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RESUMO

BARROS, Jupyracyara Jandyra de Carvalho. Aptiddes tecnologicas de
Lactobacillus helveticus isolados de soro-fermento natural - perspectivas a
manufatura do parmesio. Lavras: UFLA, 2005. 45p. (Dissertagdo — Mestrado
em Ciéncia dos Alimentos)’

A utilizacio de fermento latico comercial em detrimento ao soro-
fermento, restringe as caracteristicas reais de sabor e aroma proporcionadas pelo
uso de culturas autéctones. A elaboragio de fermento latico constituido por
bactérias autéctones assegura a padronizagdo do parmesdo, a manutengdo das
cepas nativas e ainda, tendem minimizar a dependéncia da importagio de
fermentos laticos pelo Brasil. No Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada
da Universidade Federal de Uberlandia - MG (LABIO/UFU), onze cepas de
Lactobacillus helveticus autéctones ¢ duas comerciais da mesma espécie, foram
avaliadas quanto a sua estabilidade celular ¢ perfil autolitico, habilidade
acidificante em diferentes condigdes térmicas ¢ teste de antagonismo in vitro
frente a microrganismos patogénicos. Dentre as treze culturas de Lactobacillus
helveticus previamente isoladas e selecionadas para estudo, somente 53,85%
(713) dos isolados, cinco autéctones e duas comerciais, resistiram ao
congelamento e repiques sucessivos. Em 24 horas de incubagéo a 37°C, os niveis
da enzima B-galactosidase no meio extracelular permitiu caracterizar a cepa
comercial Cc, e cultura autéctone Es como aquelas que apresentaram maior
atividade autolitica, apresentando indices médios de 2,93 e 1,13,
respectivamente (p<0,05). A maxima atividade acidificante foi observada a 37°C
para a cepa D e E,, com pH médio igual a 3,96 e 3,92, respectivamente
(p<0,05). O methor espectro de inibigdo foi observado para a cepa D, (p<0,05),
que foi habil em inibir o desenvolvimento das cepas patogénicas Escherichia
coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923, apresentando indice
médio de inibicdo igual a 159mm e 14,3mm, respectivamente, quando
submetidas a a¢dio da solugdo inibitéria tratada com cloroférmio. O desempenho
metabolico das cepas enddgenas sugere a utilizagdo desses microrganismos para
a fabricagdio de fermento litico destinado & fabricagiio de produtos lacteos.
Entretanto, do ponto de vista tecnolégico, para a manufatura de queijos que
requerem longo periodo de maturagdo a cepa endogena Es é aquela que melhor
atende as exigéncias para a produgdo de fermento litico destinado a essas
variedades de queijos. O emprego Es na fabricagio de fermento litico pode
assegurar caracteristicas adequadas de sabor, aroma e consisténcia ao parmeséo.

*Orientador: Prof. Dr Luiz Ronaldo de Abreu — UFLA.
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ABSTRACT

BARROS, Jupyracyara Jandyra de Carvalho. Tecnological aptitudes of the
Lactobacillus helveticus isolated from the natura)l whey ferment -
perspectives to manufacturing the parmesan cheese. Lavras: UFLA, 2005.
45p. (Dissentation — Master Degree in Food Science)’

The use of a comercial milk ferment in despite of the whey ferment,
limit the real flavour and aroma provided by the use of savages strains. The
process of the milk ferment constituted by savages strains its assures the gauge
of the parmezan, the maintence of the native strains lean to minimize the Brazil
dependence of imported ferment. In the Laboratério de Biotecnologia Animal
Aplicada da Universidade Federal de Uberlandia - MG (LABIO/UFU), eleven
strains of Lactobacillus helveticus savages and two commercial from the same
species were evaluated as it’s cell stability and autolitic profile, acidifying
hability in different thermic conditions and antagonism test in vitro facing
patogenic microorganisms. Between the thirteen strains of Lactobacillus
helveticus previously isolated and selected for studying, only 53,85% (7/13) of
the isoleted, five savages e two comercials, resisted to freezing and successive
cuts. In 24 hours of incubation in 37°C, the enzyme levels of B-galactosidase in
the extracell’s enviroment allowed caracterizing the advertising strain Cc, and
savages Es as those that presented higher autolitic activity, showing index of
2,93 e 1,13, respectively (p<0,05). The maximum acidifying activitie was
observed in 37°C for the strains D, and E4, with pH equals to 3,96 e 3,92,
respectively (p<0,05). The best inibition spectrum was observed for the strain D,
(p<0,05), which was able to inhibit the development of patogenic strains
Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 25923,
presenting index of inibition equals to 15,9mm and 14,3mm, respectively, when
submited to the action of the inhibitory solution treated with chloroform. The
metabolic fulfillment; of the savages strains suggests the use of these
microrganisms for making the milk ferment lactic destined to manufacture milk
products. However, in a technological point of view for manufacturing milk that
require long periods of maturation of the savages strain E; is that best answer the
requirement for the production of ferment lactic destined to these varieties of
cheese. The use of the strain Es in the manufacture of ferment lactic can assure
appropriate caracteristcs to flavour, aroma and consistence of parmezan cheese.

*Adviser: Prof. Dr Luiz Ronaldo de Abreu - UFLA.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia italiana emprega na fabricagdo do queijo parmesao ¢ das
suas variedades parmigiano regiano e grana padano o soro-fermento natural, que
confere alta qualidade e originalidade a esses produtos (Candioti ct al., 2002;
Coppola et al., 2000; Hyncs et al., 2001). Esse € constituido por culturas
endogenas, as quais se formam sob o controle de fatores tecnologicos em um
determinado ambiente, sem sofrer a influéncia de microrganismos de outra
proccdéncia trazidos pelo homem (Candioti et al., 2002; Hébert et al., 2000).

No Brasil, o parmesio ¢ claborado na maioria dos laticinios utilizando
fermentos laticos comerciais, que ¢ composto por bactérias laticas termofilicas
como o Lactobacillus helveticus. Segundo Fortina et al. (1998), esses fermentos
podem ser constituidos por microrganismos de subespécies diferentes, mas
pertencentes a um mesmo género ou de géncros diferentes, em ambos os casos
apresentando crescimento sinergistico. Hannon et al. (2003) ¢ Pillidge et al.
(2002) relatam que, o emprego dessas culturas agrega caracleristicas €
propriedades especificas, importantes na padronizacio deste qucijo.

Candioti et al. (2002); Gatti et al. (2004) e Mendia et al. (2000)
defendem que, queijos elaborados com soro-fermento apresentam caracteristicas
desejaveis superior aqueles fabricados com fermentos laticos comerciais.
Todavia, dificuldade cm padronizar esse produto, reduziu, gradativamentc, o seu
uso no Brasil. Esse fato ¢ preocupante, uma vez que, pode contribuir para o
desaparecimento das cepas nativas, diminuindo a biodiversidade ¢, ainda, excluir
tradigbes cultivadas ha décadas.

Diversos procedimentos tecnolégicos tém sido adotados pela industria
laticinista, visando mclhorar a qualidade dos scus produtos sem acarretar custos

adicionais a produgdo. A maturagio, por cxemplo, ¢ imprescindivel para



asscgurar o flavor caracteristico do queijo parmesdo, no cntanto, esse ¢ o fator
que mais onera sua claboragio, pois o mesmo deve ser submetido a esse
processo por um periodo minimo de seis meses. Durante a maturagio, o produto
sofrcrd agdo de lipases ¢ proteases dos microrganismos do fermento latico, quer
seja cultura comercial ou soro-fermento, adquirindo consisténcia, aroma e sabor
tipicos (Abreu et al., 1998; Mcsweenev & Sousa, 2000).

Pesquisas dcscnvolvidas por varios autores tém obtido resultados
expressivos ao utilizarem a autdlise dc bactérias lticas como aceleradores da
maturagdo em queijos dc massa dura (Ammar et al., 1994; Gomaa et al., 1992:
Hannon et al., 2003; Valence et al., 2000). A autélise de células bacterianas pode
ser avaliada por meio de critérios qualitativos (Carvalho, 1994; Cappa &
Botazzi, 1996; Kemper & Dovle, 1993; Rossi et al., 2002) ou quantitativos
(Hébert et al., 2000; Montanari ct al., 2000; Zarate et al., 1999). A aplicacdo da
lise celular, na tecnologia do queijo parmesdo, representa importante fator na
maturagao desscs produtos.

Rossi (2001) investigou, in vitro, a lise celular de Lacrobacillus
helveticus isolados de soro-fermento natural por meio do monitoramento da
curva de crescimento microbiano. A analise, cstritamente qualitativa, identificou
somente o carater autolitico dessas ccpas, porém, a metodologia utilizada nio
permitiu mensurar a intensidade do processo autolitico.

Outro aspecto abordado por Rossi (2001), refere-se a viabilidade desses
isolados para elaboragdo de queijos, uma vez que possuem significativo poder
acidificante e s3o habeis em resistir 4 salinidade e altas temperaturas. A
importancia dessas caracteristicas, somada & capacidade que cssa cspécie possui
em acclerar a maturagdo d¢ queijos (Hannon et al., 2003; Valence ct al., 2000),
resistirem aos sais biliares (Shinoda et al., 2001), sintetizar bacteriocinas
(Bonadé et al., 2001: Durlu-Ozkava et al., 2001) e compostos aromaticos

(Kenny et al., 2003; Klein et al., 2001), sugerem aplicagdes potenciais para essa



espécie, fatores estes, que tendem minimizar a dependéncia da importagdo dc
fermentos laticos pelo Brasil.

Nessc sentido, torna-sc relevante dar-se-a prosseguimento aos estudos.
in vitro, das cepas de Lactobacillus helveticus isolados por Rossi (2001), sendo
objetivo dessa pesquisa, avaliar as aptiddes tecnoldgicas destes MIiCTorganismos.
para a fabricagdo do queijo parmesdo, sobre os seguintes aspectos:

- estabilidadc cclular por meio de repiques sucessivos;
- autolise quantitativa baseado na atividade enzimatica da B-galactosidase:
- habilidade acidificante quando submetida a diferentcs tratamentos térmicos;

- espectro de inibigdo das bacteriocinas frente a microrganismos patogénicos.

I



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Autélise celular e sua aplicabilidade na maturaciio do parmesio

A lise celular de Lactobacillus helveticus é promovida pela agdo das
autolisinas que hidrolisam a parede dec peptideoglicana (Cibik & Chapot-
Charticr, 2000; Hannon ct al., 2003; Rossi ct al., 2002). A atividadc dessas
enzimas favorece a liberagdo do complexo enzimatico, constituidos por
proteinases ¢ peptidases, presente na regido intracelular dessas cepas (Hannon et
al., 2003: Klein et al., 2001: Montanari et al., 2000: Valence ct al.. 2000).
Segundo Kenny et al. (2003) a atividade das proteinases € peptidases dos
Lactobacillus helveticus representa um impacto importante na maturagdo de
qucijos.

O processo de maturagio é imprescindivel para promover o flavor ¢
potencializar outras caracteristicas sensoriais de intercsse na maioria das
varicdades de qucijo. Em alguns, como o parmesdo, a maturagdo pode se
estender por dois anos (Govindasamy-Lucey et al., 2004; Law, 2001).

O parmesdo ¢ de origem italiana ¢ pode scr definido, detalhadamente,
com base nas defini¢des do Regulamento Técnico de Identidade ¢ Qualidade de
Queijo Parmesio proposto pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA (Brasil, 1997). O parmesfio pode ser fabricado com
Icite cru ou pasteurizado e/ou reconstituido padronizado. Apresenta baixo teor
de umidade, semi-gordo, consisténcia dura, textura compacta e granulosa, com
crosta espessa de 4 a 8 mm, lisa ¢ cor amarclo-patha. Possui forma cilindrica,
com peso oscilando entre 5 a 10 Kg. O sabor ligciramente picante ¢ salgado.
Odor suave e agradavel, devendo ser armazenado em temperatura ndo superior a
18°C. O rendimento da fabricagdo ¢ em torno de 13 Kg de leite.Kg™' de queijo

apos sua completa maturagdo.



Segundo Souza (2002) o periodo de maturagio do parmesdo ¢ cerca de
seis meses para queijos com 4 kg a 10 kg, oito meses para produtos com 10 kg a
20 kg e doze meses para aqueles com peso superior a 20 kg. Todavia, devido ao
elevado custo que esse processo representa, ¢ comum encontra-lo no mercado
brasileiro, com periodo de maturagio inferior ao preconizado pela norma vigente
¢, ainda, com valor comercial que restringe 0 seu consumo a populagdo com alto
poder aquisitivo.

Estudiosos como Ammar et al. (1994), Gomaa et al. (1992), Hannon et
al. (2003) ¢ Valence et al. (2000) propdem o cmprego da autélise celular de
bactérias laticas termofilicas como uma altemativa para acelerar a maturagdo em
queijos. Este sistema autolitico pode ser acionado naturalmente ou de forma
induzida.

Hannon et al. (2003) e Valence ct al. (2000) consideram como fermento
latico autolitico, aquele em que a lise celular se processa espontancamentc; o
fermento latico autolisado ¢ constituido por cepas previamente submetidas ao
tratamento com sais, choques térmicos e/ou pressurizagdo (Deutsch et al., 2002:
Fenelon et al., 2000; Kiernan et al., 2000; Law, 2001; O’Reilly et al., 2002:
Sanchez-Ponte, 2003).

Segundo Sanchcz-Pontc (2003), fcrmentos laticos autoliticos e
autolisados aceleram a maturagio em queijos, pois durante a lise celular,
endoenzimas como f-galactosidase (Montanari et al., 2000) e lactato
desidrogenase (Kenny et al., 2003) sio liberadas podendo atuar mais rapido e
facilmente sobre o substrato. Todavia, o uso do fermento autolitico confere
qualidade adicional ao produto, pois processos térmicos, concentragdes de ions
presentcs no meio € altas pressdes podem inativar biomoléculas responsaveis
pelo flavor e conservagio dos queijos (Furtado, 1997; Lehninger et al., 2002;
Sanchez-Ponte, 2003).



Em amostras cxpcrimentais de queijo ras claboradas com fermento de
Lactococcus lactis subsp. lactis (controle) e 1% e 2% de fermento de 1.
helveticus autolisado, o indice de protedlise, apos dois meses de maturagio, foi
maior nas amostras dos queijos fabricados com fermento autolisados (Ammar et
al., 1994). Testes sensoriais, realizados a partir de trés meses de maturagio,
indicaram maior aceitabilidade pelas amostras tratadas com 1% ¢ 2% de
fermento autolisado, as quais obtiveram escores de 94 € 95, respectivamente.

Gomaa et al. (1992) também direcionaram seus estudos a atividade
proteolitica de queijos ras. Os autores verificaram diferenga significativa em
amostras de queijos tratadas com 1% ¢ 2% de fermento autolisado de L.
helvericus. O perfil elctroforético permitiu inferir que, a protedlise foi
proporcional a concentragdo de fermento autolisado adotado na fabricagio.

A aceleragio da maturagdio em queijos suigos foi constatada por Valence
et al. (2000) quando utilizaram L. helveticus autolitico na fabricagdo dessa
variedade.

O processo de maturagdo em queijos experimentais da variedade
Cheddar foi monitorado por Hannon et al. (2003), apos empregarem em sua
fabricagdo, bactérias laticas com diferentes perfis autoliticos. Os autores
classificaram Lactococcus lactis ¢ L. helveticus DPC4571 como cepas quc
apresentavam baixa atividade autolitica (controle) e intensa atividade autolitica.
respectivamente. Em dois meses de maturagdo, a atividade proteolitica e
descnvolvimento do flavor foram expressivos nas amostras tratadas somente

com L. helveticus e naquelas elaboradas com fermento sinergistico, nessa ordem.

2.1.1 Atividade da f-galactosidase: parimetro quantitativo da autélise de

Lactobacillus helveticus
Segundo Hannon et al. (2003); Rossi et al. (2002) e Valence et al.

(2000), Lactobacillus helveticus destaca-sc entre as demais espécies



homofcrmentativas, por apresentar um forte sistema enzimatico, no qual estéo
presentcs as enzimas B-galactosidasc ¢ lactato desidrogenasc (LDH). Essas sdo
liberadas durante a autdlise e agem ativamente na conversio da lactose ¢ lactato,
respectivamente  (Bunthof et al, 2001: Durlu-Ozkaya et al, 2001). O
desdobramento da lactosc a acido latico por Lactobacillus helveticus acarreta a
diminuigio do pH, facilita a ago do coalho, inibc a multiplicagdo da microbiota
indesejavel, auxilia na expulsdo do soro ¢ atua na maturagdo (Cachon et al..
2002: Durlu-Ozkava et al., 2001; Fortina et al., 2003; Mcsweeney, 2004).

Diversos estudos tém sido realizados com intuito de verificar o carater
autolitico das células bacterianas (Cappa & Botazzi, 1996; Carvalho, 1994:
Kemper & Dovle, 1993; Rossi et al., 2002). Esses trabalhos tiveram como
respaldo a analise grifica do crescimento microbiano. Os autorcs consideraram
que, a rapida passagem da fase estacionaria para a fase de declinio, seguida de
alteragdes na parede celular designava cssas bactérias como autoliticas. No
entanto, esses métodos ndo foram efetivos para verificar a intensidade da lise
celular.

O aumento gradativo ou abrupto dos nivcis das cnzimas B-galactosidasc
¢ LDH no meio extracelular ¢ diretamente proporcional a atividade autolitica das
células bacterianas (Fenelon et al., 2000; Hannon et al., 2003; Hébert et al.,
2000; Montanari et al., 2000; Zarate et al.. 1999). Portanto, conforme sugerido
por csses autores, mensurar os niveis dessas enzimas, implica em quantificar o
processo autolitico.

Em trabalhos desenvolvidos por Hébert et al. (2000) e Montanari et al.
(2000) a atividade autolitica foi avaliada a partir da hidrélise do complexo o-
nitrophenil galactopiranosideo (ONPG) pela a¢do da enzima f-galactosidase. O
produto formado o-nitrophenol (ONP) é detectavel ao comprimento de onda a
420nm (densidade optica — DQuyony), permitindo correlacionar a quantidade de

enzima no meio, pois cada uma unidadc da enzima ¢ cquivalente a um mol de



ONP liberado/minuto/mL da amostra (Hébert et al., 2000; Montanari et al.,
2000: Zarate et al., 1999).

Durante a hidrolise da lactose, sio liberadas na mesma propor¢do
galactosc ¢ glicosc. Seguindo essa linha de raciocinio, dosando a glicose por
meio da leitura colorimétrica, ¢ possivel determinar a atividade da enzima f-
galactosidase (Ribeiro et al., 1998). A atividade dessa enzima pode ser afetada
pela concentragdo de ions hidrogénio, temperatura e concentragdes de substrato
presente no meio (Lehninger et al., 2002). Nos estudos de Karasova et al. (2002)
observou-se que, microrganismos psicotroficos foram incapazes de expressar o
gene da enzima -galactosidase na presenga de elevados niveis de glicose.

A habilidade que Lactobacillus helveticus possuem em sintetizar a
enzima galactose-1-fosfato uridil transferase (Klein et al., 2001; Mollet &
Pilloud. 1991), contribui para a oxidagdo completa da galactose, impedindo a
formagdo de pigmentos escuros, as melanoidinas, no queijo parmesdo (Furtado,
1997; Mukherjec & Hutkins, 1994; Matzdorf et al., 1994; Mcsweeney, 2004).
Na ltalia, Torriani et al. (1994) afirmam que, esse problema em queijos de massa
dura ¢ evitado pela adigao de um bacilo galactose positiva como o L. helveticus

na elaboragfio dos fermentos.

2.2 Proteinas antimicrobianas na conservacio de queijos maturados

A espécie Laciobacillus helveticus ¢ caracterizada por ser uma bactéria
latica starter, ou seja, é habil em metabolizar a lactose, reduzindo o pH do meio
pela produgio de acidos organicos (Leroy & Vuyst, 2004: Pillidge et al., 2002).
Esses 4cidos e outras substincias antagonicas como diacetil, peréxido de
hidrogénio e bacteriocinas, atuam na inibigdo de microrganismos saprofiticos
e/ou patogénicos (Gatti et al., 2004; Soomro et al., 2002).

A produgio de bacteriocinas, biomoléculas de origem protéica, destaca-

se entre os diversos tipos de inibigdo promovida pelas bactérias laticas. Esses



compostos biologicamente ativos interagem com  rcccptores de membrana
especificos e alteram a permeabilidade dessas estruturas, promovendo a lise
cclular (Bonadé et al.. 2001; Durlu-Ozkava ct al.. 2001: Morcno et al.. 2000:
Soomro et al., 2002).

Estudos desenvolvidos por Bromberg ct al. (2004): Moreno et al. (2000)
¢ Ogunbanwo et al. (2003) ressaltam que, as bacteriocinas produzidas pelas
bactérias laticas possuem espectro de inibigdo particular. Dessa forma, podem
ser aprovcitada para inibir cepas de mesma espécie ou cepas distantes
filogeneticamente. Tais metabolitos, dependendo da  espécic microbiana,
apresentam diferenga quanto ao peso molecular, propriedades bioquimicas ¢
modo de a¢do (Scomro et al., 2002).

De acordo com Ogunbanwo ct al. (2003) o emprego de bacteriocinas ou
dos microrganismos produtores, representa uma caracteristica tecnolégica
relevante na conservagio de queijos. Sua aplicabilidade cm detrimento dos
conservantes quimicos deve-se 4 sua caracteristica biodcgradavel. sem quc haja
a formagio de compostos secundarios (Savadogo et al., 2004).

Virios pesquisadores empenharam-se em caracterizar (Bonade et al..
2001; Morcno et al., 2000; Ogunbanwo ct al., 2003) c, principalmente,
investigar o potencial antimicrobiano das bactérias laticas (Bromberg ct al.,
2004; Durlu-Ozkava et al., 2001: Savadogo et al., 2004; Soomro et al.. 2002).

O estudo desenvolvido por Bonadé et al. (2001) avaliou o perfil
antimicrobiano da bacteriocina hefveticin 51, sintetizada por Lactobacillus
helveticus isolados de soro-fermento destinado a elaboragdo do queijo grana. Os
autores sugeriram a utilizagio dessa molécula para induzir a lisc cclular em
lactobacilos destinados a elaboragdo de queijo, pois, o cspectro de inibigdo,
determinado pela técnica de difusio em 4agar, revelou forte atividade
antimicrobiana somente em Lactobacillus termofilicos. A agiio da proteina néo
foi cfetiva em Staphylococcus aureus IMPC SA4 e Escherichia coli IMPC CF2.



Fenster et al. (2003) afirmam que, a atividade de dgua (aw) no queijo
parmesdo maturado atinge valor aproximado de 0.8. Os autores reforgam a
importancia dessa grandcza para o desenvolvimento do flavor. Entretanto,
Germano (2001) informa que, esse indice também ¢é propicio a proliferagio de
bactérias patogénicas como dquelas do género Staphviococcus. A temperatura de
maturagio também ¢é preocupante, pois a 18°C, microrganismos psicotréficos
como Pseudomonas fluorescens podem desenvolver ¢ produzir protcases que
desencadeiam sabor amargo e rango ao parmesdo (Moura et al., 1999; Perrv,
2004).

Dessa forma, para a produgio de queijo parmesdo, é conveniente
selecionar culturas capazes de propiciar caracteristicas adequadas de sabor,
aroma, consisténcia ¢ habeis em sintetizar proteinas antimicrobianas com amplo

espectro de intbigdo.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 11 cepas de Laciobacillus helveticus endogenas.
previamente isoladas de soro fermento natural. identificadas ¢ caracterizadas por
Rossi (2001) ¢ 2 cepas comerciais da mesma espécie (controle). Os isolados
foram avaliados quanto a cstabilidade cclular, habilidade em sintetizar a enzima
B-galactosidase, autélisc quantitativa. capacidade de produzir compostos
aromaticos e atividade antimicrobiana.

Para realizagdo das analises. as cepas endogenas A, B. C. D, D2, Ds. E;
E- E: Esc Es: ¢ as cepas comerciais Ce, ¢ Cces, foram descongelas, repicadas
(1%) por trés vezes em caldo MRS - Man Rogosa Sharpe (Man et al.. 1960) ¢
incubadas a 37°C/48 horas.

O cxperimento foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia
Animal Aplicada da Universidade Federal de Uberlandia (LABIO/UFU) na
cidade de Uberliandia - MG.

3.1 Intensidade autolitica a partir da liberagiio da enzima p-galactosidase

A expressio do gene da cnzima [-galactosidase foi determinada
seguindo a metodologia proposta por Karasova ct al. (2002). Para isso. as
amostras foram inoculadas em agar LDR 12% (leite desnatado reconstituido)
suplementado  com  0.01% dc  X-Gal  (5-bromo-4-cloro-3-indol-f-D-
galactopiranosideo) ¢ 0.1 mM de IPTG (isopropil-galactosideo) ¢ incubadas a
37°C/24 horas. A sintese da enzima foi determinada pela presenga de colonias
azuis no meio.

Para quantificar a atividade autolitica. 1% das culturas (DOsgsonm 1.0) foi

inoculada em 100 mL de caldo MRS ¢ mantida a 37 °C por 48 horas. A cada 6
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horas. aliquotas foram retiradas para mensurar o crescimento microbiano,
atividade autolitica ¢ abaixamento do pH.

O crescimento  microbiano  foi  monitorado através de  leituras
espectrofotométricas (DOgsonrm). conforme protocolo sugerido por Montanari et
al. (2000) ¢ Zarate ct al. (1999). Os resultados foram tabulados e utilizados para
construgdo um grafico correlacionando o tempo (horas) e a DOgsonm-

A lisc celular foi mensurada a partir do monitoramento da atividade da
cnzima f-galactosidase utilizando o Kit GLICOSE Liquiform-Labtest
Diagnostica® (Ribeiro et al.. 2002). Os indices de glicose foram determinados
por leitura espectrofotométrica a 520, (DOsymm) € a concentragdo obtida pela
curva dc regressio linear.

O pH do mcio foi verificado utilizando um medidor de pH digital Hanna
Instruments 8314% previamente calibrado. Os dados foram correlacionados com

a atividade da enzima [-galactosidase para quantificar o processo autolitico.

3.2 Habilidade acidificante

A redugio do pH foi monitorado em amostras contendo 50 mL de caldo
MRS pH 5.4. inoculados com 1% de células de Lacrobacillus helveticus. A
metodologia utilizada foi a proposta por Gatti et al. (2004).

Apos inoculagdo. as culturas foram incubadas a 8°C, 20°C. 37°C ¢ 42°C
durante 48 horas. sendo retiradas amostras para analise apos 0 horas (Ty) ¢ a
cada 6 horas, perfazendo um total de 9 periodos (Te, Tra. Tis. Tas, Tso, Tse, Taa €
Tus). As medidas do decréscimo do pH foram realizadas com auxilio do

pHmetro digital Hanna Instruments 8314" previamente calibrado.
3.3 Antagonismo in vitro de Lactobacillus helveticus a bactérias patogénicas

O espectro de inibigdo das cepas de Lactobacillus helveticus foi

determinado adaptando a técnica de difusdo em agar recomendada por

12



Schillinger & Luke (1989) citados por Bonadé et al. (2001). As cepas testadas
frente a bacteriocinas extraidas dos L. helveticus foram Escherichia coli ATCC
25922 ¢ Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Para extragio das bactcriocinas, 20 mL de caldo MRS contendo células
de L. helveticus (DOgsonm 1.0) foram centrifugadas a 4000 rpm durantc 20
minutos. O sobrenadante foi csterilizado por filtiragio cm sistema Millipore®
cquipado com filtros de 0,45 um de porosidade ¢ divididos em partes iguais, Sla
com solugdo de hidroxido de sodio 0,IN (NAOH 0,1N) para climinar a a¢do de
acidos orginicos ¢ Sl foi utilizado sem nenhum tratamento.

Em seguida, 3 pL de cada sobrcnadante for adicionado a discos estércis
de 0,5 mm de didmetro. Os discos contendo Slp foram submetidos a agdo do
cloroformio (CHCls) por 20 minutos para inativar o peroxido de hidrogénio. Em
seguida, todos os discos foram entdo, distribuidos na superficic dc 2 placas dc
Petri contendo agar Muller-Hinton, previamente semcadas com 10° UFC.mL"
Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. As placas
foram incubadas a 37°C/20 horas. A padronizagio do inoculo foi rcalizada
utilizando a turvagdo correspondente a escala 0,5 de McFarland.

Apos incubagdo, com auxilio de um paquimetro, foi determinado o halo
de inibigio dos discos frente a cada microrganismo. Foi considcrado como zona
inibitoria halos que apresentaram medidas maiores quc 6 mm de didmetro
(Durlu-Ozkaya et al., 2001).

3.4 Analise estatistica
Os experimentos foram montados em dclincamento inteiramente
casualizado — DIC e esquema fatorial. Apds a analise de variancia, as médias

foram comparadas por diferentes testes de comparagdes multiplas, sendo teste de



Tukey a 5% de probabilidade para dados qualitativos ¢, regressdo linear para

- fatores quantitativos (Sampaio, 1998).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estabilidade e perfil autolitico dos Lactobacillus helveticus

Dentre as 13 cepas de Lactobacillus helveticus previamente isoladas e
selecionadas para estudo, somente 53,85% (7/13) dos isolados resistiram ao
congelamento e repiques sucessivos. Dessa forma, o prosseguimento dos estudos
foi possivel apenas com os isolados que demonstraram integridade metabdlica:
as cepas comercias Cc) e Cc,; e cepas endogenas A, Dy, Ds, Eqe Es.

As curvas de crescimento microbiano demonstraram similaridade aos
encontrados por Rossi (2001). Assim as cepas Cc; e E; foram caracterizadas
como autoliticas (Figura 1); A e D, como intermediérias (Figura 2); Cc;, D3 e E4

identificadas como ndo autoliticas (Figura 3).

DOssaom -.- (i;n
-0- E¢

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tempo (horas)

FIGURA 1 Monitoramento do crescimento de Lactobacillus helveticus com
carater autolitico.
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FIGURA 2 Monitoramento do crescimento de Lactobacillus helveticus com
carater autolitico intermedidrio.
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FIGURA 3 Monitoramento do crescimento de Lactobacillus helveticus com
carater nao autolitico.
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A queda abrupta da densidade optica das cepas Ccy e Es permitiu
classifica-las em autoliticas (Cappa & Botazzi, 1996; Carvalho, 1994; Doyle,
1993; Kemper & Rossi, 2001). Esses microrganismos, assim como as cepas Cc,,
D, e E,, atingiram a fase exponencial no tempo maximo de 6 horas. No entanto,
foi observado crescimento continuo somente para as cepas nio autoliticas, nas
quais, mesmo apés incubacio por 36 horas, era verificado um aumento na
densidade 6ptica.

No monitoramento da intensidade autolitica baseado na atividade da
enzima P-galactosidase, foi utilizado como limite de detecgdio o tempo de 24
horas (Ta), que corresponde a primeira leitura imediatamente apés o valor
méaximo de desenvolvimento da cepa comercial autolitica (Rossi et al., 2002). Os
maiores indices da atividade enzimatica observados nas cepas autoliticas Cc, e
Es (Tabela 1), sugerem o uso da atividade enzimitica como pardmetro

quantitativo da lise celular.

TABELA 1 Atividade da enzima B-galactosidase° de Lactobacillus helveticus,
comerciais e endogenos, cultivados em caldo MRS a temperatura

de 37°C durante 24 horas.

Cepas To Te Tu T|s Tu

Ce 0,093535° 0,368921° 0,721432° 1,989994"  2,926704"
Cc; 0,001209° 0,155204° 0,532137° 0,872924° 0,677081°
A 0,067638°  0,08448°  0,594835° 0,676623°  0,742843¢
D, 0,004639° 0,280604° 0,509552° 0,641045%  0,787453°
D, 0,044859°  0,049685" 04483  0,559911°  0,746297°
E, 0,050397° 0,257406° 0,59799°  0,659152°  0,772653°
Es 0,06726®  0,288893°  0,65254°  1,850423°  1,130068"

" unidades (média de 3 repetigdes).
a,b...Letras difcrentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).
T - tempo em horas

17



Ribeiro et al. (1998) concordam que, temperatura igual ou superior a
40°C e pH inferior a 6,0 podem afetar a estabilidade da enzima B-galactosidase.
Considerando o poder acidificante da espécie Lactobacillus helveticus (Hannon
et al., 2003; Rossi et al. (2002); Valence et al., 2002) e pretendendo aumentar a
confiabilidade da analise realizada, leituras superiores ao tempo de 24 horas
foram desprezadas, pois, apos esse pericdo, o pH do meio, para todas as
culturas, apresentaram indices inferiores a 4,5, fato que, poderia interferir nos
indices reais referentes a intensidade autolitica.

As Figuras 4 a 6 permitem a visualizagio do decaimento do pH dos
isolados em meio MRS incubados a 37°C por até 48 horas. Ap6s um periodo de
24 horas, as medidas de pH nas cepas A, D,, Cc,, D; e E; ndo apresentaram
diferengas significantes (p<0,05). Em 24 horas, a redugéo maxima do pH foi de

3,93 e 3,96 para as cepas ndo autoliticas, E, e D;, respectivamente.
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0 6 12 18 24 30 36 42 48

Tempo (horas)

FIGURA 4 Decaimento do pH observado em culturas de Lactobacillus
helveticus com carater autolitico.
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FIGURA 5 Decaimento do pH observado em culturas de Lactobacillus
helveticus com carater autolitico intermediario.
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FIGURA 6 Decaimento do pH observado em culturas de Lactobacillus
helveticus com carater ndo autolitico.
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A interferéncia, negativa, da concentragio de ions hidrogénio na
atividade da {3-galactosidase foi abordada por Montanari et al. (2000) ao
avaliarem a autélise espontinea em bactérias do género Lactobacillus. Os
autores discutem que, esse fato é compensado pela autdlise e liberagdo
enzimitica, que se processam gradativamente. Furtado (1997) defende que, para
a industria laticinista, a multiplicagdo continua de bactérias presentes no
fermento pode dificultar a padronizagdo dos produtos, pois o crescimento
prolongado pode acarretar, dentre outros fatores, acidez indesejavel, devido a
elevada produgdo de 4cido latico (Furtado, 1997). Segundo Mcsweeney (2004);
Perry (2004) a acidez elevada pode afetar a consisténcia e textura de queijos de
massa dura como o Parmes@o.

Os resultados da intensidade autolitica em caldo MRS correspondem
aqueles obtidos em 4gar LDR 12%. No T, a atividade da B-galactosidase, ainda
permanecia somente nas cepas A, Dy, Cc,, D; ¢ Eq. Esses dados sdo condizentes,
pois espécies com cardter autolitico, por apresentarem desenvolvimento mais
ripido, hidrolisam a lactose em menor tempo e cessam sua atividade por
esgotamento do substrato (Lehninger et al., 2002). Também, mecanismos de
retro-inibigdo podem ter afetado a atividade enzimatica jé que o acimulo de
glicose no meio pode ter inibido a expressio do gene da enzima nas cepas
autoliticas, pois a transcrigio da B-galactosidase somente é efetuada na presenca
de lactose (Karasov4 et al., 2002; Tortora et al., 2002),

De modo geral, a cepa comercial Cc, e cepa endogena Es foram as que
apresentaram melhor desempenho autolitico, podendo ser empregadas na
elaboragiio de fermento latico destinado & manufatura do parmeséo ou outras
variedades em que a aceleragiio da maturagdio é desejavel. A ripida lise celular,

seguida da inibi¢do da enzima B-galactosidase no tempo méaximo de 24 horas,
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pode assegurar o controle da produgio de 4cido latico e, ainda, acelerar a

maturagdo desse queijo.

4.2 Caracterizagiio do L. helveticus baseado na atividade de acidificaciio

O monitoramento da habilidade acidificante das cepas de Lactobacillus
helveticus, comercial € endogeno, realizada em caldo MRS pH ajustado em 5,4,
demonstrou diferenga significativa sobre a fisiologia desses microrganismos nos
diferentes tempos e temperaturas de incubagio (p<0,05).

A bioconversdo da lactose € essencial para a manufatura das variedades
de queijo e demais produtos lcteos fermentados (Durlu-Ozkaya et al., 2001;
Fortina et al., 2003). Nesse processo, ¢ imprescindivel a participagdo de
bactérias laticas starters, como o Lactobacillus helveticus (Fenster et al., 2003;
Pillidge et al., 2002). Em uma analise ampla, fixando o tempo de incubagéo em
temperaturas diferentes (Tabela 2), é possivel verificar maior capacidade de

desdobramento da lactose a lactato nas cepas D, € Ea.

TABELA 2 Atividade acidificante” de Lactobacillus helveticus, comerciais e
enddgenos, cultivados em caldo MRS pH ajustado 5,4 submetidos
a diferentes temperaturas.

Cepas pHsc pHarc pHsrc pHac
Cc 515%™ 5,04° 428 5,08°
Cc, 524° 491° 4,30° 4,96°
A 5,16™ 4,93° 4,29° 5,11
D, 5,10° 4,58° 4,18° 4,79
D; 5,22 491° 4,10° 5,08
E, 5.10° 4,79° 3,76° 4.90°
Es 520" 4,80° 4,12° 5,16

" unidades (média de 3 repetigdes).
a,b...Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05).
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Cachon et al. (2002) afirmam que, a temperatura ¢ um parametro fisico-
quimico valioso para caracterizar o poder acidificante de bactérias laticas
starters; a mesma pode impulsionar ou retardar o desenvolvimento microbiano
e, conseqiientemente, aumentar ou reduzir a atividade das enzimas lactato
desidrogenase (LDH) e B-galactosidase (Karasova et al., 2002; Ribeiro et al.,
2002).

De acordo com Karasova et al. (2002); Kenny et al. (2003) a enzima B-
galactosidase, responsavel pela hidrolise da lactose, possui temperatura 6tima de
37°C e pH otimo préximo a neutralidade. Nesse estudo, o maior indice de
acidificagiio foi verificado nas culturas submetidas ao tratamento térmico de
37°C, concordando com os dados reportados na literatura. A maxima atividade
acidificante observada a essa temperatura foi para as cepas enddgenas D, e E,,
com indice médio de 3,96 e 3,92, respectivamente. Entre essas cepas, ndo foi
observado diferenga significativa (p>0,05).

O comportamento acidificante das cepas de Lactobacillus helveticus,
comerciais e endogenas, quando submetidas a 8°C, 20°C, 37°C e 42°C pode ser

visualizado nas Figuras 7 a 13.
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«-Ty: y = 5,368428 « 0,00086x
pH R= 04942

0T, y = 5347819 - 0,00431 1
6 R« 0.7101

¢T3 y = 5.237009- 0,002193x
R3= 02779

i L 0Ty = 5357427 - 0,017692x
5 =
¢ -B.Ty y = 5248278 - 0,01 731x

2w
—_— R*= 02515

a3=Ty: ¥ = $,053758 ~ 0,01428x
R=0,1658

4 4 T T » -A-Ty y = 5,188775 - 0,018645x
8 20 37 42 R~ 02061

Temperatura (°C) -ATay 2 4920795 -0.0140%x

-+.Ty y = 4.800565 — 0,012513x
Ri= 00845

FIGURA 9 Comportamento acidificante de Lactobacillus helveticus, cepa
enddgena A, cultivado em caldo MRS, incubado a 8°C, 20°C, 37°C e

42°C durante 48 horas.
~6-Ty: y = $,398224 - 0,000369x
pH R?=0,1773
0Ty y = 5,191791 - 0,005331x
[ R« 0,7140
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* * R?=0,5924
«l e —————— O O
§ <- - -0-Tpe: y = 5,255074 - 0,02090x
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-A-Tay=4.773213 - 001812x
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FIGURA 10 Comportamento acidificante de Lactobacillus helveticus, cepa
endégena D,, cultivado em caldo MRS, incubado a 8°C, 20°C,
37°C e 42°C durante 48 horas.
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«0To: y = 5,386155 — 0,00036x

pH Ri=0,2491
6 ~0-Ty: y = $,424291 ~ 0,00913x
R?=0,3066
-#.Tyy y = 5.452824 - 0,01590x
R?=0.4657
<0-Tyy' ¥ = $.430090- 0,02233x
R« 03332
-8.T,, y = 5,434176 - 0.02457x
R?=0,3019
DTy ¥ = 5,276323 - 0,02206x
R= 02479
-&-Ty y = 4,783991 - 0,01257x
R3=0,0713
0
Temperatura C) BTy y = 5172703 - 0,01922x
R? = 0,2035

4Ty = 4902915 - 0,016370x
Rb?=0,1137

FIGURA 11 Comportamento acidificante de Lactobacillus helveticus, cepa
endégena D, cultivado em caldo MRS, incubado a 8°C, 20°C,
37°C e 42°C durante 48 horas.

-2.To y = 5.386060 — 0,000022x

pH R¥=0,0170
0T, y = 5247545 - 0,009970x
6 R®= 06092
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-0-T): y = 5,285400 - 0,02447x
R« 0,2424
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R*s 02616
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: | -&-Ty y = 5,055399 - 0,02338x
20 37 42 Ri=02837

«A-Tgy = 4.996686- 0,0248%9x
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*Te y = 4.962232 - 0,02491x
R®=0,2696

FIGURA 12 Comportamento acidificante de Lactobacillus helveticus, cepa
endogena E,, cultivado em caldo MRS, incubado a 8°C, 20°C,
37°C e 42°C durante 48 horas.
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--Ta: y = 5,397506 - 0.000187x

R?=0,1018
oTs'y = 5.467873 - 0,011260x
Re?= 02631
-0.Ty31 y = 5399474 - 0,01206x
R?=0,2008
0.Tyy: y © 5,430670 - 0,01868x
R?=02778
«8-Ty y=5,023389 - 0,01174x
R¥=0,1016
5Ty y = §,035356 - 0,01630x
R?=0,1629
4 ’ ' ' A-Ty y = 5,017460 - 0,01682x
-ATuy=S -0
8 20 37 42 R?=0,1542
Temperatura (°C) BTqy = 4879337 - 0,0134)x
R~ 00981

~e.Tg y = 4.698750 - 0,00977x
Ri=00176

FIGURA 13 Comportamento acidificante de Lactobacillus helveticus, cepa
endégena Es, cultivado em caldo MRS, incubado a 8°C, 20°C,
37°C e 42°C durante 48 horas.

Na fabricagdo de queijo, é comum empregar a temperatura de 35°C;
indice ligeiramente abaixo da temperatura Stima para agéo do coalho, de modo
que a susceptibilidade das micclas de caseinas 4 protedlise ndo seja afetada
(Fortina, 2003; Perry, 2004). Segundo Mcsweeney (2004) o indice e a extenséo
da acidificacdo influenciam na textura inicial da coalhada, pois, agem,
diretamente, na solubilidade das caseinas. Perry (2004) explica que, pH elevado
impede a incorporagio adequada de ions sédio 4 molécula de paracaseinato,
resultando em queijos de massa dura e quebradica.

Dudley & Steele (2005) e Gatti et al. (2004) sugerem que, na
manufatura do parmesdio deve-se empregar fermento latico composto por
bactérias laticas szarters habeis em metabolizar, completamente, a lactose antes

que scjam substituidas pela microbiota ndo starter. Os autores explicam que, o
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metabolismo heterofermentativo desse carboidrato pelas bactérias pode
desencadear sabor rangoso e amargo ao queijo.

Diante do exposto, o tempo de abaixamento do pH também ¢ um
importante critério na selegdo de cepas starters destinadas a elaboragdo de
fermentos laticos (Fortina et al., 2003; Mcsweeney & Souza, 2000). Mesmo
baixos indices residuais de lactose na coalhada s@o suficientes para
desenvolvimento da microbiota secundaria indesejavel (Dudley & Steele, 2005;
Gatti et al., 2004; Soomro et al., 2002). Por esse motivo, a hidrélise da lactose
deve ser completa e acontecer em curto periodo de tempo. Nas Figuras 14 a 20,
é possivel acompanhar a conversdo, gradativa, da lactose pelas cepas de
Lactobacillus helveticus, endbgenas e comerciais, frente a diferentes tratamentos

térmicos.

--Tec: y = 5,332667 - 0,0076574x
R?=0,6862

-0-Tarc: y = 5,556296 - 0,02148x
R?=0,8052

-¢-Tyrc: 1= 5,222067 - 0,0389x
R*=0,8818

-0-Tac:y = 5297778 - 000921 3x
R?=0,7247

3+ T r - v v v . .
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Tempo (horas)

FIGURA 14 Decaimento do pH observado em Lactobacillus helveticus, cepa
endogena Cc,, cultivado em caldo MRS incubado a 8°C, 20°C,
37°C e 42°C durante 48 horas.
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“o-Tec: y = 5,351333 - 0,0045x

pH R?=0,9228
6 -
0-Tyre: y = 5,370592 - 0,01926x
R?=0,9432
| - ——
p * o -*Torciy=5199630-003740x
5 — R =09474
-0-Tarc: ¥ = 5,201482 - 0,01004x
R=0,7714
4!

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tempo (horas)

FIGURA 15 Decaimento do pH observado em Lactobacillus helveticus, cepa
comercial Cc,, cultivada em caldo MRS, incubado a 8°C, 20°C,

37°C e 42°C durante 48 horas.

~e-Tyc: y = 5,329556 - 0,007064x
R?=0,9026

0-Type: ¥ = 5495111 - 0,023361x
R*>=0,8758

-¢-Type: y = 5,23133 - (1,0393)48x
R*=0,8359

“0-Tyrc: y = 5,293259 - 0,00762x
R?=0,7612

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Tempo (horas)

FIGURA 16 Decaimento do pH observado em Lactobacillus helveticus, cepa
enddgena A, cultivada em caldo MRS, incubado a 8°C, 20°C,

37°C e 42°C durante 48 horas.
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-o-Tyc: y = 5,247704 - 0,00609x
R*=0,6714

0-Txrc: ¥y = 5,43074) - 0,035277x
R?=0,0352778

«0.Tyrc: g' = §,106592 - 0,038453x
R*=0,8916

-0-Torc: y = 5,128519 - 0,004074x
R*=01NT71

12 18 24 30 36 42 48
Tempo (horas)

FIGURA 17 Decaimento do pH observado em Lactobacillus helveticus, cepa

endégena Dy, cultivada em caldo MRS, incubado a 8°C, 20°C,
37°C e 42°C durante 48 horas.

-0 Tep: y = 5,346815 - 0,00517x
pH ™ R1= 08666
6 A
«0-Too: y = 5,545704 - 0,02628x
P~ R?=0,7013
— ¢ - e ~*Tsrciy = 4960963 - 003575
5 v o — R*=0,8074
<0-Terc: y = 5,224963 - 0,00605x
R¥=0,4636
4
3 b ; - : ; . ———
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tempo (horas)

FIGURA 18 Decaimento do pH observado em Lactobacillus helveticus, cepa

endégena D;, cultivada em caldo MRS, incubado a 8°C, 20°C,
37°C e 42°C durante 48 horas.
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12 18 24 30

Tempo (horas)

36 42

-o-Tye: y = 5,245185 - 0,005833x
R?= 06851

-0-Tarc: y = 5,373333 - 0,024305x
R?=0,886)

--Tyrc: ! = 4,689037 - 0,03887x
R*=10,6904

-0-Tapc: y = 5192518 - 0,012157x
R?= 0,7984

FIGURA 19 Decaimento do pH observado em Lactobacillus helveticus, cepa
enddgena E,, cultivada em caldo MRS, incubado a 8°C, 20°C,
37°C e 42°C durante 48 horas.

3

-

12 18 24 30

Tempo (horas)

36 42

-o-Tac: ¥ = 5,404296 — 0,0083426x
R?=0,9901

-0-Tooc: y = 5,502592 - 0,029213x
Ri= 09411

-o-Tr: Y = 4,94474] - 0,03447x
R’=0,8580

-0-Tarc: ¥ = 5,333259 - 0,00697x
R*=0,6734

FIGURA 20 Decaimento do pH observado em Lactobacillus helveticus, cepa
endogena E;s, cultivada em caldo MRS, incubado a 8°C, 20°C,
37°C e 42°C durante 48 horas.
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Dentre as espécies de Lactobacillus helveticus estudadas, as cepas
enddgenas E,, foi identificada como aquela que apresentou maior habilidade
acidificante em menor tempo. A méaxima atividade desse microrganismo foi
observada em 48 horas de incubagio, apresentando diferenca estatistica
significativa entre os periodos de leitura para essa espécie (p>0,05). Nesse
periodo, o pH médio encontrado foi de 2,82.

No momento da inoculagio (0 hora - To), ndo foi observada diferenca
significativa (p>0,05) entre a habilidade acidificante dos microrganismos, por
esse motivo, os resultados referentes a esse periodo ndo foram apresentados.

A atividade acidificante das cepas estudadas em relagdo ao tempo de

incubagfio pode ser observada na Tabela 3.

TABELA 3 Atividade acidificante’ de Lactobacillus helveticus, comerciais e
endégenos, cultivados em caldo MRS pH ajustado 5,4 submetidos a
diferentes temperaturas durante 48 horas.

Cepas de Lactobacillus helveticus

pH Cce 1 CC; A D| D3 E4 Es

PHenoras 532° 5,13% 524% 5059 518 4,98 517
PHimes  5,14%° 506%™ 5190 497  503*  4,74° 508
PHshoras 4,86 495 488  4,69° 4,83 463" 493
PHaatores 479° 4,78 478 458" 478" 460" 4TI®
PHanos 474" 4720 467" 4455 4,690 442 46

PHistorss 4,71 4,64°  469° 4,330 448° 4357 458%
PHazborss 46 456 455  429° 465 433 4,52
PHagors  4,44° 447" 447 423" 4460 43" 444

" unidades (média de 3 repetigdes).
a,b...Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05).
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£ comum a adigdo da espécie de Lactobacillus helveticus em fermentos
laticos destinado a manufatura do parmesdo visando acelerar a acidificagdo e
aceleragio desse queijo (Furtado, 1997). No entanto, em queijos que requerem
longo periodo de maturagdo, como o parmesdo, torna-se inconveniente o
emprego de fermentos liticos constituidos por microrganismos com
metabolismo semelhante ao das cepas D, e E,. Essas séio caracterizadas por
apresentarem carater autolitico intermediario e cariter ndo autolitico,
respectivamente. Dessa forma, a baixa velocidade de crescimento e elevado
poder acidificante, podem contribuir para o aciimulo de ions hidrogénio na
matriz do queijo (Cachon et al., 2002; Mcsweeney; 2004), prejudicando a
textura e aspectos reoldgicos do queijo parmesio (Perry, 2004).

Durante a anélise da habilidade acidificante de bactérias starters, é
imprescindivel avaliar a atividade microbiana frente ao binémio
tempo/temperatura (Gatti et al., 2004). A agiio conjunta desses fatores permite
prever 0 comportamento desses microrganismos nas diferentes etapas de
processamento do queijo, contribuindo para a selegdo de cepas com poder
acidificante especifico para determinada variedade de queijo (Cachon et al.,
2002; Gatti et al., 2004).

O desempenho acidificante das cepas de Lactobacillus helveticus,
enddgenas e comerciais, quando correlacionado, simultaneamente, a temperatura
e periodo incubagiio, demonstrou diferenga significativa (p<0,05) para os
cultivos submetidos a temperatura de 20°C (Tabela 4), 37°C (Tabela 5) e 42°C
(Tabela 6). Nas culturas incubadas a 8°C nio foi detectada diferencga estatistica

significativa (p>0,05).
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TABELA 4 Atividade acidificante” de Lactobacillus helveticus. comerciais e

enddgenos, cultivados em caldo MRS pH ajustado 5.4 submetidos
a temperatura de 20°C para diferentes periodos de tempo.

Cepas de Lactobacillus helveticus

pH Ce, Cc, A D, D, E, E.
PHoismorns 5,325 5,080 5,187 494 5180 501 v 5207
PHomons 5,12 492%  505° 468 519 509" 4.65°
PHiomows  S01°  480° 472 488" 488" 445°  4,55%
pHsghorss  5:02° 478" 493" 4,02° 3,99¢ 4,42°  4,54b°
PH s~ 4,67° 4,51 445" 392 4,78 432° 4.32°

P]] A8horas

4.19% 4340 4180 378 4,180 425" 402"

"unidades (média de 3 repetigdes).
a.b...Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05).

TABELA 5 Atividade acidificante’ de Lactobacillus helveticus, comerciais e

endogenos, cultivados em caldo MRS pH ajustado 5,4 submetidos
a temperatura de 37°C para diferentes periodos de tempo.

Cepas de Lactobacillus helveticus

pH Ce, Ce, A D, D, Es Es

PHeénoras 530°  492b° 5150 492 487 471 4,65°
PH moms 472 4,79 5000 472  452% 379 445°
PHishoms  411° 4527 402°  407° 394 347 400
PHomoms 4,03 404°  398° 393 374" 335 390"
PHiomors  3.92% 396 388" 387" 366" 3.3 3.72%
PHigons  3.80°  380° 373" 367 366" 325" 363
PHumoms  3,72°  371°  3,70°  351® 369" 329"  3,66°
PHusome  3.56° 3,58 365" 357" 352" 323"  3.54°

" unidades (média de 3 repeticdes).
a,b...Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05).
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TABELA 6 Atividade acidificante’ de Lactobacillus helveticus, comerciais e
enddgenos, cultivados em caldo MRS pH ajustado 5,4 submetidos a
temperatura de 42°C para diferentes periodos de tempo.

Cepas de Lactobacillus helveticus

pH Ce, Ce, A D, D, E, Es
PHéhoras 5,3° 510 518™  502% 526" 4,96° 5,3°
PH ihos 5,24 501%™ 522 495¢  501% 497 53°
PHighoms 5,01 497"  513° 469" 499" 496"  5.14°
PH 2horas ~ 4,92°  4.88* 5,02 467 499® 491 515
PHsohoras 4,95 486a 5,02 455" 501" 488  501°
PHaeoms  5.01° 481"  502° 4,6° 501 469" 501°
PH sohons 4,96 4.83™  50° 469 503" 4,68  5.04°
PHughos 496 481 499 4565 500"  466° @ 5,14°

" unidades (média de 3 repeticdes).
a.b...Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).

Os resultados obtidos reforcam o argumento de Gatti et al. (2004) que,
consideram importante a microbiota siarter manter sua viabilidade e vitalidade
frente as diferentes condigdes térmicas existentes na tecnologia de queijo.

A méaxima atividade metabolica a 42°C foi de 4,55 para a cepa D,.
Embora, o abaixamento do pH tenha sido superior aos resultados obtidos em
37°C, os indices encontrados demonstram que todas as cepas enddgenas
estudadas sio capazes de hidrolisar a lactose, proporcionando condi¢des para a
agdo do coalho a 37°C (Bunthof et al., 2001; Hannon et al., 2003; Perry, 2004).
A acfo conjunta do coalho e metabolismo microbiano auxilia na expulsdo do
soro e atua na matura¢iio (Cachon et al., 2002; Durlu-Ozkaya et al., 2001;
Fortina et al., 2003; Mcsweeney, 2004).

Perry (2004) afirma que, o pH do queijo Parmesido, em fase de
maturacdo, deve estar entre 5,0 a 5,2;: essa baixa concentragio de ions
hidrogénio no queijo permite que, a atividade enzimatica da [3-galactosidase e
lactato desidrogenase (Cachon et al., 2002; Karasova et al., 2002; Kenny et al.,

2003), iniciada em temperaturas elevadas, seja mantida mesmo em temperatura
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reduzida. Dentre os microrganismos endégenos estudados, as cepas A, Es e Es
foram aquelas que, a 20°C, apresentaram atividade acidificante controlada e
ordenada, fato que, auxilia na padronizagdo das variedades de queijo. A maxima
atividade observada para a cepa D, em 48 horas, indica que, somente o0 emprego
desse microrganismo na manufatura do Parmesdo, pode ocasionar trincas na
massa durante sua maturago, devido a descalcificagdo resultante do baixo pH.
Do ponto de vista tecnolégico, a capacidade de hidrolisar a lactose de
forma gradativa e ordenada, aliada ao perfil autolitico da cepa endogena Es

sugerem aplicabilidade dessa espécie na fabricagdo do queijo Parmeséo.

4.3 Espectro de inibigao de microrganismos patogénicos

Nos ensaios realizados com solugfio inibitéria B (Slg); pH neutralizado

(S1,); sem tratamento, ndo foi detectado diferenca significativa (p>0,05) quando
comparado a agdio inibitdria entre essas solugdes. Entretanto, foi observada
diferenca estatistica significativa (p<0,05) do efeito inibidor entre as cepas
testadas.

Dos extratos SI, e Sl obtidos a partir das culturas de Lactobacillus
helveticus, 71,43% (5/7) e 14,28% (1/7) foram capazes de inibir o crescimento
de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923,

respectivamente (Tabela 9).
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TABELA 9 Inibigio" de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923 pela Sl, e Sy, provenientes de Lacrobacillus
helveticus, comerciais e endogenos, cultivados em caldo MRS e

incubados a 37°C.
Tratamento sem Tratamento com
Lactobacillus cloroférmio (SI,) cloroférmio (SlIg)
helveticus Escherichia Staphylococcus Escherichia  Staphylococcus
coli aureus coli aureus
ATCC 25922 ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 25923
Cey - - - -
Ccy 15,0° - 15,0° -
A - - - -
D, 16,0° 14,1° 15,9 14,3°
Ds 16,4° - 16,4° -
E, 16,3 - 16,3 -
E;s 14,6" - 14,6 -

" zona de inibigio: > 6 mm de didmetro (média de 3 repeti¢des)

- : atividade antimicrobiana nula

Sl,: solugdo inibitdria A (extrato obtido a partir da centrifugagdo a 4000rpm por
20 minutos do meio de cultura MRS contendo células de Lactobacillus
helveticus — DOgspm 1.0 )

Slg: solugdo inibitoria B (extrato obtido conforme solugéio A e pH ajustado com
NaOH 0,1N e submetido 4 agdo do CHCl; durante 20 minutos).

O efeito positivo das bacteriocinas sintetizadas por Lactobacillus
helveticus sobre a cepa patogénica Escherichia coli ATCC 25922 refuta a teoria
defendida por Savadogo et al. (2004), que consideram microrganismos
patogénicos gram-negativos, mais resistentes & agdio de bacteriocinas
metabolizadas por bactérias laticas, devido a constituicio da parede celular
desses patégenos. Os autores verificaram que, a ac¢do de bacteriocinas
sintetizadas por Lactobacillus fermentum isolados de leite fermentado na regido

de Burkina Faso, foram mais efetivos sobre Staphylococcus aureus ATCC

-----
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que a zona de inibigdo detectada foi igual a 10 mm de didmetro e 9 mm de
didgmetro, respectivamente.

Os resultados obtidos nesse estudo também diferem daqueles
encontrados por Bonade et al. (2001), pois helveticin 51, bacteriocina sintetizada
por Lactobacillus helveticus apresentaram baixo espectro de inibigdo, ou seja,
foram habeis em inibir somente bactérias da mesma espécie. Nesse estudo, os
diferentes ensaios com Sl, e Slg comprovaram que, as bacteriocinas das cepas
de Lactobacillus helveticus apresemtam amplo espectro de inibigdo, pois
atuaram, de forma positiva, sobre microrganismos distantes filogeneticamente
(Bromberg et al., 2004; Moreno et al., 2002; Ogunbanwo et al., 2003).

No decorrer da maturagio do queijo parmesfio, o decréscimo da
atividade de dgua (Mesquita et al., 2001; Fenster et al., 2003) e produgéo de
4cidos orgdnicos (Gatti et al., 2004; Soomro et al.,, 2002), representa fatores
limitantes & proliferagio de microrganismos patogénicos. Somado a esses
fatores, a sintese de bacteriocinas por cepas laticas starzers (Ogunbanwo et al.,
2003) torna-se importante no controle de células vidveis de cepas patogénicas
produtoras de toxina como Staphylococcus aureus, principalmente na fase de
cura do parmesdo. Esse microrganismo, quando em contagem superiores a 10°
células sintetizam toxinas, que podem ser produzidas em temperatura de 10°C a
48°C (Germano, 2001).

Dentro desse aspecto, a utilizagio da cepa D, na elaboragio de
fermentos laticos destinados 4 manufatura do queijo parmesao pode contribuir
para a conservagiio desse produto, uma vez que a bacteriocina produzida por

essa espécie possui amplo espectro inibigdo.
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5 CONCLUSOES

O delineamento dos dados referentes aos aspectos tecnoldgicos das
cepas de Lactobacillus helveticus comerciais e endogenas, permite inferir que:
- a estabilidade celular foi mantida nas cepas comerciais Cc,, Cc; e cepas
endégenas A, Dy, D;, E; ¢ Es, que mantiveram seu caréter autolitico mesmo apos
repiques sucessivos;
- os niveis da enzima B-galactosidase no meio extracelular foram proporcionais
a atividade autolitica, permitindo classificar as cepas Cc, e Es como aquelas que
apresentaram maior atividade autolitica, A e D; atividade autolitica
intermediaria (p<0,05); Cc, D; e E, como aquelas que n#o apresentaram
atividade autolitica; portanto a atividade enzimética dessa enzima por ser
empregada como parametro quantitativo da lise celular;
- a maxima atividade acidificante foi observada a 37°C para a cepa D, e E,
(p<0,05), no entanto, a capacidade em hidrolisar a lactose de forma gradativa e
ordenada foi observada na cepa enddgena Es (p<0,05);
- o melhor espectro de inibi¢io foi observado para a cepa D, (p<0,05), que foi
habil em inibir o desenvolvimento das cepas patogénicas Escherichia coli
ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923;
- todas as cepas enddgenas apresentaram potencial a ser aplicado, individual
e/ou sinergistico, na fabricagfio de produtos lacteos;
- a cepa endbgena Es é aquela que melhor atende as exigéncias para a produgio
de fermento latico destinado a produgéo do queijo parmeséo, uma vez que, pode

assegurar caracteristicas adequadas de sabor, aroma e consisténcia ao parmesdo.

38



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, L.R.; MOURA, C. J; PINTO, S.M.; FURTADO, M.M.; ROSSI, D.
A.; CARVALHO, E.P. Effect of refrigeration of milk on lipolysis of Parmesan
type cheese. In: 25 International Dairy Congres, 1998, Aarhus. Abstracts &
Posters Presentations, p. 91, 1998.

AMMAR EL TAHRA, M. A; EL SHAZLY, A; NASR, M. M, EL
SAADANY, M.; EL-TAHRA, M. A. A. Effect of using autolyzed starter and
cheese slurry on acceleration of Ras cheese ripening made from mixture of
goat's and cow's milk. Egyptian Journal of Dairy Science, Cairo, v. 22, n. 1,
p. 67-80, 1994.

BONADE, A., MURELLI, F.; VESCOVO, M; SCOLARI], G. Partial
characterization of a bacteriocin produced by Lactobacillus helveticus. Letters
in Applied Microbiology, Oxford. v. 33. n. 2, p. 153-158, aug. 2001.

BRASIL, 1997. Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijo
Parmesdo. Portaria 353 de 4 de setembro de 1997. Disponivel em:
www.agricultura.gov.br/das/dipoa. Acessada em fevereiro. 2005.

BROMBERG, R.; MORENO, 1; ZAGANIN], C. L; DELBONI, R. R,
OLIVEIRA, l.. Isolation Of Bacteriocin-Producing Lactic Acid Bacteria From
Meat And Mecat Products And Its Spectrum Of Inhibitory Activity. Brazilian
Journal of Microbiology, Sdo Paulo. v. 35, n. 4. p. 137-144, jan./jun. 2004.

BUNTHOF C. J.; BLOEMEN, K.; BREEUWER, P.,ROMBOUTS, F. M,;
ABEE, T. Flow cytometric assessment of viability of Lactic Acid Bacteria.
Applied and Environmental Microbiology, Washington. v. 67, n. 5, p. 2326-
2335, may. 2001.

CANDIOTI, M. C,, HYNES, E., QUIBERONI, A,, PALMA, S. B,, SABBAG,
N., ZALAZAR, C. A. Reggianito Argentino cheese: influence of Lactobacillus
helveticus strains isolated from natural whey cultures on cheese making and
ripening processes. Review Elsevier, 2002.

CACHON, R.; JEANSON. S_; ALDARE, M_; DIVIES, C. Characterization of

lactic starters based on acidification and reduction activities. Lait. Les Ulis. v.
82, n. 3 p. 281-288. may/june. 2002.

39



CAPPA, F.; BOTAZZI, V. Characterization of autolytic enzymes in
Lactobacillus casei subsp. casei 1 St 261. Annali di Microbiologia ed
Enzimologia, Milan. v. 46, n. 2, p. 299-310, 1996.

CARVALHO, AF. Systématique des bactéries propioniques laitéires:
classification, nomenclature ct identification, 1994. 227p. Tese (Doutorado)-
Rennes, ENSA.

CIBIK, R.; CHAPOT-CHARTIER, M. P. Autolysis of dairy lenconostoc and
detection of peptidoglycan hydrolases by renaturing SDS-PAGE. Journal of
Applied Microbiology. Oxford. v. 89, n. 5. p. 862-869, nov. 2000.

COPPOLA, R.; NANNI, M,; IORIZZO, M.; SORRENTINQ, E.; CHIAVAR]I,
C.; GRAZIA, L. Microbiological characteristics of Parmigiano Reggiano cheese
during the cheesemaking an the first months of the ripening. Lait, Les Ulis. v.
80. n. 5. p. 479-490, sept/oct. 2000.

DEUTSCH, S. M.; NEVEU, N.; GUEZENEC, S.; RITZENTHALER, P.;
LORTAL, S. Early lysis of Lactobacillus helveticus CNRZ 303 in Swiss cheese
is not prophage-related. International Journal of Foed Microbiology,
Amsterdam, v. 81, n. 2. p. 147-157. mar. 2003.

DUDLEY, E. G.; STEELE, J. L. Succinate production and citrate catabolism by
cheddar cheese nonstarter lactobacilli. Journal of Applied Microbiology.
Oxford. v. 98. n. 1. p. 14-23. 2005.

DURLU-OZKAYA, F.; XANTHOPOULUS, V.; TUNAIL, N.; LITOPOLOU-
TZANETAKI. Techonologically important properties of lactic acid bacteria
isolates from beyaz cheese made from raw ewes’milk. Journal of Applied
Microbiology. Oxford. n. 5. v. 91, p. 861-870, nov. 2001.

FENELON, M. A_; O’CONNOR, P.; GUINEE, T. P. The effect of fat content
on the microbiology and proteolysis in cheddar cheese during ripening. Journal
of Dairy Science, Champaign. v. 83, n. 10, p. 2173-2183. oct. 2000.

FENSTER, K. M.; RANKIN, S. A.; STEELE, J. L. Accumalation of short n-
chain ethyl esters by estereases of lactic acid bacteria under conditions
simulating ripening parmesan cheese. Journal Dairy Science. Champaign v.
86, ,n. 9 p. 2818-2825, sept. 2003.

FORTINA, M.G.; NICASTRO, G.; CARMINATI, D.; NEVIANI, E,;
MANACHINI, P.L. Lactobacillus helveticus heterogeneity in natural cheese

40



starters: the diversity in phenotypic characteristics. Journal of Applied
Microbiology. v. 84, n. 1, p. 72-80, jan. 1998.

FORTINA, M. G.; RICCI. G.; Mora D.; GUGLIELMETTI S.; MANACHINI, P.
L. Unusual organization for lactose and galactose gene clusters in Lactobacillus
helveticus. Applied and Environmental Microbiology, Washington. v. 69, n.
6, p. 3238-3243 , June 2003.

FURTADO, M.M. Manual pritico da mussarela (pizza cheese). led., S@o
Paulo: Master Graf Editora, 1997. 70p.

GATTI, M., TRIVISANO, C., FABRIZI, E; NEVIAN], E.; GARDIN],
GARDINL, F. Biodiversity among Lactobacillus helveticus strains isolated from
different natural whey starter cultures as revealed by classification trees. Apllied
an Environmental Microbiology. Washington. v. 70, n. 1, jan. p.182-190.
2004.

GERMANO, P.M.L. Higiene ¢ Vigilincia Sanitiria dos Alimentos. Sdo
Paulo: Livraria Varela, 2001. 629p.

GOMAA, M.S.; MEHANA, M.Y.; EL-RAZEK, M.B. Utilization of autolyzed
starter to accelerate ripening process of Ras cheese. Egyptian Journal of Food
Science, Cairo. v. 20, n. 3, p. 313-329, 1992.

GOVINDASAMY-LUCEY; JAEGG], J. J.; BOSTLEY, A. L.; JOHNSON, M.
E.; LUCEY, J. A. Standardization of Milk Using Cold Ultrafiltration Retentates
for the Manufacture of Parmesan Cheese. Journal of Dairy Science,
Champaign. v.87, n. 9p. 2789-2799, sept. 2004.

HANNON, J. A.; WILKINSON, M. G.; C. DELAHUNTY, M.; WALLACE, J.
M.; MORRISSEY, P. A. BERESFORD, T. P. Use of autolytic starter systems to
accelerate the ripening of Cheddar cheese. International Dairy Journal.
Oxford. v. 13, n. 4, p. 313-323, 2003.

HEBERT, E. M.; RAYA, R. R.; TAILLIEZ, P.; GIORI, G. S. Characterization
of natural isolates of Lactobacillus strains to be used as starter cultures in dairy
fermentation. International Journal of Food Microbiology. Oxford v. 59, p.
19-27, 2000.

HYNES, ER, MEINARD], C.A; SABBAG, N; CATTANEO, T;
CANDIOTI, M.C.; ZALAZAR, CA. , Influence of milk-clotting enzyme

41



concentration on the o, casein hydrolysis during soft cheeses ripening. Journal
of Dairy Science. Champaign, v. 84, n. 6. p. 1335-1340, june. 2001.

KARASOVA, P.; SPIWOK, V.; MALA, S.; KRALOVA, B.; RUSSELL, N.
Beta-galactosidase activity in psychotrophic microorganisms and their potential
use in food industry. Czech Journal Food Science, Prague. v. 20, n. 2, p. 43-
47, 2002.

KEMPER, M. A.; DOYLE, R. J. The cell wall of Bacillus subtilis is protonated
during growth. In: Dans Bacterial growth an lysis. New York: Plenum Press,
p. 245-252, 1993.

KENNY, O.; FITZGERALD, R. J.; O’CUINN, G.;BERESFORD, T.; JORDAN.
K. Growth phase and growth medium effects on the peptides activities of
Lactobacillus helveticus .International Dairy Journal. Oxford. v. 13, n. 7. p.
509-516, 2003.

KIERNAN, R.C.; BERESFORD, T.P.; G. O'CUINN; JORDAN, K.N. Autolysis
of lactobacilli during Cheddar cheese ripening. Irish Journal of Agriculture
and Food Research, n. 39, p. 95-106, 2000.

KLEIN, N.; MAILLARD, M. B.; THIERRY, A.; LORTAL, S. Conversion of
amino acids into aroma compounds by cell-free extracts of Lactobacillus
helveticus. Journal of Applies Microbiology, v. 91, n.3, p. 404-411, sept, 2001.

LAW, B.A,, Controlled and accelerated cheese ripening: The research base for
new technologies. International Dairy Journal, Oxford. v. 11, n. 4/7, p. 383-
398, 2001.

LEHNINGER, A.L.;NELSON, D. L.; COX, M. M. Lehninger - Principios de
Bioquimica, 2° ed.: SARVIER. S&o Paulo. 975p., 2002,

LEROY, F.; VUYST L. D. Lactic acid bacteria as functional starter cultures for
the food fermentation industry. Trends in Food Science & Technology,
London, v. 15, n. 2, p. 67-78, 2004.

MATZDORF, B.; CUPPETT, S.L.; KEELER, L.; HUTKINS, R.W. Browning
of Mozzarella cheese during high temperature pizza baking. Journal of Dairy
Science, Champaign. v. 77, n. 10, p. 2850-2853, oct. 1994,

MCSWEENEY, P.L.H. Biochemistry of cheese ripening: International
Journal of Dairy Technology, Oxford v. 57, n. 2-3. p.127-144, may. 2004.

42



MCSWEENEY, P.L.H.; SOUSA, M.). Biochemical pathways for the production
of flavour compounds in cheeses during ripening: Le Lait. Les Ulis. v. 80, n. 3,
p. 293-324, may/june. 2000.

MENDIA, C., IBANEZ, F. J., TORRE, P, BARCINA, Y. Effect of
pasteurisation and use of a native starter culture on proteolysis in a ewes’ milk
cheese. Food Control. Oxford. v. 11, n. 3, p. 195-200, june. 2000.

MOLLET, B.; PILLOUD, N. Galactose utilization in Lactobacillus helveticus:
isolation and characterization of the galactokinase (galk) and galactose-1-
phosphate uridyl transferase  (ga/T) genes. Journal of Bacteriology.
Washington. n. 14. p. 4464-4473. july. 1991.

MONTANARI, G.; ZAMBONELLI, C.; GRAZIA, L; BENEVELL], M;
CHIAVAR], C. Release of B-galactisidase from Lactobacilli. Food Technology
Biotecnology, Zagreb. v. 38, n. 2, p. 129-133, apr/june. 2000.

MOURA, J. C; ABREU, L. R; FURTADO, M. M., ROSSI, D.A.
CARVALHO, E. P.; PINTO, S. M. Lipélise e avaliag@o sensorial em queijo tipo
parmesdo fabricado com leite resfriado e inoculado com Pseudomonas
fluorescens. Revista do Instituto de Laticinios Céndido Tostes, Juiz de Fora.
v. 54, n. 308, p. 3-8, 1999.

MORENO, L; LERAYER, A. L. S.; BALDIN], V. L. S;; LEITAO, M. F. F.
Characterization of bacteriocins produced by Lactococcus lactis strains.
Brazilian Journal of Microbiology, Sio Paulo. v. 31, n. 3. p. 184-192,
july/sept. 2000.

MUKHERJEE, K.K.; HUTKINS, R.W. Isolation of galactose-fermenting
thermophilic cultures and their use in the manufacture of low browning
Mozzarella cheese. Journal of Dairy Science, Champaign. v. 77, n. 10, p. 2839-
2849, oct. 1994.

OGUNBANWO, S. T.; SANNI, A. I.; ONILUDE, A. A. Influence of cultural
conditions on the production of bacteriocin by Lactobacillus brevis OG1.
Nigeria, 2003.

O’REILLY, C. E;; O'CONNOR, P. M.;; MURPHY, P. M; KELLY, A. L;
BERESFORD, T. P. Effects of high-pressure treatment on viability and autolysis
of starter bacteria and proteolysis in Cheddar cheese. International Dairy
Journal. Oxford. v. 12, n. 11 p. 915-922, 2002.

43



PERRY, K. S. P. Queijos: aspectos quimicos, bioquimicos e microbiolégicos.
Quimica Nova, Sdo Paulo. v. 27, n. 2, p. 293-300. mar./abr. 2004.

PILLIDGE, C. J.; RALLABHANDL P. 8. V. S.; TONG, X., GOPAL, P. K.,
FARLEY, P. C.; SULLIVAN, P. A. Autolysis of Lactococcus lactis,
International Dairy Journal, Oxford . v. 12, n. 2-3, p. 133-140, 2002.

RIBEIRO, Eloizio Julio. Estudo da Cinética de Hidrélise de Lactose com beta-
galactosidase. Revista Ciéncia & Engenharia, Vitéria. v. 2, p. 36-40, 1998.

ROSSI, D A. Isolamento, identificaciio ¢ caracterizagcdo da biodiversidade
de Lactobacillus helveticus isolados de soro-fermento de laticinios
brasileiros, 2001. 99p Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

ROSSI, D. A.; ABREU, L. R.; CARVALHO, A. F.; DUARTE, G.C; BARROS,
J.J. C; SILVA, V.A. Utilizagiio de provas bioquimicas e do perfil de hidrolases
de peptideoglicanas para identificacdo de Lactobacillus helveticus e outros
lactobacilos termofilos. Revista do Instituto de Laticinios Cindido Tostes,
Juiz de Fora. v. 57, n. 392, p. 3-11, 2002.

SAMPAIOQ, 1. B. M. Estatistica Aplicada 2 Experimentagiio Animal. Belo
Horizonte: Fundagdo de Ensino e Pesquisa em Medicina Veterinaria e
Zootecnia, 1998. 221p.

SANCHES-PONTE, M. D. Maduracién acelerada de queso com bactérias
lacticas atenuadas termicamente. Revista Cientifica FCV-LUZ, Maracaibo. v.
13, n. 4, p.299-306, 2003.

SAVADOGO, A.; OUTTARA, C. A. T.; BASSOLE, 1. H. N.; TRAORE, A. S.
Antimicrobial activities of lactic acid bactéria strains isolated from Burkina Faso
fermented milk. Pakinstan Journal of nutrition. Lahore. v. 3, n. 3, 2004.

SHINODA, T.; KUSUDA, D.; ISHIDA, Y.; IKEDA, N.; KANEKO, K,
MASUDA, O.; YANAMOTO, N. Survival of Laciobacillus helveticus strain
CP53 in the human gastrointestinal tract. Letters Applied Microbiology,
Oxford .v. 32, n. 2, p. 108-113, feb. 2001.

SOOMRO, A. H.; MASUD T.; ANWAAR K. Role os Lactic Acid Bacteria

(LAB) in food preservation an human healt- A Review. Pakistan Journal of
Nutrition, Lahore. v. 1, n .1, p. 20-24, 2002,

44



SOUZA, L.). Nova Legislagio de Produtos Lactcos: Revisada, Ampliada e
Comentada. So Paulo: Revista Indistria de Laticinios, 2002. 327 p.

TORRIANI, S.; VESCOVO, M.; SCOLARI, G. An Overview on Lactobacillus
helveticus. Annali di Microbiologia ed Enzimologia, Milan. v. 44, n. 2 p. 163-
191, 1994,

VALENCE, F; DEUSTSCH, S.M.; RICHOUX, R.; GAGNAIRE, V;
LORTAL, S. Autolysis and related proteolysis in Swiss cheese for two
Lactobacillus helveticus strains. Journal of Dairy Rescarch, Cambridge, v.
67, n. 2, p. 261-71, May 2000.

ZARATE, G.; GONZALEZ, S.; CHAIA, A. P,; OLIVER, G. Effect of bile on

the B-galactosidase activity of dairy propionibacterium. Le Lait, Les Ulis, v. 80,
n. 2. p. 267-276, mar/apr. 2000.

45



! .
. .
. . . "\ 7 . '
. - ' )






