp. bulgaricus (Botazzi, 1977; Neviani ¢ Carini,
1994, Furtado, 1997; Giraffa et al., 1998).

Durante o primeiro estagio do processo de fabricagio dos qucijos,
lactobacilos terméfilos provenientes do soro-fermento prevalecem e representam
um importante papel na acidificagio da massa, durante o qual coliformes ¢
clostridios sdo inibidos (Neviani e Carini, 1994).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtenciio das amostras de soro-fermento

As amostras de soro férmcnto foram procedentes de cinco laticinios de
diferentes regides, produtores de queijos parmesdo, mussarela ou provolone, que
ndo utilizavam fermento litico comercial para fabricagdio dos queijos. As
amostras foram coletadas diretamente nas indiistrias ou remetidas em caixa de
isopor contendo gelo reciclivel ao laboratério, onde eram imediatamente
analisadas. As anilises foram realizadas em laboratérios da Universidade
Federal de Lavras ¢ Universidade Federal de Uberlandia. Um diagrama das
etapas realizadas durante o experimento pode ser observado na Figura 1.

Para caracterizar a forma de obtengdo do soro-fermento ¢ outras
informagGes sobre a produgio, foi solicitado a2 empresa responder a um
questiondrio. As perguntas respondidas foram: 1) De que forma o soro-fermento
¢ inicialmente obtido? 2) H4 trocas de soro-fermento com outras fibricas? 3)
Que tipos de controle fisico-quimico ou microbiolégico sdo realizados? 4) O
soro-fermento ¢ armazenado? A que temperatura? 5) Quando detectam
problemas ou falta de atividade, qual o procedimento da industria? 6) Quais os
tipos de queijo fabricados com soro-fermento € qual a quantidade de leite
destinada a cada um? 7) Outras informagdes que julgar importante.

3.2 Anilises do soro-fermento e isolamento dos lactobacilos terméfilos

Inicialmente foram determinados, no soro-fermento, a acidez (°D), pH,
porcentagem de gordura, sdlidos totais, densidade e cloreto de sédio, conforme
metodologia proposta por Brasil (1981).
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Coleta das amostras - Laticinios A, B,C,DeE

-~

ufe/mL de lactobacilos Acidez, densidade, pH,
termdfilos gordura, SNG, NaCl
- Gram, indol, catalase, redugiio
Caracteristicas das do nitrato, produggio de H;S,
colénias ¢ purificagio qrescimentoa 15 °C
Congelamento a—20°C
Descongelamento
€ repicagens
Padriio de fermentagfio (APT) Hidrolases PG SDS-PAGE

—>| L. helveticus

Qutros lactobacilos

RAPD

Toleriincia ao NaCl
¢ a temperatura

Autdlise

Diminuigiio do
pH x tempo

celular

Produgiio de
écido itico

FIGURA 1 Diagrama representando a sucessdo de etapas realizadas durante a

execuc¢do do experimento.
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A anilise microbioldgica para isolamento ¢ enumeragdo dos lactobacilos
termofilos constou, inicialmente, de dilui¢Ges decimais do soro-fermento em
dgua peptonada tamponada estéril (APT). Um mililito de cada diluigio foi
inoculado em 4gar MRS (Man et al, 1960) com pH ajustado com acido
cloridrico até 5,4 e incubados a 43 °C em anaerobiose, por 48 horas. As coldnias
foram contadas e multiplicadas pela reciproca da diluigio utilizada e o resultado
rcgistrado como unidades formadoras de colénias por mililitro (ufc/mL) de
lactobacilos terméfilos (Lortal et al, 1992).

Apés contagem, as caracteristicas fenotipicas como cbr, opacidade ou
brilho ¢ tamanho foram anotadas. Colénias de cada grupo (caracteristicas
diferentes) foram purificadas por esgotamento em igar MRS e submetidas a
coloragio diferencial de Gram. As bactérias representantes de cada grupo, que
apresentaram morfologia caracteristica de lactobacilos ao microscépio dptico
(bacilos Gram positivos), foram repicadas em caldo MRS, incubadas por 24
horas a 43 °C e, ap6s crescimento, adicionados de 15% (v/v) de glicerol estéril.
O glicerol foi utilizado como crioprotctor ¢ os cultivos foram, entdo, congelados
a —20 °C até o momento da identificagfo.

3.3 Identificacdio dos isolados

Para identificar os microrganismos como lactobacilos terméfilos foram
rcalizadas, nos isolados provas da redugfio do nitrato, liquefagiio da gelatina,
produgio de H;S, indol, catalase ¢ crescimento a 15 °C (Kandler e Weiss, 1986).
As técnicas microbiolégicas foram realizadas conforme a recomendagfio de
Silva et al (1997).

Os isolados que apresentaram resultados negativos ma redugio de
nitratos, liquefacio da gelatina, produgio de H.S, indol, catalase e nio
cresceram a 15°C, foram novamente repicados em 10 mL de caldo MRS e, apos

crescimento, adicionados de 15% de glicerol estéril e congeladas a —20 °C.
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Para identificacio, os isolados foram descongelados, repicados em caldo
MRS e incubados a 43 °C/24 horas, sendo este procedimento repetido por trés
vezes. Os isolados foram caracterizados pela utilizagfio das galerias API CH 50
(bioMéreux). A galeria API CH 50 permite o estudo do metabolismo de
microrganismos € consiste de 50 microtubos que contém uma zona anaerébica
para o estudo da fermentagfio e uma zona acrdbica para o estudo da oxidagdo e
assimilagfo. Para utilizagfio, 10 mL da cultura previamente repicada em caldo
MRS foram acondicionados em tubos de poliuretano estéreis € centrifugadas a
5000xg durante 15 minutos a 4 °C. As células foram lavadas com tampdo fosfato
estéril, centrifugadas novamente e a matéria solida resultante, ressuspendida em
10 mL de tampdo fosfato estéril. Para o uso nas galerias, 0,2 mL dessa
suspensio foram misturados a 10 mL do meio API 50 CHL (polipeptona 10g/L;
extrato de levedura 5g/L; tween 80 1mL/L; fosfato dipotdssio 2g/L; acetato de
sodio 3H0 5g/L; citrato de amdnio 2g/L; sulfato de magnésio 7H;O 0,20g/L;
sulfato de mangands 4H,O 0,05g/L; purpura de bromocresol 0,17g/L). A
suspensdo de microrganismos em meio API 50 CHL foi distribuida nas 50
cipulas, cobertas com 6leo mineral estéril ¢ incubadas a 37 °C ¢ a leitura
realizada apds 12, 24, 36, 48 e 60 horas. Dois pardmetros foram considerados na
leitura: a intensidade do crescimento pela mudanga de coloragiio no indicador
purpura de bromocresol (parpura para amarelo) ¢ a velocidade da mudanga,
sendo considerado resultado positivo para esculina, a mudanga da cor purpura
para a cor preta.

Os resultados obtidos foram anotados ¢ comparados a tabelas de
classificagfio disponiveis na literatura (Kandler ¢ Weiss, 1986; Torriani et al,
1994; Hébert et al, 2000). Em paralelo a identificagdo dos isolados do soro-
fermento, foram realizados os mesmos procedimentos com duas culturas
comerciais de L. helveticus, a Lh-B02, da Chr. Hansen e Lb. helv.7 da Wiesby,

identificadas como Cc1 e Cc2, respectivamente.
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3.4 Correlagiio entre unidades formadoras de colénias e densidade 6ptica

A correlagdo entre a densidade dptica ¢ a ufc/mL foi determinada para
cada um dos isolados caracterizados como L. helveticus, selecionados para
estudo e para as cepas comerciais.

Para obtengdo da equagio ¢ curva de regressio, as culturas foram
descongeladas ¢ repicadas (2%) por pelo menos trés vezes em caldo MRS. Apds
reativagdo, as culturas foram repicadas em 10 mL de caldo MRS, incubadas a
37°C/24 horas, centrifugadas e submetidas a diluigdes decimais em caldo MRS
estéril. Cada diluicdio obtida foi inoculada em profundidade em agar MRS e
incubadas a 37 °C/24-48 horas. Paralelamente, de cada diluigfio, foi realizada a
leitura da absorbéncia em espectrofotdmetro FEMTO 700, em comprimento de
onda de 650 nandmetros ¢ o resultado registrado como densidade dptica a 650
nandmetros (DOesoam). As contagens em ufe/mL € a DOgsonn de cada diluigiio
foram submetidas a uma anilise de regressio ¢ a equagiio resultante, utilizada
para predizer e padronizar a concentragio do mimero de células por mililitro do
inéculo. A obtengdio da equagdo de regressdo foi realizada com a utilizagsio do
programa ORIGIN 3.0,

3.5 Padrio de peptidoglicanos em gel de eletroforese SDS-PAGE

O protocolo utilizado para obtengio do padrio de hidrolases de
peptidoglicanos foi o recomendado por Lortal et al (1997). Para anilise, foram
centrifugados 8 mL da cultura em MRS na fase exponencial de crescimento
(DOssoum aproximadamente 1) a 8000xg por 15 minutos a 4 °C. O pellet foi
lavado uma vez em 4agua destilada estéril, novamente centrifugado nas mesmas
condi¢Ses e ressuspendido em 30pL de tampdo de extragdo, composto de
62,5mmol.L" Tris-HC1 pH 6,6 contendo 10% de glicerol, 2% de SDS ¢ 5% de
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2-mercaptoetanol (Lacmmli, 1970). Apés homogeneiza¢io com o tampdo, a
mistura foi centrifugada novamente a 10000xg por 10 minutos, ¢ entdo aplicado
15uL do sobrenadante em gel de poliacrilamida com SDS. Em todo gel foi
aplicado 10p1 de marcador de peso molecular LMW Market kit da Pharmacia
Biotec.

O gel separador SDS-PAGE foi preparado conforme recomendagdes de
Leclerc e Asselin (1989) utilizando mini sistema Bio-rad, dentro das seguintes
condigdes: 4,7 mL de 2M Tris HC1 pH 8,8; 250 pL de SDS 10%; 250 pL de
EDTA 200mmolL"; 11,7 mL de Bis acrilamida 30%; 7,8 mL de agua
deionizada; 30 uL de TEMED; 140 pL de persulfato de amdnio 10% ¢ 0,2% de
células de Micrococcus luteus liofilizado e congelado (Sigma). Para facilitar a
aplicagdo foi utilizado gel de empilhamento.

Apés eletroforese (1 hora, 180 V, temperatura ambiente), o gel foi
submerso por 30 minutos em 4gua destilada em temperatura ambiente ¢ depois
transferido para um tampdo de renaturagio (S0mmol.L” Tris-HCI pH 8,0
contendo 1% (v/v) de Triton X-100) ¢ levemente agitados por 2 horas a 37°C,
para renaturagdo das enzimas. O contraste foi observado com a coloragdo do gel
com 0,1% de azul de metileno em 0,01% (v/v) de hidréxido de potassio,
terminando em 4gua destilada sob agitagdo por uma noite a 4°C. O marcador de
peso molecular foi colorido em comassie brilhant blue.

Os padres obtidos € o peso molecular de cada banda foram comparados
aos padrdes descritos por Lortal et al. (1997) e utilizados para classificagdo dos
microrganismos isolados. As cepas comerciais Ccl e Cc2 foram analisadas em

paralelo.
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3.6 Anilise molecular

3.6.1 Extragiio do DNA genémico

As culturas comerciais € os L. helveticus selecionadas para andlise

RAPD foram repicadas em caldo MRS, incubadas a 37 °C e o crescimento

monitorado por meio da leitura da absorbéncia até DOgsoun de 0,8-1,0. A cultura

foi distribuida em 4 eppendorfs de 2 mL e centrifugadas a 13.000 rpm por 1

minuto, a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet congelado a 20 °C. No

momento da anilise, o pellet era descongelado e a extragiio do DNA realizada de
acordo com o protocolo que utilizava NaCl saturado e proteinase K (salting ouf),

proposto por Miller (1988), com pequenas modificagdes, conforme descrito a

seguir:

1. adicdo de 500 L de tampdo de lise de nicleo (Tris 10m mol.L?, EDTA-
NaCl 400m mol.L") sobre o pellet das bactérias, seguido de 15 pL de SDS
10% € 10 pL de Protcinase K (Gibeo BRL) a 20 mg/mL;

2. homogeneizagio em vortex ¢ incubagio em banho-maria a 60 °C por no
minimo, 8 horas;

3. para precipitagdo das proteinas, foram adicionados 180 pL de NaCl saturado
€ as amostras congeladas a ~20 °C/15minutos; apés, foram centrifugadas a
10.000g/10minutos;

4. o sobrenadante (aproximadamente 600 pL) foi pipetado para um novo tubo
ependorff ¢ adicionado de 1,2 mL de 4lcool em temperatura ambiente. Para
precipitagio do DNA, as amostras permaneceram em repouso por 10
minutos e foram centrifugadas a 10.000xg/10 minutos;

5. o sobrenadante foi descartado € o pellet de DNA lavado com &lcool 70%
gelado e centrifugado novamente nas condiges anteriores;

6. o sobrcnadante foi mais uma vez descartado e, apds secagem do pellet

resultante, adicionado de 50 a 100 uL de 4gua ultrapura estéril.
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Em paralelo, foi utilizado o método do fenol-cloroformio para extragio
do DNA. O protocolo utilizado foi o proposto por Sambrook et al (1989). Esse
segundo protocolo ¢ similar ao proposto por Miller (1988), possuindo como
dnica diferenga a forma de precipitagio das protcinas, que substitui o NaCl

saturado por fenol-cloroférmio-ilcool isoamilico (25:24:1 viv).

3.6.2 Seleciio dos primers

Para selecdo dos primers que foram utilizados na analise RAPD, foi
inicialmente realizado um pré-experimento testando 40 seqiiéncias de dez pares
de bases da Operon Technologies E.U.A, séric OPX e OPS. Os testes foram
realizados utilizando o0 DNA procedente de uma cultura comercial ¢ de uma das
cepas isoladas, sendo selecionados para a andlisc RAPD os primers que
apresentavam maior namero de bandas polimérficas. Foi utilizado para
monitorar o tamanho das bandas um marcador de peso molecular de 100 pb da
Gibco BRL, com sensibilidade de 100 a 1800 pb.

As condi¢des previamente otimizadas das reagbes constaram de um
volume total de 25 pL, com os seguintes componentes: 0,5 uL do DNA total, 1,0
U de Taq polimerase da Phoneutria, 200 p mol.L"' do conjunto de dNTPs (Gibco
BRL), 1,5 mmol.L"' de MgCl;, 10 pmol.L" de primer ¢ o volume completado
com agua ultrapura. As rea¢des foram amplificadas em termociclador PTC-100
da Gibco BRL. Os passos consistiram de trés ciclos iniciais de 94 °C/1 minuto,
35 °C/1 minuto ¢ 72 °C/ 1minuto, seguidos de 34 ciclos de 94 °C/ 10 segundos,
40 °C/ 20 segundos, 72 °C por 2 minutos ¢ um ciclo final de 72 °C por 5
minutos ¢ 4 °C por 10 minutos.

Quinze microlitros dos fragmentos amplificados foram separados em gel
de agarose 1,2%, nas dimensdes de 12 x 14 x 0,6 cm a 150 V por 2 horas, em
tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5x, conforme Sambrook et al. (1989). As

bandas polimérficas foram coloridas com brometo de etidio na concentrag#o

31



final de 0,5 pL/mL de gel. apés coloragdio, os géis foram visualizados em

transluminador UV e fotografados em Polaroid 667.

3.6.3 Anilise RAPD

Os microrganismos puros, previamente isolados e caracterizados por
meio de provas bioquimicas e padrio de hidrolases de peptidoglicanos como L.
helveticus, foram testados com os primers selecionados. As duas cepas
comerciais foram analisadas em paralelo. A extragio do DNA, condi¢des da
reagdo, ciclos no termociclador ¢ outros procedimentos adotados foram os
mesmos ja descritos na sclegiio dos primers.

Os padries de bandas obtidas nos géis foram utilizados para anélise e
construgdio de uma matriz bindria, de acordo com a presenga (2) ¢ auséncia (1)
de bandas reproduziveis ¢ mais intensas. Q programa STATISTICA foi utilizado
para calcular as porcentagens de desacordo e agrupar os genétipos pelo método
UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic averages) e
construcdo de um dendrograma.

3.7 Caracteristicas tecnol6gicas

3.7.1 Produgdo de lactato

As culturas sclecionadas de L. helveticus ¢ as cepas comerciais foram
inoculadas (1%) em caldo MRS e incubadas a 37 °C. O pH foi mensurado no
tempo 0 (momento da inoculagéio) e apés intervalos de 2 horas, por um periodo
de até 52 horas. Os resultados obtidos foram utilizados para a constru¢éio de um
grafico do tempo em horas x pH. O programa ORIGIN 3.0 foi utilizado para
tragar uma linha de tendéncia entre os pontos obtidos ¢ determinar o modelo que
melhor descrevia o comportamento dos isolados na diminuigio do pH. Os
graficos obtidos foram sobrepostos nas culturas que apresentavam maior
similaridade pela andlise RAPD e seu comportamento discutido.
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O decaimento do pll do meio MRS até 4,0 em funcdo do tempo foi

analisado apos calculo da cquagdo de regressio lincar. As equagdes foram
obtidas com o uso do programa ORIGIN 3.0, que correlacionou as leituras do
tempo em horas ¢ as determinagdes do pH até o ponto do grafico onde o pH 4.0
foi observado. As retas obtidas para as diferentes culturas foram analisadas por
meio de um teste de comparagio multipla do paralelismo da inclinagdo das rctas
(valores de b), utilizando o teste de I (Lark et al., 1968).

A produgio de acido latico ¢ o pH foi monitorado em leite desnatado
reconstituido a 12% de solidos, previamente esterilizado (LDR). As culturas
foram inoculadas (2%) em 50 mL de¢ LDR ¢ incubadas a 37 °C, sendo as analises
realizadas ap6s 24 ¢ 48 horas. O pH foi determinado em pH-metro previamente
calibrado ¢ a produgiio de acidez determinada pela titulagdo com hidroxido de
sodio 0,11N (solugdo Dornic), utilizando como indicador, solu¢do alcoolica de
fenolfialeina a 1%. A produgio de dcido latico foi calculada pela relagio 1 D=
0,01 g de acido latico %, sendo a produgdo de cada cepa registrada apos reduzir,
dos resultados obtidos, a porcentagem de acido latico inicial do LDR (BRASIL,
1981). As médias obtidas para as difcrentes cepas foram comparados pelo teste

de FF (Sampaio, 1998), utilizando o programa SANEST.

3.7.2 Tolerincia ao sal e resisténcia ao calor

As culturas selecionadas de L. helveticus foram inoculadas (2%) em
caldo MRS estéril suplementado com diferentes concentragoes 2%, 3%, 4%,
5% ¢ 6%) de cloreto de sodio. O caldo inoculado foi incubado a 37 °C por 24
horas ¢, apds este periodo, o crescimento dos microrganismos foi avaliado pela
mensuragiio da absorbancia em espectrofotdmetro (DOgsonm). Foram registradas
as medidas de DOgsonm maiores que 0,1, sendo as Icituras inferiores a este valor

consideradas como consegiiéncia da cultura previamente inoculada.
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Para determinagio da resisténcia ao calor, caldos MRS foram
inoculados, em duplicata, com as culturas (2%) ¢ incubados a 37 °C por 24
horas. Apos crescimento, as culturas foram divididas em dois grupos. O grupo 1
foi submetido a tratamento térmico. sob temperatura de 55 °C por 30minutos ¢ o
grupo 2, a 65 °C por 30 minutos. O tratamento térmico foi realizado em banho-
maria, previamente rcgulado, contendo dgua em quantidade suficiente para
cobrir a amostra. Foi utilizado um tubo controle (auxiliar) contendo a mesma
quantidade da amostra, no qual foi inserido um termometro, sendo o tempo
contado a partir do momento em que o tubo controle atingiu a temperatura
predeterminada. Apds permanecer nas duas temperaturas por 30 minutos, as
amostras foram imediatamente resfriadas por submersdo em dgua cm
temperatura ambiente. O monitoramento da agdo do tratamento sobre as culturas
foi realizado pela adigdo em profundidadc de 1 mL (da cultura apos
resfriamento) em dgar MRS ¢ incubagdo a 37 °C por 48 horas. Em paralelo,
foram inoculados 2,5% da cultura em caldo MRS, seguidos de incubagdo a 37°C
por 24 horas ¢ o crescimento monitorado por absorbancia em espectrofotdmetro
(DO6s0am)-

3.8 Determinagio de cepas autoliticas

Para a determinagdo da presenga de estirpes autoliticas, as cepas
comerciais € os isolados confirmados como L. helveticus tiveram scu
crescimento monitorado por meio da densidade optica a 650nm e pH. As
culturas foram inoculadas (1%) em 100 mL de caldo MRS ¢ monitoradas de 2
em 2 horas, até que fosse observado o decaimento da DOgsenm. Em parelelo, o
pH foi mensurado no caldo retirado para leitura espectrofotométrica.

Os resultados foram analisados apos construgio de um grafico DOgsonm X
tempo em horas x pH, que descrevia o comportamento das culturas. Foram

consideradas como possivelmente autoliticas as estirpes que passaram da fase
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cxponencial a de declinio, sem passar pcla fasc estacionaria (Carvalho, 1994;
Cappa e Botazzi, 1996). Alteragdes nas células foram monitoradas através da
observagio ao microscopio Optico ¢ cletronico dc transmissdo, sendo
comparadas as culturas na fase exponencial de crescimento € na fase de declinio,
dcterminada pela observagio da diminuigio da DOgsonm © estabilizagdo ou

aumento no pH.

3.8.1 Microscopia

A microscopia 6ptica foi realizada com objetiva de imersdo (x1000),
optovar 1,25 em microscdpio Reichert-Jung. Para serem adicionadas as liminas,
5 mL das culturas crescidas em caldo MRS (fase exponencial e apés declinio da
DO6soam) foram centrifugadas a 1000rpm por 5 minutos, o sobrenadante
desprezado ¢ o pellet resultante lavado uma vez com tampdo fosfato estéril,
centrifugada nas mesmas condigdes anteriores, € novamente, ressuspendidas em
5 mL de tampdo fosfato estéril. As ldminas com os cultivos foram submetidas a
coloragio difcrencial de Gram (Peclczar ct al., 1996).

Para microscopia eletrnica de transmiss3o foi utilizada a metodologia
descrita em  (Técnicas..., 1982). Dez mililitros das culturas foram centrifugadas
a 3.000xrpm por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado ¢ no pellet,
adicionados 2 mL dc fixador (tampdo fosfato com 8% de glutaraldeido). Apds
homogeneizagio, a mistura foi mantida, por pelo menos 24 horas, a 8 °C. O
sobrenadante foi descartado ¢ a amostra lavada duas vezes com tampdo fosfato
pH 7,2, estéril. Os microrganismos e o tampdo foram centrifugados € o pellet
ressuspendido em agar a 4% ecstéril em eppendorf de 2 mL e rapidamentc
centrifugados. Apos solidifica¢iio, o 4gar foi fracionado ¢ fixado em tetréxido de
ésmio a 1% durante 30 minutos ¢ adicionado de ferrocianeto de potassio. Os
fragmentos foram desidratados com alcool em diferentes concentragdes e 6xido

dc propileno e fixados em blocos com resina. Apds ultramicrotomia ¢ inclusdo
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sobre grades, foram corados por meio da técnica de contrastagio positiva com

acetato de uranila e citrato de chumbo. As microfotografias foram realizadas

apoés observagiio em microscdpio eletrdnico de transmissdo Zeiss-EM 109.
Todos os procedimentos foram também realizados nas duas culturas

comerciais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Soro-fermento

4.1.1 Caracteristicas gerais

Os questionirios respondidos pelos responsiveis técnicos das industrias
que forneceram o soro fermento mostraram que ha algumas variagSes nos
procedimentos adotados nos laticinios onde foi realizada a coleta. A principal
diferenca observada foi na obtencdo inicial.

O laticinio A somente armazena o soro final da fabricagio do queijo
provolone, fabricado com leite cru, em temperatura ambiente, até fermentagdo.
O laticinio D recolhe o soro que drena dos blocos de mussarela deixados para
fermentar, fabricada com Icite pasteurizado ¢ o utiliza diretamente em outras
fabricagdes, enquanto as outras indistrias adotam cuidados mais especificos.

No laticinio E, a produgdo ¢ iniciada com a seleg@o do leite, realizada
por meio das provas de lactofermentagio ¢ acidez (maxima de 17 °D) de 50
litros de leite. Nesse leite sdio adicionados coalho € 1 litro de soro fermentado,
obtido precviamente da dessora do queijo provolone. Apés coagulagio ¢ corte, o
soro ¢ recolhido e adicionado de mais 2% de soro fermento. A mistura ¢
aquecida a 50 °C ¢ mantida sob temperatura ambiente até o proximo dia ou at¢
que atinja acidez Dornic em torno de 130 °D. O laticinio C adota procedimento
similar ao da industria E, porém, apds conscguir o soro inicial da coagulagio de
50 litros de leite cru de um queijo de massa cozida, o utiliza diretamente em
outra fabricagdo (observa que a acidez atinge em torno de 70 °D). Esse soro ¢
novamente utilizado em outra fabricag3o €, segundo a indistria, atinge, entdo,
em torno de 105 °D a 110 °D, estando pronto para uso como soro fermento. A

indastria B retira soro da fabricagiio de qualquer queijo, aquece a 80°C por 15
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minutos e resfria a 42 °C. A esse soro é adicionado fermento litico obtido de
outras indistrias, que inicialmente ja utilizaram fermento industrial. A mistura ¢
mantida em caixa de isopor até que a acidez atinja de 100 °D a 120 °D ¢ ¢
considerada soro fermento pronto para utilizagao.

Na Itdlia, onde o soro fermento ¢ tradicionalmente utilizado na
fabricagfio de queijos duros, o procedimento na obtengfio é mais padronizado
que no Brasil. No preparo inicial, ha filtragio do leite e desnate natural em
pequenos compartimentos por 6 a 12 horas, o que carreia ao creme bactérias ndo
laticas, particularmente as formadoras de esporos, resultando em uma parcial
seletividlade dos microrganismos, conhecida como “affioramento”. Somente
ap6s esse procedimento, o leite ¢ coagulado naturalmente € o soro resultante do
processo utilizado como soro fermento natural. A posterior selegio dos
microrganismos predominantes ¢ sua aptidio tecnoldgica ¢é realizada
naturalmente, dependentes de condigdes como temperatura e tempo a que sfo
submetidos durante a fabricagdo dos queijos (Neviani ¢ Carini, 1994).

Outras caracteristicas na produgfio de soro fermento mencionadas pelos
responsaveis das cinco industrias estudadas, estfio ilustradas na Tabela 1. As
diferencas observadas na produgfio de soro fermento cram esperadas, ja que as
amostras eram procedentes de ecossistemas distintos e de laticinios com
realidades de higiene e estruturas fisicas diferentes. A obtengiio de soro fermento
no Brasil ¢ bastante diversificada ¢, geralmente, adaptada A caracteristicas
regionais. Nenhuma das industrias que responderam o questiondrio utilizavam
exatamente os procedimento descritos por Guimardes (1991) ou Furtado (1997).
Porém, as formas de obtengéo nos laticinios B, C ¢ E podem ser consideradas
como variagdes dos processos descritos pelos autores. Os queijos fabricados
com soro fermento pelos laticinios sdo provolone, mussarela ¢ parmesio, sendo
este Gltimo o mais citado pelos entrevistados. Os resultados obtidos nas analises

fisico-quimicas do soro fermento estdio registradas na Tabela 2.
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TABELA 1 Caracteristicas na produgio de soro fermento em cinco laticinios

brasileiros.
Identificacdio dos laticinios
A B C D E
Procedéncia NortedoPR  Sul de MG Oestede SP  TrianguloMG  Sul de MG
Manutengio  Ambiente  Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
Conservacio  Ambiente  Isopor no Ambiente Ambiente Frio ap6s
do soro Ambiente 130°D
Rodizio Nio Sim Nio Nio Sim
Controle Acidez, Acidez Acidez Acidez Acidez
coliforme
Produg¢do Provolone  Provolone Provolone Mussarela Provolone
Litros/dia 18000 500 9000 75000 300
Parmesio Parmesdo
4000 55000

TABELA 2 Anilises fisico-quimicas de soro fermento obtidos de cinco

diferentes laticinios'.

Local da coleta
A B C D E
Acidez (°D) 88 112 150 138 137
PH 3,72 3,20 3,14 3,16 3,15
Gordura (%) 0,9 0,3 0,5 0,4 0,7
Densidade (/1)  1024,2 1022,2 1023,4 1021,8  1022,5
NaCl (%) 0,4 0,6 0,9 0,3 0,3
SNG? (%) 5,91 5,16 541 5,36 5,34

T'Média de duas repeti¢des da mesma amostra.

2 SNG - s6lidos nio gordurosos.

39



Dois laticinios destacaram observagdes quando responderam o
questionario. Foram as indistrias B e E, que relataram utilizar “isca” de outras
fabricas quando detectam falta de atividade ou outros problemas com o soro
fermento.

Os resultados obtidos na analise fisico-quimica indicam diferengas na
composicdo do soro dependente da procedéncia. Porém, como somente uma
amostra foi coletada, niio foi possivel o tratamento estatistico dos dados, nem
correlacionar as caracteristicas fisico-quimicas com o nimero e tipo de
lactobacilos terméfilos isolados. |

4.1.2 Seleciio dos lactobacilos terméfilos

Foram considerados lactobacilos terméfilos todos os microrganismos
capazes de crescer em dgar MRS pH 5,4 ap6s incubagdo, em anaerobiose a 43°C
por 48 horas. A contagem de lactobacilos terméfilos, as caracteristicas das
colonias encontradas ¢ a morfologia ao microscépio Optico podem ser
observadas na Tabela 3. Foram selecionados, para estudos posteriores, grupos de
microrganismos, sendo o critério utilizado baseado nas diferengas das
caracteristicas das colonias ¢ morfologia ao microscopio éptico, totalizando o
isolamento de 35 cepas, que foram purificadas ¢ congeladas ap6s adigiio de 15%
de glicerol estéril.

As contagens de lactobacilos terméfilos de todos os laticinios foram
superiores a 10’ufc/mL, com excegdo do soro procedente do laticinio C, que
apresentou contagem de 9,3 x 10°ufe/mL. Esse laticinio esta localizado no oeste
do estado de Sdo Paulo, na divisa com 0 Mato Grosso do Sul € o soro fermento
foi remetido via servigo de correios em caixa de isopor, chegando ao laboratério
cerca de 48 horas ap6s a remessa. Como essa amostra apresentou o maior indice

de acidez observado (150 °D), provavelmente a menor contagem de lactobacilos
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deve-se ao fato de os microrganismos ja sc encontrarem na fasc de declinio de
crescimento ou autolisados, devido ao esgotamento dos nutrientes no soro ¢
baixo pH (3,4). Estc nio é o nimero de microrganismos normalmente
inoculados via soro fermento, pelo laticinio, na fabricagio dos queijos.

As colonias isoladas foram submctidas as provas dc catalase, indol, H,S,
redugio do nitrato € crescimento a 15 °C. Os microrganismos isolados
aprescntaram resultados ncgativos cm todas as provas, sendo cntio,

considerados como do género Lactobacillus (Kandler ¢ Weiss, 1986).

TABELA 3 Contagem de lactobacilos terméfilos (ufc/mL) e caracteristicas das

colonias.
Laticinio Contagem Caracteristicas das colbnias Morfologia ao
{ufc/mL) microscépio éptico
A 9.3 x 10’ Geométrica, fundo do dgar Bacilos longos, Gram+

Branca, redonda, meio do 4gar  Bacilo longo,cadeia, Gramr+
Branca, superficie do agar Bacilo médio,cadeia,Gram+

B 2,8 x 10° Branca, brilhante, todo o 4gar Bacilo médio, Gram +
Geométrica, superficie Bacilo médio-curto, Gram+
Branca, grande, fundo do 4gar Bacilo médio, Gram+

C 93x10°  Geométrica, fundo-meio do dgar Bacilo longo-médio,Gram +
Branca, grande, borda irregular  Bacilo curto,cadeia, Gram+

Branca, btrilhante, superficie Bacilo médio, Gram+
D 33x 10’  Geométrica, bege,centro definido Bacilo curto-médio, Gram+

Branca, grande, centro escuro  Bacilo curto,cadeia, Gram+

Branca, brilhante, superficie ~ Bacilo curto,cadeia, Gram+

Branca, escura, irregular, Bacilo curto-médio, Gram+
granulosa

E 6,8 x 10’ Branca, superficie, brithante Bacilos médios, Gram+
Geométrica, meio-fundo do 4gar  Bacilo médio-longo, Gram-+
Média, meio do Agar, bege Bacilo médi-longos, Gram+
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4.1.3 Caracterizagio dos microrganismos isolados

Das 35 culturas congcladas, scis ndo apresentaram crescimento apos
descongelamento ou ndio cresceram nas repicagens sucessivas. Kandler ¢ Weiss
(1986) tambcém descreveram lactobacilos que morriam ou  desapareciam
rapidamente quando submetidos a congelamento ou repicagens. Duas cepas
comerciais, identificadas como Cc1 (Lh-B02 - Chr. Hansen) ¢ Ce2 (Lb. helv.7 —
Wiesby) ¢ os 29 isolados restantes foram submetidos a caracteriza¢do por meio
da fermentagao de carboidratos, utilizando as galerias API CHS0 (Tabela 4a 4b),
juntamente com as duas cepas comerciais. Antes da inoculag@io nas galerias API,
as culturas foram repicadas trés vezes em caldo MRS e, neste momento, foi
observada a produgdo de gas por seis cepas (A2, B3, B4, C3, D7 ¢ D8). Essa
caracteristica descaracterizou estes microrganismos como L. helveticus, que sio
obrigatoriamente homofermentativos (Torriani ez al., 1994). Os microrganismos
produtores de gas isolados também foram caracterizados por meio do perfil de
fermentagdo de carboidratos e comparados as tabelas de classificacdo
disponiveis na literatura.

A utilizagdo das caracteristicas da colonias em agar MRS ¢ da
morfologia ao microscopio dptico como critério na selegdo de lactobacilos
termofilos deve ser realizada com reservas. Foi observado no presente trabalho,
que a coloragdo, intensidade de brilho e presenga de pontos escuros centrais,
cntre outras caracteristicas, variaram com o tempo de incubagdo ¢ local de
crescimento da colonia no agar. Colonias puras isoladas apresentaram mudangas
nestas caracteristicas quando estriadas ou crescidas na superficie e, ainda, apos
sucessivas repicagens. Apesar da manutengdo da forma bacilar tipica, o tamanho
¢ outras caracteristicas morfologicas das células foram dependentes do tempo de
incubag¢do. Ainda, coldnias com caracteristicas idénticas mostraram diferencas
no perfil de fermentagdo ¢ outras, com aparéncia distinta, perfil de fermentagio

idéntico. Uma das cepas isoladas mostrou, particularmente, variagio
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morfolégica atipica apds periodo de incubagdio superior a 48 horas: a cepa D2.
Na comparagiio das caracteristicas morfolégicas dessa cepa em cultivo de 20
horas em caldo MRS, com a morfologia da cultura no mesmo cultivo apés 48
horas de incubagfio, foi possivel verificar alteragdes no tamanho e coloragdo do
microrganismo (Figura 2). A diferenga de coloragdo apresentada era previsivel,
ja que a técnica empregada, coloragfio diferencial de Gram, ¢ adequada para
culturas jovens (Pelczar et al., 1996).

A utilizagiio da galeria AP] (Tabela 4a ¢ 4b) niio permitiu verificar a
espécic de todos os lactobacilos isolados, que foram, ento, classificados como
Lactobacillus sp. A dificuldade na classificagdio ¢ discutida por diversos autores,
ja que o género Lactobacillus comporta mais de 50 espécies, sendo algumas
muito distantes geneticamente € outras altamente relacionadas, variando
somente na extensio da fermentagiio de alguns carboidratos (Lortal et al, 1997;
Torriani et al, 1994; Klander ¢ Weiss, 1986). Rearranjos da taxonomia desse
género sio esperados (Tailliez et al, 1996; Torriani et al, 1994; Stackebrandt e
Teuber, 1987; Gasser, 1970).

AN
4\
7 X\

FIGURA 2 Microfotografia em microscopio optico (x1000) da cepa D2 apés
20 horas de cultivo em MRS a 37 °C (a) ¢ apds 50 horas de
incubagéio nas mesmas condigdes (b).
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TABELA 4a Perfil bioguimico de lactobacilos isolados de soro fermento.

Ccl Cc2 A Al A2 A3 A4 B Bl B2 B3 B4 C C1I C C3

Glicerol - . .
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D-arabinose
L-arabinose
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D-xylose
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B-metil-xilose
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D-glucose
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D-manose
L-sorbose
Ramnose
Dulcitol
Inositol
Manitol
Sorbitol
a-metil-D-manose
a-metil-D-glucose
Nacetil glicosamina
Amigdalina
Arbutina
Esculina
Salicina
Celobiose
Maltose
Lactose
Melibiose
Sacarose
Trealose
Inulina
Melezitose
D-rafinose
Amido
Glicogénio
Xilitol
{B-gentiobiose
D-turanose
D-lixose
D-tagatose
D-fucose
L-fucose
D-arabitol
L-arabitol
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2-ceto-gluconato
uconato -
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ou fermentag%o apds 48 horas de incubagdo.
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TABELA 4b  Perfil bioquimico de lactobacilos isolados de soro fermento.

DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 ps El E2 E3 E4 E5 E6 E7
Glicerol e 2 e o m om am mdE T E BTETE OCEE
Eritritol A . /

D-arabinose S o AN
[-arabinose R - U
Ribose s oz o&m om onov £ gF 2 & = s o= = o=

D-xylose s b oms s mn s s ® = moge n s 8
[ -xilose = A - S S~ S S I S
Adonitol 2
[3-metil-xilose - / - . -
Galactose
D-glucose
D-frutose
D-manose = ;
I.-sorbose S % e e s & o m om s lm o o= s
Ramnose v T & e wm = = sm o 2 E B om om E
Dulcitol T T T T T e e S
Inositol = B o o mm o= ogm wm s g e e ey om
Manitol e e m e wm e = B om om wlEe me e @
Sorbitol s ow om oA @ me % @ me w8 | pwm owe omm e
a-metil-D-manose - = = - - - i - - - - e = = 3
a-metil-D-glucose - - - S - = > & e E- = & s 5 <
Nacetil glicosamina ~ + f u 4 = & " - + + £ + + -
Amigdalina G w w m s e @ m s B BN E B @8
Arbutina B T T = S S T B e oS
Esculina = sy om m wm e m % mm wme wpibs em m
Salicina e o m am e me B Yo ow|E s mm o6
Celobiose s @ or F oW om &
Maltose - e - e .-y
Lactose + 4+ o+ - 4+ 4+
Melibiose T T
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L}
T |
%
.\.+1|
+ T TNL 1
.
T
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Sacarose B
Trealose TR
Inulina W o  wn @ 8 @
Melezitose v wm m w m am s e BoE wl®m o2 oz w
D-rafinose e B O s S~
Amido e
Glicogénio I - T B R
Xilitol B . T
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D-turanose v e e EF B OB OB OB 0T Wl ome S o2&
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f — viragem incompleta do indicador ou fermentagdo apds 48 horas de incubacdo.
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As duas cepas comerciais ¢ quinze das 29 cecpas isoladas do soro
fermento apresentaram perfil de fermentagdo tipico, considerando as variagdes
citadas na literatura, ¢ puderam ser fenotifipicamente classificadas como L.
helveticus.

As cepas Ccl e Cc2 s6 apresentaram diferenga na fermentagdo do N-
acetil-glicosamina, que foi fermentado por Ccl. Torriani et al (1994),
consideram a fermentagiio do N-acetil-glicosamina varidvel entre diferentes
espécies de L. helveticus, assim como a fermentagio da manose € frutose. As
duas cepas comerciais foram hdbeis na fermentagio desses dois ultimos
carboidratos.

Cinco cepas provenientes do laticinio A foram caracterizadas. Trés cepas,
A, Al ¢ A4 apresentaram perfis idénticos e foram classificadas como L.
helveticus, capazes de fermentar a galactose ¢ inabeis na fermentagiio da frutose,
trealose € maltose. O perfil de fermentagfio nio permitiu a identificagdio da cepa
A2, que apresentou algumas caracteristicas tipicas de L. _fermentum,
obrigatoriamente heterofermentativa, como a produgfio de gas, fermentagdo da
ribose, maltose, sacarose ¢ lactose. Porém, ndo apresentou a capacidade de
fermentar a frutose, galactose ¢ manose, consideradas como habilidade tipica da
espécie, sendo entdo classificada como Lacrobacillus sp. (Kandler e Weiss,
1986). A cepa A3 foi capaz de fermentar somente a glicose, frutose ¢ a lactose,
sendo identificada como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Das cinco cepas isoladas do laticinio B, somente uma pdde ser
classificada como L. helveticus, a cepa B, que foi capaz de fermentar a galactose,
frutose ¢ trealose, porém nfio a manose. A cepa B1 apresentou comportamento
atipico, sendo capaz de fermentar a ribose. Nenhum lactobacilo obrigatoriamente
homofermentativo ¢ capaz de fermentar esse carboidrato (Kandler ¢ Weiss,
1986). Como essa cepa ndio possuia a capacidade de produzir gas em leite

desnatado ou caldo MRS e possuia a capacidade de crescer a 45 °C, foi
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classificada como Lactobacillus sp. A ccpa B2 nio pdde ser classificada como L.
helveticus, por apresentar capacidade de fermentar a sacarose. A fermentagdo da
sacarose s6 aconteceu apés 48 horas de incubagdo € niio houve viragem completa
do indicador de pH do meio para o amarelo, como acontecen na fermentagdo dos
outros carboidratos. Kandler e Weiss (1986) ¢ Torriani et al. (1994) consideram
que, obrigatoriamente, L. helveticus nio ¢ capaz de fermentar a sacarose. Hérbert
et al. (2000), estudando cepas de lactobacilos terméfilos provenientes de queijos
italianos e argentinos, verificaram, por meio do seqiienciamento de regides do
rRNA 16S, mutantes de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis incapazes de
fermentar a sacarose. Esscs microrganismos sdo considerados, obrigatoriamente,
fermentadores desse carboidrato. A cepa B2 foi classificada como Lactobacillus
sp. As cepas B3 e B4, produtoras de gés, foram classificadas como L. fermentum,
apesar de B4 fermentar fraca ¢ tardiamente a manose, que ¢ considerado negativo
para essa espécie.

As cepas C ¢ C1 apresentaram comportamentos fermentativos idénticos e
foram identificadas como L. helveticus, porém, as duas cepas foram incapazes de
fermentar a galactose. A cepa C2 apresentou comportamento tipico de L.
helveticus na maioria dos carboidratos testados, porém mostrou capacidade de
fermentar a sacarose, sendo classificada como Lactobacillus sp. O perfil de
fermentagio da cepa C3 caracterizon a espécie obrigatoriamente
heterofermentiva e produtora de gis, L. fermentum.

As cepas provenientes dos laticinios D foram as que mais apresentaram
variabilidade no perfil de fermentagio. Trés cepas D1, D2 e D3 foram
classificadas como L. helveticus, apresentando diferencas somente na
fermentagiio dos carboidratos galactose e N-acetil-glicosamina. A cepa D4 foi
classificada como Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, apesar de ser
fracamente positiva na fermentagdo da manose, carboidrato considerado negativo

para a espécie. As cepas D5 ¢ D6 mostraram caracteristicas de Lactobacillus
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delbrueckii subsp. bulgaricus, porém fermentaram a manose rapidamente
(primeiras 12 horas) e foram classificados como Lactobacillus sp. A cepa D7 foi
classificada como L. fermentum, que pertence ao grupo II, obrigatoriamente
heterofermentativa (Kander ¢ Weiss, 1986). O perfil de D8 niio permitiu sua
identificac8o, sendo a cepa classificada como Lactobacillus sp.

O laticinio E foi o que apresentou maior nimero de isolados
caracterizados como L. helveticus (E1 a E6), que variaram somente na habilidade
em fermentar a galactose ou na intensidade da fermentagdo. As cepas E2 e E3
fermentaram a galactose rapidamente e a cepa E5 apresentou fermentagio lenta e
incompleta ap6s 48 horas de incubagdio. A cepa E6 apresentou perfil idéntico a
El. Todas as cepas foram habeis na fermentacfio da frutose, manose ¢ N-acetil-
glicosamina, porém a cepa E3 s6 fermentou o N-acetil-glicosamina apds 48 horas
de incubagdo. A cepa E7 foi classificada como Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. Esse laticinio foi o unico, onde nfio foi isolado nenhum lactobacilo
produtor de gas, coincidindo com o fato de ser o tunico a utilizar a
lactofermentagdo na selegdo do leite.

Pesquisas continuas em L. helveticus isolados de fermentos naturais de
queijo também mostraram diferengas em termos da fermentagfio de varios
carboidratos, atividade de acidificagdo, protedlise e resisténcia a antibidticos e a
lisozima -(Fortina et al, 1998). Variaghes na fermentagio da frutose ¢ trealose
também foram detectadas em cepas de L. helveticus da colegio CRL
(provenientes de culturas de referéncia ATCC, NCDO, CNRZ ¢ queijo Grana
italiano) em estudos realizados por Hébert et al (2000).

Das dezessete cepas, identificadas fenotipicamente como L. helveticus,
13 (76,5%) fermentavam a frutose, incluindo as duas cepas comerciais. Dessas, a
cepa B foi capaz de fermentar também a maltose e trealose. Torriani et al (1994)
consideram que 11% a 89% das cepas de L. helveticus sdo positivas para frutose,

maltose, manose ¢ trealose, concordando com os resultados obtidos.
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Somando as duas cepas comerciais ¢ as quinze cepas endOgenas
classificadas como L. helveticus, 11 (65%) apresentaram capacidade de fermentar
a galactose, sendo que 2 (12%) fermentaram fracamente esse carboidrato,
apresentando fermentagdo incompleta apés 48 horas de incubagdo. A
fermentagio completa da galactose ¢ considerada desejavel na produgio de
mussarela com baixo efeito browing (Furtado, 1997; Mukherjee et al, 1994;
Matzdorf et al., 1994; Jonhson e Olson, 1985).

4.2 Correlagio entre unidades formadoras de coldnias e densidade 6ptica

A relagio ufc/mL x DOgsonn foi determinada para padronizar o nimero
de microrganismos nos diferentes protocolocos utilizados. Como a maioria dos
protocolos recomendavam a utilizagio das culturas na fase exponencial, com
densidade optica de aproximadamente 1,0 (Lortal et al,1997), os cdlculos do
nimero de bactérias foram recalizadas para ess¢ valor. Os célculos foram
realizados para as duas cepas comerciais ¢ para os onze isolados classificados
como L. helveticus, que apresentavam, dentro da origem (laticinio), diferencas na
caracteriza¢io fenotipica, observadas no padrio de fermentagdo. Esses isolados

foram selecionados para a andlise RAPD.
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Cepa Ccl

Coeficiente de correlagdo = 0,83
log ufc/mL = 6,1656 + 1,1218xDO
log ufc/mL = 7,28

antilog = 1,9 x 10"ufe/mL

Cepa A

Coeficiente de correlagiio = 0,93
log ufe/mL = 6,62682 + 0,3086xDO
log ufc/mL = 6,94

antilog = 8,6 x 10°ufc/mL

Cepa C

Cocficiente de correlagio = 0,86

log ufc/mL = 7,14853 + 0,3912xDO
log ufc/mL = 7,54

antilog = 3,5 x 10"ufc/mL

Cepa D2
Coeficiente de correlagio = 0,92

log ufc/mL = 5,313109 + 1,0354xDO

log ufc/mL = 6,34
antilog= 2,2 x 10’ufc/mL

Cepa E1

Coeficiente de correlagio = 0,91

log ufc/mL = 5,68541 + 0,6794xDO
log ufc/mL = 6,36

antilog = 2,3 x 10°ufc/mL

Cepa Cc2

Coeficiente de correlagiio = 0,86
Log ufc/mL = 5,9802 + 1,4047xDO
Log ufc/mL = 7,38

antilog = 2,4 x 10"ufc/mL

Cepa B

Cocficiente de correlagio = 0,89
log ufe/mL = 6,53398 + 0,971xDO
log ufc/mL = 7,50

antilog = 3,2 x 107ufc/mL

Cepa D1

Cocficiente de correlagio = 0,85

log ufc/mL = 6,666497 + 0,6878xDO
log ufc/mL = 7,35

antilog = 2,3 x 10’ufc/mL

Cepa D3

Coeficiente de correlagiio = 0,88
log ufc/mL = 5,97555 + 1,0702xDO
log ufc/mL = 7,04

antilog= 1,1 x 10’ufc/mL

Cepa E2

Coeficiente de correlagdio = 0,84
log ufc/mL = 6,59548 + 0,4167xDO
log ufe/ml = 7,01

antilog = 1,0 x 10’ufc/mL
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Cepa E3 Cepa E4

Coeficiente de correlagido = 0,80 Coeficiente de correlagdo = 0,88
Log ufc/mL = 6,58101 + 0,2718xDO  log ufc/mL = 6,38047 + 0,7944xDO
Log ufc/mL = 6,85 log ufc/mL = 7,17

Antilog = 7,1 x 10°ufc/mL antilog = 1,5 x 10"ufc/mL

Cepa ES

Coeficiente de correlagio = 0,84

Log ufc/mL = 6,51704 + 0,2959x DO
Log ufc/mL = 6,81

Antilog = 6,5 x 10"ufc/mL

4.3 Padres de hidrolases de peptidoglicanos em gel SDS-PAGE

O padrdo de hidrolases de peptidoglicanos determinados para as cepas
endogenas de L. helveticus isoladas e para as duas ccpas comerciais confirma a
utilizagfio dessa técnica como uma ferramenta na identificacio dessa espécie
(Figura 3a). Todas as cepas estudadas apresentaram uma banda ligeiramente
encurvada de cerca de 42 kDa, seguidas de uma a duas bandas finas ¢ uma
espessa banda de aproximadamente 30 kDa (Lortal et al, 1997; Hertel et al,
1993). Lortal et al. (1997) afirmam que essas cnzimas sdo estruturas altamente
conservadas que podem ser utilizadas como ferramenta taxondmica se forem
avaliados o peso molecular ¢ a forma tipica de bandas. Os autores afirmam que
conseguiram com o método separar com pequenas variagdes de intensidade, dez

espécics diferentes de 94 estirpes de lactobacilos.

Apesar da identificacio eficiente dos L. helveticus, um problema
observado com o uso da técnica foi que, para os outros lactobacilos termoéfilos, o

padriio observado apés a colorago do gel ndio foi nitido. Mesmo com iluminagéo
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especial ou do scanner com um analisador de imagens, capaz de determinar o
tamanho das bandas liticas, a variabilidade na intensidade e largura das bandas
dificultou uma avaliagdo segura. Outra dificuldade verificada foi que o marcador
de peso molecular niio era corado pelo azul de metileno, corante indicado para
coloragdo do gel com as bandas liticas. Para coloragiio, fato nio mencionado na
literatura consultada, foi necessaria, ap6s a eletroforese, a separagio do marcador
e a coloragio efetuada com comassie brilhant blue. Por esse motivo, para
avaliagio do tamanho das bandas liticas foi preciso efetuar calculos matematicos
ou usar um analisador computadorizado.

Para somente mais uma espécie, Lactobacillus delbrueckii, o perfil
eletroforético de hidrolases foi razoavelmente eficiente na identificagiio, dentro
das condi¢des descritas no protocolo consultado (Lortal et al, 1997). Apesar do
perfil apresentado para essa espécie nfio ser tio regular quanto o perfil de L.
helveticus, a técnica foi capaz de demonstrar as caracteristicas da espécie, que
sdo: a presenga de duas bandas de aproximadamente 41 kDa, duas bandas difusas
intermediarias ¢ outras duas de aproximadamente 29 kDa (Lortal et al, 1997).
O método permitiu a identificagdo das espécies da cepa DS ¢ D6, que ndo
puderam ser caracterizadas fenotipicamente pelo perfil de fermentagio como
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, por fermentar a manose,
caracteristica ndo tipica dessa espécic. A utilizagio conjunta do padrio de
hidrolases e perfil fermentativo permitiu a identificagio das cepas como L.
delbrueckii subsp. bulgaricus. O perfil em SDS-PAGE, porém, n3o permitiu a
identificacdo das subespécies dos L. delbrueckii em delbrueckii ou lactis. Gatti et
al. (1997) utilizaram padrio de peptidoglicanos em SDS-PAGE para
identificagdio de lactobacilos e concluiram que o método foi fidedigno e rapido
para caracterizar espécies de lactobacilos terméfilos ¢ separar L. helveticus de L.
delbrueckii, porém nio permitia a diferenciacfio entre as subespécies. A Figura 3,
ilustra o padrio em SDS-PAGE para cepas de L. helveticus e L. delbrueckii.

52



30

'i_ 14.4

b)

FIGURA 3 Padrio de hidrolases de peptidoglicanos em gel SDS-PAGE. a) L.
helveticus: M- marcador de peso molecular; 1= cepa B, 2= cepa A,
3 =cepa D1, 4 = cepa C, 5 = cepa E3. b) L. delbrueckii: 1= D5, 2=

D6, 3= E7, 4= D4.
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A Figura 3 permite observar a regularidade na intensidade das bandas
liticas, apresentada pelas cepas de L. helveticus € as variagOes de intensidade nas
bandas produzidas pelas cepas de Lactobacillus delbrueckii.

Nos outros lactobacilos terméfilos isolados do soro fermento, que foram
caracterizados como Lactobacillus sp., a identificag@io pelo perfil de hidrolases
nio foi possivel. Repetigdes do método para a mesma cepa apresentaram pouca
repetibilidade nos perfis apresentados, nfio permitindo a utilizagdo dos resultados.

Mesmo para as cepas cm quec a técnica apresentou regularidadc nos
resultados, para uso como ferramenta taxonGmica, € aconselhavel a utilizagdo de
uma cepa conhecida como marcadora da espécie. O uso do método como
complementagdo a caracterizagdo pelo perfil de fermentagdo de carboidratos,
pode auxiliar na identificagdo de ccpas de L. helveticus e L. delbrueckii,
permitindo a identifica¢do correta, considerando as variabilidades na fermentagéo
de carboidratos apresentadas pelo género.

Apesar das dificuldades apontadas na avaliagfio do padrio de bandas
liticas em SDS-PAGE para identificagiio dos lactobacilos, a técnica foi cficiente
¢ apresentou repetibilidade na caracterizagiio de L. helveticus. O uso conjunto

+ - owrtil fermentativo de carboidratos ¢ eficiente na caracterizagdo de cepas
dv Lactobacillus delbueckii. Essas afirmativas concordam com resultados

descritos por Lortal et al (1997) e Gatti et al (1997).
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4.4 Analise molecular

4.4.1 Extracio do DNA

Os produtos obtidos da extracdo do DNA pelas duas técnicas utilizadas
podem scr observados na Figura 4. Para uma quantidade de cclulas
padronizadas. uma maior concentragdo de DNA foi visualizada no gel em forma
de bandas mais nitidas quando foi utilizado o método do fenol-cloroformio. Isto
ocorreu devido a uma maior fixagdo pelo brometo de etidio (colonias 1 a 12).
quando comparada ao método saltinging out com protemasc K (colonias 13 a
17). Porém. os resultados obtidos com esse tltimo método nas coldnias 18 ¢ 19,
aparentemente ndo apresentaram  diferencas quantitativas, indicando que o
método salting out, sc adaptado as condigdes de lise das células ¢ purificagao do
DNA, pode ser utilizado. O método salting out ¢ mais barato ¢ mais facil de ser

rcalizado, apresentando a vantagem adicional de ndo utilizar rcagentes tOXicos.

FIGURA 4 Extragdo do DNA por dois métodos, fenol-cloroformio ¢ salting out

com proteinase K.

4.4.2 Selegdo dos primers

Dos primers testados (séric OPX ¢ OPS da Operon Technologices. EUA),
foram sclecionados, para a analise da diversidade genética existente entre as

cepas de Lactobacillus helveticus. aqueles que apresentaram maior nimero de

h
n



bandas polimérficas ¢ repetibilidade nos padrdes de amplificagdo com as duas
cepas inicialmente testadas. O método utilizado para avaliar a distincia genética
foi a técnica RAPD. Dos 40 primers testados, foram selecionados sete e
utilizadas apenas as bandas mais intensas ¢ bem definidas na constru¢do da
matriz da distincia genética, para cvitar erros advindos de interpretagio
incorreta dos produtos amplificados.

As amplificagSes resultaram em um total de 45 bandas. O mimero de
bandas por primer variou de trés a onze posigbes de regides amplificadas

(Tabela 5), com tamanho estimado variando entre 400 e 2.200 pb.

TABELA 5  Seqiiéncia dos primers selecionados para analisc RAPD e nimero

de bandas polimérficas amplificadas.

Primer Seqiiéncia Namero de bandas
polimérficas
OPS01 CTACTGCGCT 3
OPS07 TCC GATGCT G 4
OPS09 TCCTGCTCCC 7
1pS17 TGGGGACCAC 8
0PS19 GAGTCAGCAG 11
0PX01 CTGGGCACG A 5
0PX02 TTC CGC CACC 7

4.4.3 Andlise dos padrées de amplificacdo com os primers selecionados

A matriz da distancia genética entre o DNA dos L. helveticus foi
construida com base no resultado das amplificagdes do polimorfismo genémico

existente no produto RAPD, as quais foram agrupados para calculo pelo método
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UPGMA. O dendrograma represcntando a distincia genética cstimada entre as
13 cepas cstudadas pode ser observado na Figura 5.

cct ——]

cc2

D1
E2
ES
E4

B
E1

D2 1
D3 '

05 1 15 2 35 4 45 5

FIGURA 5 Dendograma representativo das distincias genéticas pelo método
UPGMA de treze cepas de L. helveticus, baseado em 45 regides
amplificadas ao acaso pela técnica PCR-RAPD, utilizando 7

primers.
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A observagdo do dendrograma permite a separagdio, com 48% de
distdncia genética, das treze cepas em dois grupos: o primeiro composto pelas
cepas B, D2 € D3 e o segundo abrangendo as demais cepas. A separagiio desses
dois grandes grupos pode ser ilustrada pelo padrio de amplificacdio do primer
OPXO01 (Figura 6a). Nesse primer, o grupo composto pelas cepas B, D2 ¢ D3
ndo apresenta uma banda de cerca de 800 pb, amplificada pelas outras cepas. Por
ndo apresentar nenhuma regifio amplificada nesse primer, a cepa E3 também
pode ser separada de B, D2 e D3. Esse primer permite, ainda, verificar
diferengas dentro do grupo, que apresenta 43% de distincia entre a cepa B ¢ as
cepas D2 e D3. Essa diferenca pode ser visualizada por bandas de cerca de 900
pb e 1.000 pb, amplificadas por D2 ¢ D3 e nfio por B € por uma banda de cerca
de 1.200 pb, somente amplificada pela cepa B. Essa banda de 1.200 pb pode ser
considerada um marcador potencial para a cepa B, que mesmo pertencendo ao
grupo de D2 e D3, apresentou a maior diferen¢a detectada em relagiio as outras
ccpas estudadas. A separagio das cepas B, D2 ¢ D3 também pode ser observada
na Figura 6b, devido a uma regiio de cerca de 400 pb, que s6 ndo foi
amplificada por essas trés cepas.

O segundo grupo, composto pelas cepas Ccl, Cc2, D1, E2, ES, E4, E3,
El, A ¢ C, apresenta uma primeira divisio com 32% de distincia genética, que
separa as cepas A ¢ C das demais. O padrdo de amplificagéio da PCR obtido com
o primer OPS19 é capaz de ilustrar a separagiio das cepas A e C das demais, pela
amplificagiio de uma banda de cerca de 2.200 pb. A distincia genética de 25%
entre essas cepas A ¢ C também pode ser ilustrada pelo primer OPS19, que
apresenta uma banda de cerca de 1.200 pb amplificada por C € ndo por A e trés
bandas com peso molecular entre 700 pb e 800 pb amplificadas pela cepa A ¢
ndo amplificadas por C (Figura 6b).
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3) PM Cel Ce2 A DI B C E4 E2 E3 ES EI D2 D3

b) PM Cel C2 A DI B C E4 E2 E3 ES E1 D2 D3

FIGURA 6 Padrio de amplificagiio de fragmentos de DNA-RAPDs obtidos
para treze gendtipos de Lactobacillus helveticus. PM — marcador de
peso molecular. As sctas destacam as bandas amplificadas

comentadas no texto: a) primer OPX01 b) primer OPS19.
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O primer OPS19 € capaz de demonstrar a homologia genética das cepas
Ccl e Cc2 ¢ das cepas D2 ¢ D3 em varias regides amplificadas.

As cepas Ccl, Ce2, D1, E2, E5, E4, E3 ¢ El apresentaram distancia
genética de 20%. Dentro desse grupo, as cepas comerciais Ccl ¢ Cc2
apresentaram a menor diferenga detectada, 10%, revelando padrdes idénticos na
amplificagdo de vérios primers. O padrio de amplificagio do primer OPS17
permite visualizar uma banda de cerca de 700 pb que separa essas duas cepas
das demais (Figura 7a).

As cepas provenientes do laticinio E mantiveram-se no mesmo grupo,
apresentando distincia genética maxima de 20%. Porém, a cepa D1, provenicnte
de outro laticinio, apresentou caracteristicas que a inclufram neste grupo. As
cepas E3 e E1l apresentaram distancia genética de 14% ¢ as cepas D1, E2, E5 ¢
E4, 18%. A diferenciagéio entre a cepa D1 e as provenientes do laticinio E, com
excegdo da cepa E4, pode ser realizada pelo primer OPS09, devido a presenca
de uma banda de aproximadamente 450 pb amplificada pelas cepas E1, E2, E3 ¢
ES5 e ausente na cepa D1 (Figura 7b). A diferenciagfio das cepas D1 e E4 pode
ser observada na amplificagdio do primer OPX02, onde pode ser visualizada uma
banda adicional de cerca de 500 pb na amplificagio do DNA da cepa E4, mas
nio em D1 (Figura 8).

Entre as vérias regides amplificadas pelos diferentes primers utilizados
foi possivel observar a grande homologia das cepas D2 ¢ D3. O primer OPX02
foi um dos poucos a detectar diferencas na amplificagio das duas cepas. A
diferenca entre as duas ccpas pode ser visualizada pela amplificagio pela cepa
D3, de uma banda de aproximadamente 450 pb ¢ ausente em D2. Esse resultado
demonstra a capacidade ¢ a sensibilidade que a técnica PCR-RAPD possui para
estudos de filogenia.
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a) PM Cel C2 A DI B C E4 E2 E3 E5 El D2 I3

b) PM Cel Ce2 A DI B C E4 E2 E3 E5 E1 D2 D3

FIGURA 7 Padrio de amplificagdo de fragmentos de DNA (RAPDs) para treze
gendtipos de Lactobacillus helveticus: a) primer OPS17 b) primer

OPS09. PM — marcador de peso molecular. As setas destacam as

bandas ampliticadas comentadas no texto.
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PM Cel Cc2 A DI B C E4 E2 E3 E5 E1 D2 D3

FIGURA 8 Padrdo de amplificagio de fragmentos de DNA (RAPDs) para 13
gendtipos de Lactobacillus helveticus com o primer OPX02. PM —

marcador de peso molecular. As sctas destacam as bandas

amplificadas comentadas no texto.

No padrdo de amplificagdo do DNA pelo primer OPX02 ¢ possivel
observar a homologia genética entre as cepas Cel e Ce2 e as cepas A ¢ C.

O perfil da diversidade gendmica, realizado utilizando a técnica RAPD
também foi utilizado na diferenciagdo e reclassificagiio de grupos de lactobacilos
por Tailliez et al. (1996). Os autores concluiram que esse era um bom método
para tipagem do género, principalmente, quando associado a outras téenicas. Os
autores utilizaram dois primers de dez pares de bases para reclassificar 78
lactobacilos. Concluiram que, apesar de provas bioquimicas serem tteis na

caracterizagiio, ndo sdo satisfatdrias na taxonomia, se essas forem usadas como
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@nico critério. Também Cocconcelli ct al (1997) utilizaram a técnica RAPD
para estudar o desenvolvimento de comunidades de microbiota termofilica em
soro fermento. A técnica facilitou a identificagio de ccpas de lactobacilos de um
ecossistcma quc coexistiam cm associagio microbioldgica ¢ permitiu o cstudo
da dindmica da populagio durante dois ciclos de 24 horas de fermentagdo. Foi
revelada a presenga de quatro espécies que dominavam o processo de
fermentagfio do soro.

Dec forma geral, as cepas dc L. helveticus tenderam a sc manter em
grupos representativos do seu ecossistema de origem, com excegdo da cepa D1,
que apresentou maijor similaridade com as demais cepas provenicntes do
laticinio E, do que com as outras isoladas no laticinio D. Os dois laticinios D ¢ E
estio localizados em Minas Gerais, porém, em regides distintas, Tridngulo
Mineiro e Sul de Minas. As cepas comerciais Ccl ¢ Cc2, de origem européia,
apresentaram a maior similaridade registrada pelos primers testados, com 90%
de semclhanga. Giraffa et al (2000) também obscrvaram a presenga de
gendtipos especificos de Lactobacillus helveticus, associados a ecossistemas
leiteiros italianos. Os autores basearam essa afirmativa na utilizag8io de anilise
estatistica multivariada para avaliar rcsultados de estudos de ribotipagem e
RFLP (restriction fragment lengh polymorphism).

Provavclmente, os ccossistcmas dc origem das cepas ¢ as difercntes
tecnologias de fabricagio empregadas nos laticinios selecionaram estirpes com
caracteristicas genotipicas que expressam fendtipos adaptados as condig3es
locais. Porém, a metodologia empregada nesse estudo ndo permitc associar as

diferengas detectadas no gendtipo & sua expressio.
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4.5 Caracteristicas tecnolégicas

4.5.1 Produgio de dcido ldtico

L. helveticus utiliza a via glicolitica para fermenta¢do da lactose, sendo a
redugio do 4cido pinivico a &cido litico catalisada pela enzima lactato
desidrogenase (Arnaud e Guiraud, 1985). As cepas de L. helveticus selecionadas
divergiram na capacidade de produzir lactato em leite desnatado reconstituido
(LRD), ap6s 24 ¢ 48 horas de incubagdo a 37 °C (Tabela 6). Todas as cepas apos
24 horas foram capazes de reduzir o pH até valores menores ou iguais a 4,6
(dados niio mostrados) ¢, portanto, capazes de¢ coagular o leitc (Fox e Law,
1991).

As porcentagens de lactato produzidas pelas diferentes cepas variaram
de 0,73% a 1,78%, ap6s 24 horas de incubagio e de 0,99% a 2,35%, apds 48
horas de incubagiio a 37 °C. As ccpas aprescntaram diferencas quanto 2
produgdio de 4cido apds 24 e 48 horas. Essa diferenga pode ser exemplificada
pela cepa A. Apés 24 horas, essa cepa produziu mais lactato que as cepas E2 e
E3, porém, apds 48 horas, foi mais cficiente que as cepas E2 ¢ E3 e também D1,
D2 e B. Fortina et al. (1998) também verificaram diferencas na atividade de
acidificacfio em cepas de L. helveticus ¢ recomendaram quc essa caracteristica
deve ser utilizada para selecio de culturas para perfis biotecnologicos de
interesse.

Torriani et al. (1994) afirmam que L. helveticus sio homofermentativas
¢ fortes produtoras de lactato, com capacidade de produzir concentragSes
maiores que 2%. Furtado (1990a) descreve fermentagdio da lactose por esses
microrganismos até concentragSes de aproximadamente 2,7%. Os resultados
contidos na Tabela 6 demonstram que somente a cepa comercial Cc2 e as cepas
El, E4 e E5 foram capazes de produzir lactato em LDR em concentragdes
maiores que 2%. Porém, Torriani et al. (1994) e Furtado (1990a) niio
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descreveram o tipo de meio ou temperatura em que ¢ssa concentragao de acido ¢

obtida.

TABELA 6 Producio de lactato (%) por cepas de L. helveticus isoladas de soro
fermento natural ¢ por duas culturas comerciais, apos inoculagdo

em LRD por 24 ¢ 48 horas a 37°C".

% de lactato

CEPA 24 horas 48 horas

() 1,77 +0,01° 2,35 +0,03°
4 1,78 +0,01° 2,11 £0,13*
ES 1,52 +0,02° 2,01 +0,02°
El 1,43 +0,03™ 2,01 £0,03°
C 1,35 +0,05% 1,86 +0,03™
D3 1,24 +0,02° 1,72 +0,04°
D2 1,09 +0,02° 1.23 +0,01%
B 1,02 + 0,02 1,20 +0,18%
Cel 1,00 40,01 1,91 +0,03%
D1 0,93 + 0,01 1,11 +£0,00%
A 0,810,012 1,35 +0,02°
E3 0,78 +0,04" 0,99 +0,02°
12 0,73 +0,02" 1.02 +0,00°

T Média de duas repetigdes.

a. b... Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0.05).
LRD — Leite desnatado reconstituido (12%), estéril.

A composigio do meio de inoculagdo ¢ a temperatura de incubagio
influenciam na produgio de acido. Norton ct al. (1994a) verificaram aumento na
produgdo de dcido em biorrcatores com a suplementagfio de extrato de levedura
a0 soro. Amrane ct al. (1993) também verificaram a influéncia da composigdo
do meio na produgio de dcido por L. helveticus. Em 1991, Ibrahim constatou

que, além do tipo de microrganismo ¢ do periodo de incubagio, a suplementagio
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da alimentagdo de bufalas com extrato de levedura aumentava a atividade

proteolitica ¢ de produgiio de dcido. Ibrahim et al. (1990) verificaram influéncia
do tipo ¢ da composigdo do lcite, tipo de cultura ¢ periodo de incubagio em
varias atividades bioquimicas, como produgiio de acido e protedlise, mostrando
uma interacdo significativa de todos esses fatorcs.

A produgdo de lactato pode ser também 1til como ferramenta na
caracterizagdo de L. helveticus ¢ utilizada cm andalises multivariadas para
identificagio da origem de cepas. Gatti et al. (1999) verificaram maior
habilidade na produgdo de lactato por cepas utilizadas para fabricagio de queijo
grana (32 cepas de scte laticinios diferentes) quando comparadas a cepas
provenientes do soro fermento usado na fabricagdo de queijos provolone (42
cepas de dez laticinios diferentes). Os autores concluiram que as diferentes
tecnologias  de  fabricagio proprias de cada variedade provavelmente
selecionaram microrganismos com caracteristicas distintas.

Comparando as porcentagens de lactato produzidas em LRD, ndo foi
possivel correlacionar essa caracteristica com o tipo de queijo produzido, ja que
nas indistrias estudadas, o soro fermento ¢ comum quando a industria o utiliza
na fabricagdo dc¢ mais de¢ uma variedade. Nos laticinios que s6 produzem
provolone (A, B ¢ E), somente o E teve mais de uma cepa estudada. As cepas
E1, E2, E3, E4 ¢ ES mostraram resultados heterogéneos na produgio de lactato
em leite desnatado. Porém, ha semelhanga no comportamento das cepas E2-E3,
quc mostraram baixa produgio ¢ EI1-E4-E5, com produgio expressiva de lactato
em LDR. Provavelmente, as pressdes do ambiente selecionaram cepas com
diferentes habilidades que, em associagdo, dominam o processo de fermentagio
no soro fermento. A produgdo de lactato em LDR por 24 ¢ 48 horas a 37°C nio
mostrou correlagdo com a similaridade ou distancia genética determinada pelo

padrdo de amplificagdo de fragmentos do DNA-RAPD.
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4.5.2 Decaimento do pH em meio MRS

A capacidade das cepas em acidificar o meio dc cultura MRS foi
monitorada por meio de medidas de pH, por até 50 horas de incubagdo a 37 °C.
Os resultados obtidos foram utilizados para a construcdo de um grafico dc
tendéncia. A analise dos graficos indicou que o decaimento do pH obedeccu a
um modelo exponencial. Os graficos demonstrando a evolugdo do pH em fungdo
do tempo foram sobrepostos nas cepas que mostraram similaridade genética
baseada no método RAPD (Figuras 9, 10 e 11). Foram sobrepostos os graficos
das cepas Ccl e Cc2 (90% de similaridade); cepas D1, E2, ES e E4 (similaridade
dc 82%); ccpas E3 ¢ El (86% dc similaridade), cepas A ¢ C (75% de
similaridade) ¢ as cepas B, D2 ¢ D3 (67% de similaridade).

3 1 1 1 1 (1

tempo em horas

FIGURA 9 Decaimento do pH em fungéio do tempo em horas das cepas de
Lactobacillus helveticus B, D2 ¢ D3.
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FIGURA 10 Decaimento do pH em fun¢fio do tempo em horas das cepas de
Lactobacillus helveticus Ccl e Cc2 ¢ D1, E2, E4 e ES.
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FIGURA 11 Decaimento do pH em fungio do tempo em horas das cepas de
Lactobacillus helveticus A e C e E1 ¢ E3.
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Apesar das ccpas D2 ¢ D3 possuirem distincia genética de somente 20%
entre si ¢ 43% de distincia da cepa B, as cepas D3 ¢ B apresentaram
comportamento mais homogéneo quando comparadas i cepa D2. Apds 30 horas
de incubagdo, D2 e B, atingiram o mesmo valor de pH, 3,98. A cepa D3 mostrou
até 50 horas de incubag8o, menor habilidade em diminuir o pH do meio e, apos
esse periodo, atingiu valores de pH tio baixos quanto as outras.

As cepas Ccl e Cc2, cepas D1, E2, E5 ¢ E4, El1 e E3 e as cepas Ae C
apresentaram  comportamentos mais homogéneos dentro de seus grupos,
indicando habilidade similar de abaixamento do pH em meio MRS a 37 °C. O
comportamento grifico das cepas tendem a mostrar 0 comportamento dos
grupos a que pertenciam pela anélise genética. Porém, a metodologia utilizada
ndo permite associar caracteristicas fenotipicas ao gendtipo apresentado.

Todas as cepas foram capazes de produzir acido em quantidade
suficicnte para abaixar o pH do meio de cultura até 3,4, sendo as cepas E3,E4 ¢
El, as que apresentaram os menores valores de pH registrados: 3,26, 3,25 ¢ 3,28,
respectivamente. O tempo necessério para abaixamento a esses valores de pH foi
diferente para essas cepas procedentes do laticinio E. Enquanto E4 atingiu o pH
de 3,4 apds 30 horas de cultivo, E1 s6 apresentou acidificagio maxima apos 54
horas e a cepa E3, ap6s 50 horas de incubagio.

Torriani et al. (1994) afirmam que produgfio de acido latico maior que
2% deve ser um dos critérios para selecionar cepas para utilizagio como
fermento latico, ja quc a répida produgdo de 4cido ird inibir a microbiota
indesejavel e melhorar a sinérese nos queijos durante as primeiras 24 a 48 horas.
Porém, além da produgio total de 4cido, também deve ser levado em
consideracfio na selegéio de cepas, o decaimento do pH em fungéio do tempo. O
rapido decaimento do pH ¢ extremamente importante na produgdo de soro-

fermento livre de contaminantes indesejaveis, agindo como um fator limitante
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para o crescimento de bactérias do grupo coliforme ¢ butiricas. Bottazzi ct al.
(1992) verificaram que a utilizagdo de culturas de L. helveticus que produziam
lactato rapidamente em leite, quando suplementadas com aditivos
antiestufamento, foi capaz de inibir a fermentagio butirica ¢ propidnica em
qucijos grana. Os mesmos aditivos anticstufamento utilizados conjuntamente
com cepas que produziam acidificagio lenta ndio conseguiram inibir a
fermentagdo indesejavel.

O decaimento do pH do meio MRS até pH 4,0 em fungdo do tempo em
horas, foi avaliado através da anilise do paralclismo das inclina¢des das retas
das equagdes de regressdo. Para cada cepa, foram obtidas equacdes utilizando o
tempo em horas ¢ os valores de pH até o ponto em que o abaixamento atingiu
nimeros menores ou iguais a 4,0, A inclinagiio, demonstrada pelos valores de b,
foi analisada € os niimeros obtidos, submetidos ao teste de F (Lark et al., 1968).
Os resultados obtidos indicaram que os coeficientes angulares entre as
caracteristicas nfio foram estatisticamente iguais para todas as retas obtidas
(p<0,05). As ccpas quc aprcsentaram decaimento linear até pH 4,0
estatisticamente igual podem ser observadas na Tabela 7.

O maior valor absoluto do coeficiente b indica uma maior inclinagfio da
reta e, portanto, maior rapidez na produgio de acido pela cepa. A cepa D2 foi
difcrentc dc todas as outras, mostrando grande habilidadc cm diminuir
rapidamente o pH do meio, atingindo pH de 3,95 apés 10 horas de incubaggo. E
importante observar que em LDR essa cepa niio foi a maior produtora de acido
latico, indicando a importéncia de se avaliar tanto a produgdo de dcido, quanto a
rapidez no abaixamento do pH para testar a aptiddo tecnoldgica de cepas.

As retas de algumas cepas que apresentaram inclinagdes da reta de
regressio cstatisticamente iguais (p>0,05) foram sobrepostas para cxemplificar o
comportamento apresentado. A Figura 12 ilustra as sobreposicSes das retas
obtidas para as cepas A e Ccl ¢ cepas D3 ¢ E3.
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TABELA 7 Valores de a ¢ b das equagdes de decaimento linear do pH até 4,0,
em fungdo do tempo em horas, em meio de cultura MRS a 37 °C,
de treze cepas de Lactobacillus helveticus.

Equagdo: pH=a+bxt.

Cepas Coeficientea  Cocficienteb  Igualdade entre r
coeficientes b* p>0,01

A 5,96831 -0,16041 ES -0,97
Cel 6,39833 -0,18452 A -0,92
B 6,22856 0,11850  DLELELC 097
E4 6,21999 -0,13280 E2,C,Cc2 -0,99
E2 6,06179 -0,12170 E4,C,B -0,91
E3 6,51414 -0,97540 El, D1, D3 -0,97
ES 6,49677 -0,15667 Cc2, A -0,97
El 6,41060 -0,10630 E3,D1,B -0,98
D3 6,17287 -0,86710 E3 -0,98
D2 6,43667 -0,30000 - -0,92
D1 6,24894 -0,10590 E3,El, B -0,93
C 6,17114 -0,12370 B, E4,E2 -0,91

Ce2 6,66494 -0,14220 E5, E4 -0,98

MRS — Meio Man, Rogosa e Sharp (1960)

* Igualdade entre coeficiente b (p>0.05)

(-)** diferente de todos os outras (p<0.05).
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FIOGURA 12 Rctas de decaimento do pH em fungdo do tempo em horas para

algumas cepas de Lactobacillus helveticus.



4.5.3 Toleridncia ao sal

O crescimento em meio de cultura MRS suplementado com
concentragoes de 2%, 3%, 4%, 5% e 6% de cloreto de sddio foi avaliado nos

isolados selecionados € nas duas cepas comerciais (Tabela 8).

TABELA 8 Densidade dptica a 650nm apos inoculagdo de treze cepas dc
Lactobacillus helveticus em meio de cultura MRS suplementado

com diferentes concentragdes de cloreto de sodio ¢ incubado por

24 horas'.
Concentragdes de cloreto de sdédio

Cepas 2% 3% 4% 5% 6%
Ccel 0,460 - - - -
Cc2 1,908 - - - -
A 1,061 - - - -
B 4,710 2,540 0,168 - -
C 1,714 0,168 0,118 - -
D1 1,940 - - - -
D2 2,038 0,130 0,124 - -
D3 1,808 1,773 - -

El 1,973 - - - -
E2 1,733 - - - -
E3 1,835 - - - -
E4 1,725 - - - -
ES 1,956 1,769 - - -

' Meédia de duas repeticdes.

(- ) Densidade éptica menor que 0,1 em 650nm de comprimento de onda.
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Todas as cepas foram capazes de crescer cm caldo MRS contendo 2% de
cloreto de sodio apos 24 horas dc incubagdo. porém, somente 3 cepas
aprescntaram crescimento cfetivo em concentragdio de 3%: as cepas B, D3 ¢ E5.
As cepas C ¢ D2 apresentarem DOgsonm de 0.168 € 0.130. respectivamente.
muito inferior ao desempenho apresentado na concentragdo de 2% de sal. Apesar
das cepas B, C ¢ D2 apresentarem densidade optica mensuravel em MRS com
4% de cloreto de sodio, as lcituras foram sempre inferiores a 0,2 de DOssonm.
Provavelmente, os crescimentos inibidos apresentados, foram devido 4 acdo
bacteriostatica do NaCl sobre essas cepas. Torriani et al. (1994) afirmam que L.
helveticus é capaz de crescer em concentragdes de 3% e ndo a 4%, discordando,
em parte, dos resultados obtidos no presentc trabalho. Nenhuma das cepas
estudadas foi capaz de crescer em meio MRS suplementado com 5% ou 6% de
cloreto de sédio.

A selegiio de cepas com tolerincia ao cloreto de sédio € interessante para
a industria laticinista, apesar da maioria das variedades de queijo ndo apresentar
concentragbes maiores que 2% de sal. A preferéncia por cepas tolerantes ¢
justificada pelo fato de que muitas das variedades de queijos sdo salgadas em
salmoura. Nessc caso, a dispersdo do sal acontece lentamente, do exterior para o
interior, havendo concentragiio na periferia do queijo no inicio da maturagdo
(Furtado, 1997). Além de manter a viabilidade durante a maturagéo dos queijos,
microrganismos componentes do fermento latico sero melhores competidores
com contaminantes como fungos ¢ leveduras, s¢ apresentarem suas
caracteristicas fisiolégicas normais na presenga deste mineral.

A tolerancia ou crescimento nas diferentes concentragbes de sal testadas
mostrou certa semelhanca com as associagdes entre 0s microrganismos
apontadas pela analise RAPD, com excegdo dos rcsultados obtidos para as cepas

comerciais ¢ cepas A e C. Essa observagio ¢ apenas visual, ja que a metodologia



utilizada ¢ o nimero de cepas testadas ndo permitem tratar estatisticamente os

dados e garantir a significancia da correlagfo.
4.5.4 Resisténcia ao tratamento por 55 °C e 65 °C por 30 minutos

Os queijos brasileiros que utilizam soro fermento em sua produgdo sio
de massa cozida, como o parmesdo, ou submetidos ao calor como ctapa normal
da sua fabricagdo, como a filagem da mussarela ou provolone. Para que os
microrganismos permanegam viaveis para desempenhar seus processos
fisiologicos e, conseqiientemente, liberem seus produtos metabélicos
importantes na maturagdo, ¢ necessario que resistam ao processo tecnolégico a
que sdo submetidos. O comportamento das cepas estudadas apds tratamento
térmico a 55 °C e 65 °C por 30 minutos esta discriminado na Tabela 9.

Todas as cepas estudadas foram capazes de resistir ao tratamento
térmico a 55 °C, porém quatro cepas (31%) ndo apresentaram crescimento apés
temperatura de 65 °C. As cepas que niio cresceram apds o tratamento a 65 °C
foram C, D1, E4 ¢ a cepa comercial Ccl.

A presenga de cepas resistentes a temperatura de 65 °C ¢ mais
importante para as industrias que utilizam a pasteuriza¢do lenta, principalmente,
sc o comportamento fermentativo do microrganismo ndo apresentar interesse
tecnologico nos produtos fabricados. Como esses microrganismos irio
sobreviver ao processo, cuidados cspeciais devem ser tomados na fabricagio dos
queijos, quando a protedlise e produgdo excessiva de 4acido latico sdo
indesejaveis, como no caso do queijo minas frescal. Porém, essa variedade ndo
utiliza o soro fermento. Com excecdo da mussarela e provolone, onde a
temperatura de 65 °C pode ser atingida na filagem, a tccnologia de fabricagio
empregada na produciio das outras variedades de queijo que usam soro fermento,
como o parmesdo ¢ emental, geralmente ndo atinge 65 °C. Por outro lado, se o

microrganismo apresenta perfil que o torne interessante para a industria
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laticinista, sua manutencdo apos a pasteurizagdo ird contribuir com 0s proccssos

tecnolégicos empregados pela industria.

TABELA 9 Crescimento de treze cepas de Lactobacillus helveticus apos

tratamento térmico a 55 °C ¢ 65 °C por 30 minutos.

55 °C/30min 65 °C/30min

Cepas DO UFC DO UFC
Cel 0,171 - - -
Cc2 3,940 ++ 0,192 +
A 2,350 +++ 0,169 ++
B 3,300 =+ 1,343 ++
C 3,540 +++ 0,227 -
D1 0,620 +++ 0,187 -
D2 1,692 +++ 0,353 ++
D3 2,460 +++ 0,429 ++
El 1,850 +++ 0,415 ++
E2 3,550 ++ 0,387 ++
E3 3,400 +++ 0,184 +++
E4 2,820 +++ 0,171 -
E5 4,428 4 3472 4+

UFC - unidades formadoras de colonias em 1ml da cultura apds tratamento térmico.
DO - densidade dptica a 650nm apds incubagdio por 2! i -+

+++ crescimento intenso, colonias indiferencidv«: HAVEIS

++ crescimento intenso, coldnias diferencidv: Lavels

+ crescimento moderado

- auséncia de crescimento
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45,5 Anutélise celular

Culturas autoliticas podem ser utilizadas em substitui¢iio as culturas
tradicionais para agirem como aceleradoras da matura¢do de queijos. Na lise, o
conteido intracelular e, conscqiicntemente, as enzimas, ficam livres no meio e
podem realizar mais rapidamente suas atividades sem necessitar do crescimento
dos microrganismos. No estudo da localizagdo citolégica das enzimas
proteoliticas de L. helveticus, foi demonstrado que essas peptidases e
aminopeptidases cstavam localizadas principalmente no citoplasma (Vescovo e
Bottazzi, 1979).

A observagfio grafica do crescimento das culturas por meio da DOgsonm €
do pH em relagio ao tempo em horas permitiu distinguir comportamentos
diferenciados nos isolados estudados. As cepas B, D2, El, E2, E3 ¢ E4, apés
apresentarem crescimento méximo, permaneceram na fase estacionaria por
algumas horas, antes de ser observado o decaimento da DOgsoam (Figura 13). Em
contraste, as cepas C, Ccl ¢ ES, apds atingirem densidade Optica méxima,
passaram rapidamente 3 fase de declinio. As cepas D2, Cc2, A ¢ DI
apresentaram comportamento intermediario.

Baseado nos estudos realizados por Kemper € Doyle (1993), Carvalho
(1994) ¢ Cappa e Botazzi (1996), as culturas que passaram rapidamente a fase de
declinio apds alcangarem DO méxima, sem passar pela fase estacionaria, foram
consideradas potencialmente autoliticas. |

As alteragbes observadas nas células ap6és monitoramento pela
observagdo ao microscOpo Optico ¢ eletrOnico de transmisséio permitiram a
comparagio das microfotografias das culturas na fase exponencial de
crescimento € de declinio. As microfotografias das culturas B, D3, E1, E2, E3 e
E4 indicaram poucas alterages nas células, quando comparadas sua morfologia

na fase exponencial de crescimento ¢ apés 48 a 50 horas de incubacdo. As
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FIGURA 13 Evolugdo da Do650nm x pH x tempo em horas nas cepas B, D2, El, E2, E3 ¢ E4.



Figuras 14.al ¢ 14.a2 exemplificam essas observagGes na cepa E2. Nessa figura,
pode-sc observar poucas modificagbes na morfologia ¢ coloragiio das células
tanto na microscopia Gptica (14.al1,a2) quanto eletronica (14.a3,a4), indicando
que as alterages celulares foram pouco pronunciadas em fungdo do tempo.

Apesar das cepas B, El, E3 e E4 demonstrarem as mesmas
caractcristicas 4 microscopia que E2, a ccpa D3 mostrou comportamento
diferenciado, demostrando alteragSes morfologicas € na coloragio (Figura
14.b1,b2) nas células apds 22 e apds 48 horas de incubagio. Na microscopia
cletrénica de D3, pode ser observada (Figural5.al) a presencga de uma célula em
inicio de lise ao lado de uma célula integra na cultura de 22 horas. AlteragSes
celulares também foram observadas nas microfotografias das células da cepa D3
ap6s declinio da DOssoam. Foram observadas no mesmo campo microscépico,
células integras, completamente lisadas ¢ com alteragSes de densidade e
interrupgdo na parede celular (Figura 15.a2), indicando que o conteiido celular,
contendo as endoenzimas, pode ter sido liberado para o mecio. A representagio
grafica do comportamento dessa cepa nio forneceu nenhum esclarecimento
adicional, demonstrando que devem ser realizados estudos mais aprofundados
para avaliar esse comportamento aparentemente anormal, como o
acompanhamento do perfil de proteinas.

A cepa El, além das alteragSes semelhantes as observadas nas outras
ccpas que apresentaram decaimento lento da DO, como poucas modificagdes na
morfologia celular, permitiu a observagio de um plasmidio, (Figura 15b). O

plasmidio aparece no meio da célula, deslocado para o lado esquerdo.
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FIGURA 14 Microfotografias das ccpas E2 ¢ D3. MO- Microscopia optica
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(x1000) ¢ ME- microscopia clctronica de transmissio (x21000).
a3=ME da ccpa E2 com 22 horas d¢
a2=MO ¢ a4=ME da ccpa E2 apés 48 horas: bl.b2=MO da cepa
D3 com 22 ¢ apos 48 horas de incubagdo.

incubacdo.



FIGURA 15 Microfotogratias das cepas D3 ¢ E1 em microscdpio eletronico de
transmissdo. al, a2= D3 com 22 ¢ apos 48 horas de incubagio
(x21000). b= E1 apos 48 horas de incubagiio (x147000).



Plasmidios sdo objcto de estudo dc diversos pesquisadores, pois podem
cstar relacionados a caracteristicas tecnoldgicas de interesse (Torriani et al,
1994; Giraffa et al, 1998; Hébert et al, 2000) como produgiio de acido latico,
protedliese, resisténcia a drogas ¢ outras caracteristicas transmissiveis. As cepas
C, Ccl e ES, apresentaram rapido decaimento da DO apés a fase exponencial de
crescimento, comportamento tipico de cepas autoliticas (Figura 16).

Caracteristicas de ccpas autoliticas foram observadas nas cepas C, Ccl e
ES5, através da microscopia de luz e de transmissdo. Porém, a cepa C sé mostrou
alteragdes na microscopia eletronica apos 48 horas de incubagio e apresentou
muitas células integras entre as lisadas (Figura 17.al,a2). Na cepa ES5, o numcro
de células lisadas em relagfio as integras foi mais pronunciado, inclusive, ja
apresentando células autolisadas na cultura de 22 horas (Figura 17.b1,b2). A
cultura comercial Cc1, na microscopia dc luz, ji demonstrou alteragdes com 22
horas de cultura, sendo que, apds 48 horas de incubagfio, as células pareceram
ter diminuido de tamanho. Na microscopia eletronica, as culturas de 22 horas
mostraram poucas alteragSes € as células que pareciam muito longas, quando
visualizadas em maior aumento, demonstraram que na realidade, eram cadeias
(Figura 17.c1). Apos 48 horas, essa cultura mostrou células em diferentes graus
de degradacéo (Figura 17.c2).

O comportamento grafico das cepas D2, Cc2, D1 € A, que apés atingir
DO méixima, mostraram comportamento intermedidrio em relagdo &s outras

estudadas, podem ser observados na Figura 18,
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FIGURA 17 Microfotografias das cepas em microscopio cletronico de
transmissdo. al.a2=C (x21000). b1.b2=E5 (x38000). cl.c2= Ccl
(x52000). nas culturas de 22 ¢ apés 48 horas de incubagdo.
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Das cepas que aprescntaram comportamento intermediario, D1 foi a que
apresentou maiores alteragdes, tanto na microscopia optica quanto eletrénica
(Figura 19.a1,a2). Porém, o nimero dc células intcgras cra maior, sc comparadas
com as cepas que apresentaram decaimento répido da DO. A cepa D2
apresentou, na microscopia optica, difcrenca em relagdo ao tamanho obscrvavel
nas culturas de 22 e 48 horas. Contudo, as alteragdes na microscopia eletronica
foram pouco evidentes, aprcsentando células lisadas ¢ intcgras. A ccpa
comercial Cc2 apresentou poucas alteragdes na microscopia Gptica em culturas
de 22 ¢ apbs 48 horas dc incubagdio, scndo detectada lisc mais pronunciada
somentc na microscopia eletrénica, apos 48 horas. A cepa A mostrou
comportamento similar & ccpa Cc2 na microscopia eletronica, porém, as
modificagdes foram mais expressivas na microscopia de luz, onde as cclulas
mostraram altcragSes na coloragdo ¢ tamanho, nas células fotografadas apés 48
horas de incubacio.

As mudangas no tamanho das células em culturas, descritas para as
ccpas Ccl ¢ D2, também foram observadas por Norton et al (1993). Os autores
observaram que alongamento na cadeia de L. helveticus aconteceu
progressivamente quando o pH estava fixado entre 5,1 a 6,3, durante a
fermentagdo. O autor justificon esse fendmeno ao tempo de resposta longo de
algumas cepas a mudangas do pH. No momento da observagdo, cerca de 22
horas de cultivo nesse trabalho, o pH estava proximo a 4,0 nas duas cepas, ndo
permitindo correlacionar diretamente as duas observagBes. Porém, a hipdtese
dos autores ¢ suficientemente ampla para explicar as duas situagdes, ja que o
momento da observagiio das células coincidiu com algumas horas apés o pH
atingir decaimento mais expressivo e apresentar resultados quase estacionarios.

Carvalho (1994) também confirmou autdlise celular em bactérias
propidnicas por meio de microscopia eletronica. O autor discutiu vérias

hipéteses relacionadas & autolise espontinea cm meio de cultura, entre clas, a
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caréncia nutritiva associada a acidificagdo e temperatura adaptada a atividade do
sistema autolitico. Estudos conduzidos em E. coli ¢ Salmonella typhimurium
demonstraram que a vida cclular depende sobretudo do pH intracelular, através
do poder tamponante ¢ forga idnica do citoplasma, e da pressdo de turgescéncia,
dirctamente ligada ao pH extracelular ¢ a composicdo do meio (Ingraham,
1987). Kemper ¢ Doyle (1993) sugerem que a autélise celular é provocada por
perturbagdes idnicas ¢ de pH dentro da parcde, incentivando a atividade do
sistema autolitico em uma célula ¢ tornando-a incapaz dec regular essas
mudangas com o meio exterior, sendo esse enfraquecimento diretamente ligado
a privagdo de nutrientes. As maiores alteragSes observadas nas cepas estudadas
coincidiram com os menores valores de pH mensurados no meio de cultura.

O interesse tecnoldgico que cepas autoliticas despertam por possuirem a
capacidade de acelerar a matura¢do de queijos (Goma et al, 1992, Valence ¢t al,
2000) justifica novas pesquisas. Estudos mais aprofundados utilizando perfil de
proteinas (Valence et al, 2000) ¢ andlise de imagens, capazes de quantificar a
autélise de forma objctiva, devem ser realizados nas cepas que aprescntaram

potencial autolitico.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢des experimentais utilizadas, permitem

concluir que:

1.

a microbiota do soro fermento natural coletado de cinco laticinios, que
representam ecossistemas distintos, ¢ composta predominantemente por
lactobacilos terméfilos em concentragles proximas a 107ufc/mL;

o uso do perfil de fermentagdo de carboidratos nfio permitiu a identificagio
de todas as espécies isoladas, mesmo considecrando as variagbes na
fermentagio que constam na literatura;

o padrio de hidrolases de peptidoglicanos de parede celular foi eficiente na
identificacio dos Lactobacillus helveticus, que apresentou um padrdo
caracteristico de bandas liticas (1 banda encurvada de cerca 42 kDa, 1
espessa banda de aproximadamcnte 30 kDa ¢ uma a duas bandas
intermediarias pouco definidas). O uso conjunto do perfil de fermentagdo ¢
padrio de hidrolases de pcptidoglicanos ¢ adequado para identificagdo de L.
helveticus;

o estudo da biodiversidade genética por meio da técnica RAPD, realizada
para onze L. helveticus endogenos ¢ duas cepas comerciais, separou, com
48% dc distancia genética, as trcze ccpas em dois grupos. Divergéncia
genética, dentro dos grupos, em torno de 20%, indicou gque as cepas
tenderam a se agrupar com outras provenicntes do mesmo ecossistema, com
excegdio de uma das cepas, porém o nimero de cepas estudadas nfo permitiu
o tratamento estatistico dos dados. As duas cepas comerciais foram as que

apresentaram maior homologia, 90%;
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10.

a produgdio de lactato em leite desnatado foi diferente (p<0.05) para as 13
cepas estudadas apés 24 horas ¢ 48 horas de incubagio 37°C. O
acompanhamento do pH em meio MRS em fungdio do tempo descreveu um
modelo de decaimento exponencial;

o abaixamento do pH até 4,0 em fungiio do tempo, avaliado por meio do
paralelismo da inclinagio das retas de regressio, demonstron diferencas
entre as cepas;

todas as 13 cepas foram capazes de crescer em meio MRS suplementado
com 2% de cloreto de sédio, porém, sé trés cepas apresentaram crescimento
efetivo em concentragdes de 3% e nenhuma das cepas cresceu nas
concentragoes de 5% e 6% de cloreto de sédio;

somente uma cepa ndo foi capaz de resistir ao tratamento térmico a 55°C por
30 minutos e quatro foram capazes de resistir ao tratamento por 65°C pelo
mesmo tempo;

trés cepas estudadas apresentaram comportamento tipico de cepas
autoliticas, avaliadas pclo decaimento da densidade 6ptica em cultura ¢
observagdo de alteragGes microscpicas;

algumas caracteristicas tecnol6gicas cstudadas mostraram relagfio com a
diversidade genética detectada, porém, a metodologia utilizada ndo permite

associar gendtipos & sua expresso fenotipica.
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