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SELECAO E UTILIZACAO DE BACTERIAS LACTICAS
PRODUTORAS DE DIACETIL EM LEITES FERMENTADOS

Autora: Eliane Melo Brolazo
Orientadora: Alda Luiza Santos Lerayer

RESUMO

As linhagens de bactérias lacticas produtoras de diacetil sdo importantes na
produgiio de queijos e leites fermentados, onde sdo responsaveis pela produgdo do diacetil
um composto volatil aromatico. A producdo inadequada desse composto por linhagens
lacticas é uma das principais causas de problemas de qualidade do buttermilk, uma bebida
com baixo teor de gordura, muito consumida na Eﬁropa, mas ainda desconhecida no Brasil.
Este trabalho visou selecionar linhagens da colecdo de linhagens do ITAL quanto a
capacidade de produzir diacetil. As linhagens selecionadas foram avaliadas por meio de
técnicas bioquimicas e de biologia molecular para a confirmagdo da classificagdo
taxondmica e para verificar a existéncia de homologia entre as mesmas.

Em uma segunda etapa, como as linhagens selecionadas ndo eram da biovariedade
diacetylactis, como esperado inicialmente, foram realizados processamentos de buttermilk
com dois fermentos lacticos comerciais, sendo um deles composto por um mutante Lac.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, com produgio de diacetil aumentada. O objetivo
destes testes foi avaliar comparativamente a qualidade da bebida, caracteriza-la, como

também desenvolver um novo tipo de produto para o mercado brasileiro.



SELECTION AND USE OF DIACETYL PRODUCING LACTIC
BACTERIA IN FERMENTED MILKS.

Author: Eliane Melo Brolazo

Advisor: Alda Luiza Santos Lerayer

SUMMARY

The diacetyl producing lactic bacterial strains are important in cheese and fermented
milk production, where they are responsible for the production of the volatile aromatic
compound diacetyl. The inadequate production of this compound by lactic bacteria is one
of the main causes of quality problems in buttermilk, a low fat beverage widely consumed
in Europe, but as yet unknown in Brazil. This study aimed at selecting strains from the
culture collection at ITAL according to their diacetyl producing capacity. The selected
strains were evaluated by molecular biology and biochemical techniques to confirm their
taxonomic classification and check for the existence of homology between them.

In a second stage, since the selected strains were not of the bio-variety diacetylactis,
as originally expected, buttermilk was processed with two commercial lactic yeasts, one of
which was the mutant Lc. lactis ssp.lactis biovar. diacetylactis with increased diacetyl
production. The objective of these trials was to evaluate the quality of the beverage in a
comparative way and characterize it, as well as developing a new type of product for the

Brazilian market.
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1. INTRODUCAO

A partir de julho de 1994 ocorreu um expressivo aumento do consumo de leite €
derivados no Brasil, em particular dos mais nobres, como o leite longa vida (340%) e
iogurte (162%), basicamente em decorréncia da estabilidade economica e da queda real dos
pregos. Apesar deste crescimento, o consumo de leite e/ou bebidas lacticas per capita em
1997 foi de 136 litros por habitante, 84 litros inferior ao recomendado pela FAO (Bortoleto,
1998). De acordo com dados do IBGE, o aumento do poder de consumo da populagdo no
periodo estimulou a venda de produtos que ndo sdo de primeira necessidade, como o
iogurte, havendo um crescimento na sua produ;;io de 113%, no periodo de 1994 a 2000. A
partir de 1996 o Brasil passou a importar iogurte e outros produtos lacticos fermentados e,
em 2000, o volume foi de 2 milhdes de litros (Bortoleto, 1998).

Os produtos que possuem maior valor agregado tém apresentado  maior
crescimento. O consumidor tornou-se mais exigente, fazendo um balango da relagdo
custo/beneficio de suas compras (Manzione, 1998). As razdes para o baixo consumo de
bebidas lacticas sdo em parte culturais, como a falta de habito e imagem de que este tipo de
produto seja supérfluo, além é claro do preco e poder de compra do consumidor (Ferreira,
1997).

A conquista de mercado deve ser feita através de produtos que chamem a atengdo
do consumidor para hédbitos saudaveis ou que proporcionem beneficios a saude. As
bactérias lacticas  possuem, reconhecidamente, diversas propriedades benéficas e
terapéuticas, tornando necessario a pesquisa e desenvolvimento desses novos produtos

lacticos.



A bebida fermentada tipo Buttermilk, ainda inexistente no pais, € um importante
candidato a conquista deste espago, pois tem sabor refrescante, o que ¢ desejado pelo
consumidor brasileiro e adequado ao nosso clima. Por ser um produto fermentado, tem uma
vida de prateleira maior, 0 que o torna mais pratico e conveniente, além de ja vir pronto
para o consumo. Tem alto valor nutricional, pois € rico em proteinas, vitaminas e calcio,
cuja absorgdo € facilitada em produtos fermentados devido a formagéo do lactato de calcio
a partir do caseinato de calcio e do acido lactico, tornando-o 1util na prevengdo da
osteoporose. Devido a seus baixos teores de lactose, que € consumida pelos
microrganismos durante a fermentago, esta bebida torna-se também adequada a individuos
que sdo intolerantes a ela. Possui baixo teor de gordura e alto teor protéico sendo, portanto,
um alimento muito saudavel. Ademais, agrega valor ao leite, pois pode ser produzido por
pequenos e médios produtores, incrementando o desenvolvimento das economias regionais

por meio da introdugdo de um novo produto no mercado brasileiro (Lerayer, 2001).



2. OBJETIVOS

Selecdo e classificagdo taxondmica das linhagens produtoras de diacetil

pertencentes a colec@o de culturas do ITAL.

Desenvolvimento do produto Buttermilk, contendo microrganismos

produtores de diacetil e sua aceitagdo de mercado.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Aspectos gerais da bebida lactica fermentada denominada

Buttermilk.

A origem das bebidas obtidas a partir da fermentacdo do leite remonta a
antigiiidade. Registros histéricos mostram que leites de bufala, ovelha, égua e cabra ja eram
utilizados para a producgdo de bebidas fermentadas, iogurtes e queijos por volta de 2.000
anos a.C., na Asia e Europa Oriental (Marshall, 1993).

A fermentagio, o método mais antigo conhecido para a preservagdo do leite,
desenvolveu-se independentemente em varias partes do mundo, com utilizagdo de
diferentes espécies de microrganismos, o que proporcionou uma grande variedade de
produtos. Atualmente, existem por volta de 400 nomes genéricos para leites fermentados,
entre artesanais e industrializados, ¢ muitos deles sio denominagdes diferentes para o
mesmo produto. De maneira geral, pode-se vclassiﬁcar os leites fermentados de acordo com
o microrganismo que predomina na fermentagdo. Um destes tipos de bebida € produzido
por leveduras, como o Kefir e o Koumiss, bastante consumidos na Europa Oriental e
Russia, em cuja fermentagdo sdo produzidos, além de acido lactico, alcool e didxido de
carbono; outro tipo ¢é fermentado por bactérias lacticas e um terceiro, por fungos que,
também fazem fermentagdo lactica, cujo produto mais conhecido € o Villi, consumido
principaimente na Finlandia (Tamime, 1999).

A maioria das bebidas lacticas fermentadas € produzida por bactérias lacticas, que

sdo divididas em trés grupos: mesofilas, que crescem melhor em temperaturas entre 21°C e

40°C, termofilas, que tém temperatura Otima de crescimento ao redor de 45°C e



terapéuticas, que trazem algum beneficio extra a saude do consumidor, podendo pertencer
ao grupo das mesofilas ou termofilas (Tamime, 1999).

Um tipo especifico de bebida lactica fermentada € o buttermilk, produzido
tradicionalmente a partir do liquido que € separado do creme na fabricagdo da manteiga,
que no Brasil ¢ chamado de leitelho. Ha uma variedade de bebidas derivadas do buttermilk
tradicional, com diferentes indices de gordura e solidos totais, em conseqiiéncia da variagdo
na composi¢do da cultura lactica. O subproduto da fabricagdo da manteiga pode ser
acidificado artificialmente ou através de fermentagio, quando é entdo conhecido como
buttermilk natural ou verdadeiro, ou ainda buttermilk fermentado ou cultivado. Nos Estados
Unidos o leitetho néo € utilizado para a fabrica¢do desta bebida, mas como ingrediente na
produgdo de queijos e sorvetes. Na regido Norte da Europa, o buttermilk fermentado ¢
uma bebida muito popular, substituindo com freqiiéncia o consumo de leite fresco.
Tambeém € consumido como uma bebida refrescante ou com cereais (Marshall, 1987).

Nos gltimos anos, com o aumento da produgdo e melhoria dos sistemas de
qualidade nas industrias, problemas com o desenvolvimento do sabor e aroma relacionados
aos altos niveis de Cu®" e fosfolipideos no leitelho, que dificultavam a padronizacdo na
fabricagdo do buttermilk, além da inconstante disponibilidade do leitelho para a produgdo,
levaram a mudangas nos procedimentos de fabricago.

Atualmente, grande parte do buttermilk comercializado € produzida a partir de leite
com baixos teores de gordura. Para obten¢ido de um produto final com boa estabilidade, o
controle do teor de gordura € importante e nao pode ser inferior a 0,3%. Um teor de gordura

de 1% eleva significativamente a estabilidade do produto. Outro fator relevante na



estabilidade ¢ a temperatura do produto na estocagem, que ndo deve ser maior que 8°C
(Nursten, 1997).

O buttermilk fermentado tem consisténcia cremosa e suave sabor acido e um sabor
e aroma agradaveis (Kurmann, 1984). Seu aroma caracteristico é dado pelo diacetil, uma
substéncia volatil particularmente importante neste tipo de bebida.

A reagdo predominante para a obteng@o do buttermilk € a transformagio da lactose
em acido lactico, o produto final do metabolismo homofermentativo de certas bactérias
lacticas, e responsavel pelo sabor refrescante da bebida. Componentes volateis, produzidos
enzimaticamente e presentes em menor concentracdo, determinam o sabor e aroma
caracteristicos do produto, enquanto a produgdo de proteinas ou polissacarideos confere a
consisténcia apropriada (Nursten, 1997).

Nos leites fermentados em geral, € no buttermilk em particular, a formacio de
diacetil e acetaldeido € importante. Um pardmetro de qualidade do buttermilk fermentado ¢
dado pela concentragdo de diacetil Os fermentos lacticos deste tipo de bebida sdo
selecionados com base na capacidade de producdo deste composto.

As culturas lacticas podem ser compostas de uma ou mais espécies de
microrganismos que, além da via de fermentacdo da lactose, apresentam vias metabolicas
secundarias por meio das quais produzem compostos responsaveis pelas caracteristicas
tipicas de sabor e consisténcia das diferentes bebidas lacticas fermentadas (Nursten, 1997).
A cultura lactica do buttermilk é composta por Lactococcus lactis subsp lactis biovar.
diacetylactis, por Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris e por Lactococcus lactis

subsp cremoris (Kurmann et al., 1992) .



A producio de diacetil e de acetoina no processo de fermentag@o € influenciada por
varios fatores, entre eles a temperatura, pH, concentragdo de citrato, presenca de ions
metalicos como o cobre (Cu®") e das condi¢des de imobilizagio celular (Monnet et al,

1994).

3.2. Metabolismo das bactérias lacticas

As bactérias lacticas s2o microrganismos Gram positivos € imoveis, que fermentam
espontaneamente a lactose, produzindo acido lactico e outros compostos organicos (Wood
& Holzapfel, 1995). Bioquimicamente, a fermentagﬁo € um processo metabolico onde
carboidratos sdo parcialmente oxidados para obtengdo de energia na auséncia de um
aceptor externo final de elétrons, ou seja, na auséncia de oxigénio. Como a oxidagio €
incompleta, pouca energia € produzida, comparativamente a respiracdo. Os produtos finais
da fermentag@o podem ser compostos organicos diferentes, dependendo do microrganismo
fermentador (Salmien & Von Wright, 1993).

A principal fonte de energia das bactérias lacticas € proveniente do metabolismo de
carboidratos, sendo usada para manter o potencial energético da célula (Poolman, 1993;
Cocaign-Bousquet et al,, 1996) e aproximadamente 5% do agucar fermentado € usado
como fonte de substratos para reagdes de sintese (Novak et al., 1998). O crescimento
exponencial desta bactéria parece ser “programado” para acontecer somente €m meios
complexos, ricos em agucar, como o leite.

O potencial genético de Lactococcus lactis para crescer em diferentes carboidratos
pode ser estimado pela presenca de genes biodegradadores e transportadores relevantes,

determinados ap0s o seqienciamento de seu genoma (Konings, 1999). Esta bactéria possui



genes que lhe permite crescer nos vinte compostos usados como unica fonte de carbono:
glicose, frutose, N-acetil glucosamina, xilose, ribose, manose, gluconato, maltose, lactose,
galactose, manitol e diferentes B-glicosideos (Bolotin ez al., 1999).

As bactérias lacticas dividem-se em homofermentativas, que produzem a partir de
carboidratos fermentesciveis, prioritariamente (90-95%) acido lactico como produto final
(Streptococcus  mutans, Str. thermophilus, enterococos, lactococos, pediococos,
Lactobacillus casei, Lb. plantarum, Lb. acidophilus e outras espécies de lactobacilos do
grupos I) e em heterofermentativas (Leuconostoc mesenteroides, Lb. fermentarum e outros
lactobacilos do grupo III, segundo Gasson & de Vos, 1994) que, além deste metabolito
produzem outros, principalmente CO; e etanol (Figura 1). As bactérias homofermentivas
quebram a lactose em galactose e glicose, que atraveés de vias metabdlicas diferentes sdo
transformadas em gliceraldeido 3P, a partir do qual se forma o fosfoenolpiruvato, depois
transformado em piruvato, originando lactato ou acido lactico. Neste processo, s30 gastos
inicialmente 2 ATPs, sdo produzidos outros-4 ATPs e cada molécula de gliceraldeido, uma
proveniente da galactose e outra da glicose, forma um piruvato, que produz duas moléculas
de lactato. O saldo final é de 2 ATPs e 4 moléculas de acido lactico, que € excretado para o
meio (Desmazeaud & Roissart, 1994).

No metabolismo heterofermentativo, devido a diferentes sistemas enzimaticos, sao
formadas quantidades equimolares de acido lactico, CO, e de etanol. Esta diferenca de
produtos finais proporciona caracteristicas de sabor e aroma variados, dependendo da
combinagdo de microrganismos utilizados na composigao da cultura lactica.

O piruvato ¢ importante porque reconstitui o NAD™ em NADH, funcionando como

um aceptor de elétrons, oxidando a molécula no lugar do O, ausente. Além disso, o



piruvato pode ser metabolizado em diferentes vias enzimaticas, produzindo compostos
importantes para as caracteristicas finais do produto, tais como o diacetil por meio da
enzima oc-acetolactato sintetase (Desmazeaud & Roissart., 1994). O catabolismo do
carbono pelos lactococos tem sido estudado em detalhes e submetido a varias estratégias de

engenharia metabolica. Uma delas € o redirecionamento do fluxo do piruvato (de Vos,

1996).
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Figura 1. Representacdo esquematica do metabolismo da lactose e glicose por bactérias

lacticas homofermentativas e heterofermentativas.




3.3. Microrganismos produtores de diacetil

3.3.1. Lactococos

O diacetil, um dos produtos que podem ser originados a partir do piruvato, ¢ um
componente aromatico desejavel em alimentos lacticos e outros. Ele confere sabor e aroma
desejados e contribui para a sensagio de frescor destes produtos. E particularmente
produzido por linhagens de Lac. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis e Leuconostoc sp.,
a partir do citrato, juntamente com a fermentacdo da lactose (Hugenholtz, 1993). Esta
fermentagio produz principalmente a-acetolactato (ALA) que pode ser convertido por
descarboxilag@o oxidativa em diacetil (Figura 2).

Os lactococos produtores de diacetil apresentam um gene plasmidial que codifica a
enzima citrato permease, que facilita a entrada do citrato na célula, gerando uma nova fonte
de piruvato, da qual sdo produzidos compostos que compdem o aroma, sabor e a textura do
produto fermentado (Wood, 1995).

Estudos realizados com espécies do género Leuconostoc demonstraram que o
metabolismo da lactose € mais eficiente na presenga de citrato, favorecendo e acelerando o
crescimento destes microrganismos. O citrato serve como um aceptor de elétrons,
substituindo o acetilfosfato, que pode ser transformado em acetato e produzir energia para
formacgio de ATP. No caso dos lactococos, o crescimento das linhagens que possuem o
gene da citrato permease também € favorecido, mas o mecanismo na homofermentagio
ainda n3o ¢ conhecido (Hugenholtz et al 1993).

Apos a entrada na célula, o citrato é convertido em oxaloacetato, € este em piruvato
e CO,. O dioxido de carbono participa da composigdo da textura do produto fermentado,

enquanto que o piruvato pode seguir varios caminhos enzimaticos, dentre eles o que leva a
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formacdo de diacetil. Os compostos mais importantes formados a partir do piruvato sdo o
acetaldeido e o oc-acetolactato (Desmazeaud ef al., 1994). Na maioria das culturas lacticas
em que O citrato estd presente, ele ¢ completamente degradado (Kneifel, 1992). Em
algumas culturas mistas observou-se que o consumo de citrato foi maior que 100%,
sugerindo que uma parte do ALA (a- acetolactato) € resultante do piruvato proveniente da
fermentacdo da lactose e ndo apenas do citrato presente no meio (Monnet, 1994).

A formulagdo de uma determinada cultura para produtos lacticos fermentados
frescos ou para diferentes tipos de queijo € baseada nas suas caracteristicas fisiologicas e
tecnoldgicas. Nos leites fermentados tipo buttermilk, caracteristico pelo sabor de manteiga,
as culturas Lac. lactis subsp. lactis e sua biovar. diacetylactis produzem écido lactico e
diacetil, respectivamente, enquanto que Leuconostoc ¢ adicionado, entre outros motivos,
por produzir outros compostos aromaticos. A primeira fung@o dos lactococos na produgdo
do buttermilk é a fermentacdo da lactose para a producdo do acido lactico, através do
metabolismo homofermentativo. No leite, os lactococos podem produzir 0,8% de L(+)
lactato € o pH do meio pode chegar a 4,5 depois de um crescimento de 15h a 20h, a
temperatura ambiente. A viabilidade das células bacterianas tende a cair rapidamente sob
condi¢do de baixo pH, o que limita a producdo do acido lactico neste ponto (Platteuw,
1995).

A medida que o pH decresce durante a fermentagio, as bactérias crescem mais
lentamente, a utilizag@o de citrato aumenta e € produzido um acumulo de piruvato, a partir
do qual sdo formados compostos neutros. Para a célula, a produgido de diacetil serviria

como destoxificag@o do piruvato, que pode chegar a ser um inibidor do crescimento celular.
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Citrato

v Ldh
Glicose (lactose) ™= Piruvato —> Lactato

 Als/ ilvBN

Valina o- Acetolactato
Leucina ; (ALA) \
“\._\ v Ald / Diacetil

(+) v Dr
Acetoina

Dr
v

2,3-Butanodiol

Figura 2. Via metabdlica de formagdo de diacetil por Lactococcus lactis subsp lactis
biovar. diacetylactis. 1 Ldh= lactato desidrogenase; Als= acetolactato sintetase; Ald=
acetolactato descarboxilase; Dr= diacetil redutase; linha continua = reag¢des de biossintese;

linha pontilhada = ativag@o alostérica (Curic, 1998).

A proteolise que ocorre durante a fermentag@o € um fator adicional que influencia as
propriedades finais do buttermilk. Em geral, a atividade proteolitica das culturas mesofilas €
comparavel a das produtoras de iogurtes, entretanto a acidificagdo € menos pronunciada
(Kneifel, 1992).

Em uma cultura lactica bem balanceada, as bactérias do género Leuconostoc sdo
importantes para fornecer as caracteristicas reologicas e sabor e aroma do produto

fermentado. No caso do buttermilk o Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris converte
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o citrato em diacetil e acetoina através da enzima citrato liase, que € induzida por
condi¢des de baixo pH. Além da producdo de compostos aromaticos, essa bactéria é
adicionada ao produto por degradar o acetaldeido formado durante a fermentagdo com
linhagens de Lactococcus que, contrariamente ao iogurte, € indesejavel no buttermilk
(Hugenholtz er al., 1993; Henriksen et al., 1999).

Os microrganismos normalmente ndo produzem diacetil em excesso e, quando sdo
incubados durante muito tempo, esse composto tende a desaparecer (Parada, 1985). Assim,
a concentragdo de diacetil nos produtos lacticos frescos diminui rapidamente durante a
estocagem, sendo esta uma das principais causas da irregularidade da qualidade do produto
e de sua curta vida de prateleira. Isto pode ser explicado pela presenca de uma redutase,
enzima que transforma irreversivelmente o diacetili em 2,3 butanodiol, produzida
principalmente por Leuconostoc. Uma das estratégias usadas por algumas empresas com o
objetivo de aumentar e estabilizar o sabor e aroma do buttermilk durante sua estocagem
visou justamente o isolamento de linhagens de Leuconostoc com atividade de diacetil
redutase fortemente atenuada, com o uso de técnicas de mutagénese classica (Henriksen et

al., 1999).

3.3.2. Melhoramento genético para producio de diacetil

Visando o redirecionamento metabolico do carbono para obter maior produgio de
diacetil, foram utilizadas até o momento trés conversdes enzimaticas diferentes,
conseguidas por meio de estratégias genéticas (de Vos, 1996). Na primeira delas, sugeriu-se
que mais diacetil pode ser produzido pelo aumento da quantidade da enzima envolvida na

transformac@o do piruvato a a-acetolactato (ALA). O principal passo para tal € a inativagdo



da enzima lactato desidrogenase (Ldh), codificada por genes cromossdémicos. O isolamento
de mutantes defectivos nesta enzima, capazes de acumular quantidades maiores de piruvato
que, por sua vez, ¢ transformado a ALA, leva a producido de quantidades maiores de
diacetil independentemente da presenca de citrato (Parada, 1985).

As linhagens Ldh™, resultantes da completa inativagio do gene Idh, sdo
perfeitamente viaveis e mostram uma flexibilidade metabdlica aumentada (Platteuw et al.,
1995). As enzimas que catalisam esta rea¢do sdo a oi-acetolactato sintetase (Als), codificada
pelo gene als, com baixa afinidade pelo piruvato e amplamente distribuida entre as
linhagens de Lac. lactis (Snoep et al., 1992; Marugg et al., 1994) e uma acido acetohidroxi
sintetase (Ahs), codificada pelo gene i/VBN, que esta envolvido na biossintese de
aminoacidos ramificados; ela possui afinidade moderada pelo piruvato e € inibida por
controle em feed back pelos aminoacidos produzidos (Godon et al.,, 1993; Benson ef al.,
1996).

O fluxo de diacetil foi também rﬁodiﬁcado para aumentar a expressio de o-
acetolactato sintetase (Als). Isto foi conseguido através da introducdo deste gene em um
plasmidio multicopia sob controle do promotor forte JacA. Quando introduzido em
linhagens deficientes em Ldh, mais de 80% do piruvato foram convertidos em ALA, o
precursor do composto aromatico diacetil (Platteuw et al., 1995; de Vos, 1997). No entanto,
apos super expressdo dos genes i/VN e als em Lac. lactis MG1363, o diacetil ndo foi super
produzido devido a presenga de uma a-acetolactato decarboxilase (Ald) ativa, que degrada
predominantemente o diacetil em acetoina (Figura 3).

Estudos mais aprofundados da sintese e do papel duplo da a-acetolactato

desidrogenase (Ald) e aminoacidos nesta etapa e na formagdo de acetoina levaram a uma
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técnica que seleciona novos mutantes defectivos em Ald, valiosos na produgéo de diacetil
(Goupil-Feuillerat ef al., 1997; de Vos et al., 1998). Alguns mutantes naturais de Lac. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis, deficientes na enzima Ald, foram aplicados com sucesso
na industria de laticinios durante alguns anos. Trata-se das linhagens D1, da colecdo da
Chr. Hansen, Dinamarca, e Ru-4, da cole¢io do NIZO, Holanda (Hugenholtz &
Starrenburg, 1992). No entanto, especulou-se que ambos os mutantes defectivos Ald eram,
de fato, a mesma linhagem (Monnet e al., 1994). Pelo fato dessas linhagens também serem
sensivels a bacteriofagos, ndo existindo substitutos adequados no caso de uma infecgéo,
houve necessidade de construir linhagens alternativas defectivas.

Assim, a nova estratégia objetivou obter linhagens de Lac. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis que fossem defectivas nesta enzima codificada pelo gene aldB, com
conseqiiente aumento da produgio de diacetil, tendo sido o método de selecdo fortemente
facilitado pelo uso de ferramentas da engenharia genética (Henriksen ez al., 1999).

Apesar da bactéria Lac. lactis ter potencial para sintetizar 20 aminoacidos,
nucleotideos purinicos e pirimidinicos e pelo menos quatro cofatores (acido folico,
menaquinona, riboflavina e tiorredoxina) (Bolotin et al, 1999), ela € nutricionalmente
exigente € a presenca de um gene para a sintese de um determinado metabolito nao
significa que uma linhagem onde o gene foi encontrado ndo necessitara deste metabolito no
meio de crescimento. O meio sintético para Lac. lactis deveria conter pelo menos seis
aminoacidos (isoleucina, valina, leucina, histidina, metionina e acido glutdmico) e sete
vitaminas (biotina, piridoxina, acido folico, riboflavina, niacinamida, tiamina e acido
pantoténico) (Anderson & Elliker, 1953; Jensen & Hammer, 1993; Cocaign — Bousquet ef
al., 1995). O leite ndo contém compostos pirimidinicos suficientes para permitir o

crescimento de Lac. lactis, sendo necessaria a biossintese de novo (Dickely et al., 1995).
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Por outro lado, os genes cromossdmicos que codificam a biossintese dos aminoacidos
isoleucina, leucina e valina sdo encontrados em linhagens de Lac. lactis de origem vegetal
(Godon et al, 1992). Portanto, a auxotrofia para histidina e aminoacidos de cadeia
ramificada, apresentada por algumas culturas de origem lactica, como a linhagem de Lac.
lactis 111403, € devida a mutagGes adquiridas no processo evolutivo (Delorme ef al., 1992;
Godon ef al., 1993).

A estratégia para obten¢do de um mutante a/dB foi, portanto, baseada na dupla
funcdo da enzima Ald, na biossintese dos aminoacidos de cadeia ramificada e no
catabolismo do piruvato, assim como no papel da leucina na regulagdo do operon leu-ilv-
aldB. Na presenga apenas de leucina, sem isoleucina ou valina, a enzima Ald ¢ ativada e
degrada o ALA disponivel, preferencialmente a acetoina do que a valina, causando, desta
forma, uma inani¢do ou falta de valina. Assim, somente as c€lulas que possuem uma
mutagdo no gene aldB fardo a conversio de ALA para valina. Estas células terdo um
fenotipo de resisténcia 4 leucina (Leu®) (Géupil etal., 1996).

No entanto, 0 mecanismo regulatorio para leucina ocorre somente se 0 operon Jeu-
ilv for funcionalmente ativo, isto €, nas linhagens prototroficas para isoleucina, valina (IV)
ou isoleucina, leucina, valina (ILV); assim, o método descrito para selecdo de um mutante
Ald pode ser aplicado apos a introducdo de genes que codifiquem a biossintese dos
aminoacidos de cadeia ramificada (ou seja, contendo os fragmentos leu-ily ou somente ilv)
e a selegdo do fenotipo ILV ou IV. O protocolo se baseia, portanto, na capacidade da
linhagem parental em sintetizar valina, perdida pela maioria dos lactococos (Henriksen et
al., 1999).

Dessa forma, a estratégia utilizada por Curic (1998) foi a introdu¢@o do plasmidio

pMCO004, contendo os genes que codificam a biossintese da valina, ou seja, o fragmento do
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operon leu-ilv originado da linhagem prototrofica Lac. lactis NCDO2118, em linhagens
auxotroficas industriais IVL, que resulta num fenétipo prototrofico para isoleucina.
Plaqueando-se as linhagens num meio quimicamente definido suplementado com leucina
mas ndo com valina ou isoleucina, mutantes espontineos resistentes a leucina foram
obtidos e selecionados para a auséncia da enzima Ald (Curic ef a/., 1999).

Os mutantes deficientes sofreram posteriormente cura do plasmidio introduzido
(Figura 3), que foi confirmada por hibridizagdo Southern e Western blot, sendo também
comprovado que o mutante denominado MCO10 n3o mais expressava a enzima. Desta
forma, exceto pela diminui¢do da enzima Ald, a linhagem de Lac. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis MC1010 obtida era geneticamente idéntica ao seu tipo selvagem
parental. A disponibilidade do plasmidio contendo genes que codificam a biossintese da
isoleucina e da valina generaliza a estratégia e selecdo de mutantes espontaneos deficientes
na enzima Ald para qualquer linhagem de Lac. lactis passivel de transformagéo.

De acordo com de Vos (1999), os resultados obtidos por estas estratégias indicam
que mudangas significativas nos produtos metabodlicos finais podem ser obtidas mas
nenhuma linhagem combinou as trés alternativas genéticas conjuntamente, ou seja, a
inativagdo da lactato desidrogenase, a super produgdo de «-acetolactato sintetase € a
inativagdo da a-acetolactato descarboxilase. Salienta que quando estas linhagens foram
construidas, observou-se um gargalo tecnologico em relacdo a estabilidade do diacetil, que
pode ser degradado pela enzima diacetil redutase. Por outro lado, testes tecnoldgicos
efetuados com o mutante super produtor de diacetii MCO10, em buttermilk e queijo

Cheddar evidenciaram maior producdo e estabilidade do diacetil, tanto em relagdo as
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linhagens parentais testadas como aos mutantes obtidos por outros grupos de pesquisa

(Henriksen et al., 1999).

| DBO0410 %
1
w Transformagio ALY

I DB0410/pMCO04 pMCO004
Ile+ Val
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Figura 3. Descri¢do esquematica dos passos utilizados para selecionar o mutante MCO10,
deficiente na enzima o-acetolactato descarboxilase (Ald). DB0410: linhagem selvagem de
Lac. lactis subsp. diacetylactis, pMC004: plasmidio contendo os genes que codificam a
biossintese de isoleucina e valina; Ile” Val™: linhagem prototrofica para isoleucina e valina;
CDM: meio de cultivo quimicamente definido; Leu®: fenétipo resistente a leucina (Curic,

1999).
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A mutagio que originou a deficiéncia da enzima Ald ocorreu espontaneamente ¢ a
linhagem curada do plasmidio ndo contém DNA estranho, segundo analise do genoma da
linhagem mutada, realizada por Curic (1999) podendo, portanto, ser considerada como de
grau alimentar (food — grade).

Entretanto, por ter sido usada uma técnica de genética molecular, sua aplicagao
dependera das regulamentagdes a que sdo submetidos 0s organismos geneticamente
modificados no Brasil (Lei 8.974/95) e da analise de diversos orgdos governamentais com
Ministério da Saude, ANVISA (Agencia Nacional de Vigiladncia Sanitaria) e CTNBio
(Conselho Nacional de Biosseguranga). Nos EUA esta linhagem nao ¢ considerada como
sendo geneticamente modificada, havendo varios produtos que a utilizam sendo
comercializados neste pais.

Este mutante espontdneo €, portanto, a primeira bactéria lactica modificada
geneticamente colocada efetivamente no mercado. Esta sendo comercializado também em
outros paises incluindo Chile, Peru, Bolivia e Venezuela, onde também se reconhece que
seu genoma ¢ idéntico ao ja existente na linhagem parental. O beneficio para o consumidor,
da existéncia de altos niveis de diacetil nos queijos e alguns leites fermentados, reflete no
aumento e maior duragdo do sabor e aroma (flavour), assim como o aumento da vida de
prateleira dos produtos.

Existem diversas possibilidades de utilizagdo das bactérias produtoras de diacetil em
produtos lacticos fermentados no Brasil, desde a intensificacdo de sabor de queijos como
Minas frescal e Prato, até o desenvolvimento de novos tipos de leites fermentados, tais

como o buttermilk, ainda inexistentes no pais.
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3.3.3. Enterococos

Dentre as possiveis utilizagdes de linhagens produtoras de diacetil, esta a fabricagio
de leites fermentados tipo buttermilk, um produto ainda ndo disponivel no Brasil. O
desenvolvimento da bebida lactica fermentada tipo buttermilk e sua aceitagdo no mercado
consumidor também fazem parte dos objetivos deste trabalho e serdo discutidos mais a
frente.

O diacetil ¢ um composto que confere aroma e sabor caracteristicos a diversos
produtos lacticos; por isso, a selecdo de bactérias lacticas produtoras de diacetil possibilita
a disponibilizagdo de novas linhagens para uso na indastria de laticinios, com maior
variabilidade genética e possivelmente com sistemas naturais de resisténcia a bacteriofagos.

Os produtos lacticos industrializados no Brasil sdo produzidos a partir de leite
pasteurizado, com severa diminui¢do da microbiota natural, e a fermentagdo € realizada por
microrganismos que compdem os fermentos comerciais, 0 que garante a qualidade sanitaria
e as caracteristicas tipicas de aroma e sabbr. A medida que os fermentos comerciais sio
mais difundidos entre os produtores, devido a eficiéncia e superioridade das linhagens que
os compdem, diminuem, por outro lado, a diversidade bacteriana, e dificultam o isolamento
de linhagens tipicas brasileiras, uma vez que a maior parte dos fermentos sdo desenvolvidos
por empresas multinacionais.

O grupo das bactérias lacticas, foi descrito em 1919, por Orla Jensen (Priest, 1993)
como um agrupamento dos géneros (Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e
Pediococcus). Sao bactérias Gram positivas, ndo esporuladas, catalase-negativas e
estritamente fermentativas. Esta classificagdo € valida até hoje, mas com o advento de

novas técnicas que auxiliam a classifica¢do taxonémica, anteriormente baseada no estudo
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da morfologia, fisiologia € do metabolismo bacteriano, novos géneros foram incluidos
neste grupo, formado atualmente por doze géneros bacterianos. Os Streptococcus foram
subdivididos em trés novos géneros: Lactococcus, FEnterococcus e Streptococcus Esta
subdivisio foi baseada em caracteristicas fenotipicas (capacidade de crescimento em
determinadas condigdes), bioquimicas e moleculares (Salmien & Von Wright, 1993; Jay,

2000).

Historicamente, as linhagens do género Strepfococcus eram identificadas
sorologicamente de acordo com a classificagdo de Lancefield (Priest, 1993), o que
facilitava a identificaggo dos microrganismos patogénicos. Hoje em dia esta classificag@o
tem menor importancia, mas as bactérias anteriormente denominadas Streptococcus, que
possuem o antigeno D, também denominados estreptococos fecais, s3o os atuais
Enterococcus. Os estreptococos lacticos do grupo N pertencem ao novo género dos
Lactococcus, com espécies bastante utilizadas na induastria de laticinios (Salmien & Von
Wright, 1993). Dos estreptococos propriamente ditos, apenas o St. thermophilus ¢ utilizado
na fermenta¢do do leite e forma com Lactobacillus acidophillus e Lb. bulgaricus, as
culturas mistas utilizadas na producéo de iogurtes (Tamime, 1999).

As vias metabolicas para a produgio de diacetil e acetoina (descritas anteriormente)
sdo comuns a todo o grupo das bactérias lacticas, capazes de produzir estes compostos a
partir do citrato e que, de maneira geral, estdo associadas aos habitats ricos em nutrientes,
como leites, carnes e vegetais, mas também sao membros da microbiota intestinal e vaginal
normal dos mamiferos (Salmien & Von Wright, 1993).

Os produtos lacticos industrializados no Brasil sdo produzidos com leite

pasteurizado, ou seja, com severa diminui¢do da microbiota natural, e a fermentagdo ¢
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realizada por microrganismos selecionados que compdem os fermentos comerciais, 0 que
garante a qualidade sanitaria e as caracteristicas tipicas de aroma e sabor mas provoca a
diminuigdo da diversidade bacteriana. Este tipo de fermento selecionado também € mais
susceptivel aos fagos, pois geralmente é composto por linhagens definidas. O isolamento e
selecdo de bactérias lacticas a partir de queijos artesanais possibilitam a disponibilizagdo
de novas linhagens para uso na industria de laticinios, com maior variabilidade genética e
possivelmente com sistemas naturais de resisténcia a bacteriéfagos.

A principal fonte de novas linhagens fermentadoras € o proprio leite cru ou os
queijos produzidos de maneira artesanal a partir deste tipo de leite, em regides onde os
animais leiteiros ndo tenham contato com fermentos comerciais.. Devido a importancia da
microbiota do leite na produgdo de determinadas caracteristicas, alguns queijos artesanais
europeus sdo produzidos a partir de leite cru e recebem um registro de certificagdo de
origem (RDO — Registered Designation of Origen) (Gomez ef al., 1999).

A selecio de microrganismos que compdem os fermentos lacticos comerciais €
sempre feita visando a obten¢do de linhagens que apresentem boas caracteristicas
tecnologicas, como velocidade de acidificagdo, compatibilidade com as outras espécies que
compdem o mesmo fermento e boa capacidade de producdo de diacetil, o composto volatil
responsavel pelo aroma tipico da manteiga, do buttermilk e de alguns tipos de queijos
(Kurmann et al., 1992).

Os lactococos sdo considerados integrantes da microbiota natural do leite, podendo
ser isolados também de material vegetal. Apenas a biovariedade diacetylactis € capaz de
produzir CO; e diacetil a partir do citrato, enquanto que os enterococos sdo considerados

indicadores de contaminac¢io fecal nos alimentos e na agua, pois a principal fonte deste
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género de microrganismos € o trato gastrointestinal de animais e humanos (Robinson,
1990; Jay, 2000).

Além de fornecerem os compostos volateis que participam da composi¢do do aroma
e sabor dos produtos fermentados, alguns microrganismos que compdem a microbiota do
leite também apresentam caracteristicas que os tornam interessantes como probidticos, ou
seja, culturas vivas que trazem efeitos benéficos quando ingeridas por animais € humanos.
Os microrganismos considerados probioticos sdo capazes de colonizar o trato digestivo do
hospedeiro, melhorando o balango entre as espécies que vivem neste ambiente, prevenindo
infec¢des por microrganismos patogénicos.

Ja existem disponiveis no mercado preparagdes de diversas espécies de bactérias
lacticas consideradas probioticas, vendidas com suplemento alimentar, entre elas,
linhagens selecionadas de Enterococcus faecium, como a SF68, cujo uso tem sido estudado
no tratamento de desordens intestinais, ja que apresenta efeito inibitorio do crescimento in
vitro de E. coli, Salmonella sp, Shigella sp e Enterobacter sp, sendo uma alternativa ao uso
de antibiéticos no tratamento da diarréia. Outro estudo demonstrou o efeito preventivo de
diarréias e mucosites desta mesma linhagem em pacientes tuberculosos, que necessitam de
longos tratamentos com antibidticos que provocam o desequilibrio da microbiota intestinal

(Franz et al, 1999).
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4. METODOLOGIA
4.1. Selecao de Microrganismos Produtores de Diacetil

1- Microrganismos utilizados

Os microrganismos utilizados, pertencentes & cole¢do de culturas do Centro de
Pesquisa e Desenvolvimento de Laticinios —- TECNOLAT, do Instituto de Tecnologia de
Alimentos — ITAL (Campinas, SP), incluiam 54 linhagens isoladas de queijo Prato
industrializado e nove linhagens isoladas de queijo tipo Minas Frescal provenientes da

regido de Itajuba, MG, produzidos de modo artesanal (Tabela 1).

Tabela 1. Microrganismos utilizados

NOME/N° ESPECIE ORIGEM UTILIZACAO
LINHAGENS
A Enterococcus sp Queijo Prato da marca A | Teste de produgao
de diacetil
B Enterococcus sp Queijo Prato da marca B | Teste de produgio
‘ de diacetil
C Enterococcus sp Queijo Prato da marca C | Teste de producio
de diacetil
D Enterococcus sp Queijo Prato da marca D | Teste de produciio
de diacetil
Qa9 E. faecium Quetjo tipo Minas Frescal | Teste de produgio

(1dentificadas neste
trabalho)

artesanal

de diacetil

Lac. lactis subsp
lactis bievar

Lac. lactis subsp.
lactis biovar.

Wiesby, Alemanha

Controle positivo
Teste diacetil

diacetylactis A | diacetylactis
Lac. lactis subsp | Lac. lactis subsp. Wiesby, Alemanha Controle negativo
lactis 81 lactis 81 teste diacetil
Staphylococcus | Staphylococcus Laboratério de Controle positivo
aureus aureus Microbiologia - ITAL teste de hemolise e

DNAse

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Laboratério de
Microbiologia - ITAL

Controle positivo
teste da gelatinase
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2- Manutencio e conservac¢io dos microrganismos

Os microrganismos da cole¢do de culturas do Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Laticinios foram criopreservados a - 70 °C e - 20°C em caldo BHI
(Brain Heart Infusion Broth, Merck - Alemanha) adicionado de 20% de glicerol. Foram
congeladas varias copias de cada microrganismo isolado e a cada experimento uma delas
era descongelada, para garantir que sempre se tratava da mesma cultura, evitando-se

repiques consecutivos e possiveis contaminag¢des ou perdas das culturas iniciais.

3- Isolamento das linhagens

Antes de cada experimento, as culturas eram ativadas em caldo BHI e reisoladas
em meio solido (Agar BHI, Merck - Alemanha) sendo incubadas a 30° C por 48 horas.
Apos o crescimento, colonias isoladas foram analisadas quanto a morfologia por
microscopia, para verificagdo da pureza. O mesmo procedimento foi realizado antes do

congelamento das culturas.

4- Classificacdo taxonomica das bactérias

4.1. Caracteristicas morfolégicas
A morfologia celular ¢ a reacdo das linhagens a coloragdo de Gram foram
observadas em Microscépio Zeiss (1.000 X), apds a coloragdo de esfregagos dos cultivos

ativados em caldo BHIL.
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4.2, Atividade da catalase (Harrigan & MacCance,1976)

As linhagens foram inoculadas em caldo BHI e incubadas a 21°C por 24 horas.
Apés incubagdo, 1,0 mL da cultura teste foi transferido para outro tubo, ao qual foi
adicionado 1,0mL de peroxido de hidrogénio 3,0%, preparado no momento do teste. A
formagdo de efervescéncia, provocada pela liberagao de oxigénio livre, foi indicativa da

atividade de catalase.

4.3. Producio de acetoina e/ou diacetil por teste de Voges-Proskauer (VP)
Método modificado por Barritt em 1936 (Harrigan & MacCance, 1976).

As culturas foram inoculadas em caldo BHI e incubadas a 21°C por 24 a 48 horas.
Ap0s incubagio, 1,0mL da cultura teste foi transferido para outro tubo de ensaio, ao qual
foram adicionados 0,5mL de a-naftol a 6,0% e 0,5mL de hidroxido de potassio 16%.
Apbs agitagdo, o desenvolvimento de um anel de coloragdo vermelha foi indicativo de
reagdo positiva, ou seja, produgdo de acétoina ou de algum outro composto do grupo

acetilmetilcarbinol.

4.4. Hidrolise de arginina (Harrigan & MacCance, 1976).

As culturas foram inoculadas em caldo arginina e incubadas a 21°C por 24 a 48
horas. Apos incubagdo, 1,0mL da cultura teste foi transferido para outro tubo de ensaio, ao
qual foi adicionado 1,0mL de reagente de Nessler. Apds agitagdo do tubo, ©
desenvolvimento de coloragdo laranja foi indicativa da presenca de amonia formada a partir

da hidrélise da arginina
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4.5. Determinaciao da fermentacao de citrato

Visando confirmar a utiliza¢do de citrato para a produgdo de diacetil, foi utilizado o
método quimico qualitativo desenvolvido pelo Centro Tecnologico de Valdivia, Chile. As
linhagens foram inoculadas em leite desnatado 10% e incubadas por 72 horas. Apés a
incubagdo, 0,25 mL da cultura foi transferido para outro tubo, ao qual foram adicionados
1,25 mL de anidrido acético e 0,5 mL de piridina. Apds agitagdo, o desenvolvimento de
coloragdo branca foi indicativo da utilizagdo de citrato, enquanto a coloragdo amarela a
marrom indicou reag@o negativa.

O periodo de incubagdo de 72 horas a 21°C foi padronizado para este teste, pois foi
observado que os resultados intermediarios se definiam e, a partir dele, ndo se observavam
outras alteragdes. Com periodos de incubagdo menores, varias culturas, inclusive o
controle positivo, apresentavam resultados intermediarios (coloragdo amarelada no tubo
apés reagdo). ApoOs este periodo foi observado que a coloragdo adquirida com a adi¢do dos
reagentes permanecia estavel , sem alteracdo, sendo possivel avaliar com seguranga os

resultados positivos e negativos.

4.6. Caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas (Harrigan & MacCance, 1976).

4.6.1. Capacidade de crescimento em diferentes temperaturas

As culturas foram inoculadas em caldo BHI e incubadas a 10°C, 40°C e 45°C por 24
a 48 horas. Apds incubagdo, foram observadas as caracteristicas de crescimento das
linhagens quanto a presenga ou nio de turvagdo, tipo de sedimento formado e

desenvolvimento ou ndo de pelicula superficial.
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4.6.2. Toleriancia ao cloreto de sodio

As culturas foram inoculadas em caldo BHI acrescido de 4% ou 6,5% de NaCl e
incubadas a 21°C por 24 a 48 horas. As caracteristicas de crescimento foram observadas

apds incubagio.

4.6.3. Tolerincia ao pH alcalino
As culturas foram inoculadas em caldo BHI com pH ajustado para 9,2 e 9,6 e
incubadas a 21°C por 24 a 48 horas. As caracteristicas de crescimento foram observadas

apos incubacio.

4.7. Crescimento em meio KF (Difco, EUA)
As linhagens foram plaqueadas na superficie de meio KF (meio seletivo para
enterococos) e incubadas a 30°C, por 24 a 48 horas. Apds incubagdo, a presenca de

coldnias vermethas foi indicativa de enterococos.

4.8. Caracterizacio bioquimica e enzimatica por sistema miniaturizado

4.8.1. Sistema de Galerias API (bioMérieux, Franca)

As linhagens foram semeadas por esgotamento em &gar BHI e incubadas a 30°C por
24 horas. A partir das coldnias obtidas, fez-se uma suspensdo concentrada das células em
tubos com 1 mL de solugdo fisiolégica. A concentragdo de células foi ajustada de acordo
com a escala de McFaland numero 5. Esta suspensdo foi transferida para o tubo de meio
para fermentagdo, o API 50 CHL. Este meio foi entdo inoculado no sistema de galerias

API, e incubado em sistema da cAmara Gmida, a 30°C por 24 horas. Os resultados obtidos
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foram submetidos a um programa de identificacdo, fornecido pelo fabricante, para a

identificagdo dos microrganismos testados.

4.8.2. Sistema “BBL Crystal Gram Positive” (Becton Dickinson, Franga)

As linhagens foram semeadas por esgotamento em agar BHI e incubadas por 24
horas a 30°C. As colonias obtidas foram transferidas para o tubo com fluido de indculo até
a concentracio atingir a escala de McFaland nimero 5. Esta suspensdo foi ent3o vertida na
base preta do sistema, que foi fechada com a tampa que contém os substratos. Os painéis
foram incubados por 24 horas a 30°C, em sistema da cdmara umida. Para a identificacdo
das espécies, os resultados foram analisados no software Crystal Eletronic Codebook que

compde o sistema.

5- Homologia entre as linhagens selecionadas

A obteng@o do DNA gendmico foi feita de acordo com o método de extragdo em
pequena escala (Pitcher er al. , 1989), com algumas adaptacdes, como a friccdo do
sedimento celular com igual volume de pérolas de vidro e incubag@o com 2,0mg
mL™ de lisozima. a 37 °C por 45 minutos, para facilitar a lise celular. O DNA gendmico foi
quantificado por eletroforese em gel de agarose e submetido a amplificagdo (PCR) com
primers de seqiéncia conhecida (REP, ERIC, BOX, Pharmacia, Inglaterra). Apos a
amplificagdo, este material foi submetido a eletroforese em gel de agarose, para a
visualizacdo das seqiiéncias amplificadas (bandas de DNA). A comparacdo foi feita através
do sistema Gene Compare (Applied, Bélgica) que permite a criagdo de dendogramas que

mostram o grau de similaridade entre as linhagens testadas.
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5.1. Extragao do DNA genémico

As linhagens foram inoculadas em caldo BHI e incubadas a 30°C por 24 horas.
Aliquotas de 1,5mL de cultura foram centrifugadas duas vezes consecutivas (13.000 rpm
por 3 minutos) em solugdo tampio Tris’EDTA pH 8 (TE pH 8). Os sedimentos foram
homogeneizados com igual volume de pérolas de vidro para facilitar a lise de células.

Os sedimentos de células foram recolocados em suspensdo em tubos contendo
100uL. de solugdo TE pH 8,0, suplementado com 2,0 mg por mL" de lisozima e incubados
a 37°C por 45 minutos. A cada 15 minutos, os tubos eram agitados para homogeneizar as
suspensdes. Quando estas ficaram completamente limpidas, foram adicionados 500 uL de
solugdo de guanidina tiosianato SM. As suspensdes contendo o material intracelular
permaneceram a temperatura ambiente por 5 a 10 minutos. Apds este periodo, foram
resfriadas em banho de agua a 4°C. Em seguida, foram adicionados 250ul de acetato de
aménio 7,5 M e elas foram mantidas a 4°C por mais 10 minutos, apds os quais foram
adicionados 500uLl de clorof(')nnio—élcod isoamilico (24:1, v/v), seguido de agitagdo
manual e centrifugagdo (13.000 rpm por 10 minutos) para a precipitagdo seletiva do
material celular.

Os sobrenadantes obtidos foram transferidos para um novo tubo de microcentrifuga,
ao qual foi adicionado 0,54 vol. (~430 pL) de isopropanol gelado para precipitar o DNA.
Os tubos foram invertidos varias vezes para misturar as solugdes € novamente
centrifugados a 6.500 rpm por 2 minutos. Os precipitados de DNA obtidos foram
centrifugados por 3 vezes consecutivas com etanol 70% (v/v) para retirada dos residuos e

secos em estufa a 37°C.
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Quando os tubos ficaram completamente secos, adicionaram-se 200uL de TE pH
8,0 e 2uL de RNAse A e incubou-se por 1 hora a 37°C. Apds a adi¢do de 40 uL de cloreto
de litio 4M (ou 20uL 8M) para remover as proteinas, acrescentou-se 1 vol (240 ulL) de
cloroformio-alcool isoamilico. As fases foram misturadas manualmente até a emulsificagdo
e, entdo, centrifugadas (6.500 rpm/6min).

Os sobrenadantes foram coletados e os DNAs precipitados com 2 volumes de etanol
gelado e novamente  centrifugados (13.000 rpm/2min). Os precipitados foram
centrifugados por 2 vezes consecutivas com 500 uL de etanol 70% e secos em estufa
37°C. O DNA obtido foi recolocado em suspensio em 20 a 50 uL (dependendo da

concentragio estimada do DNA) de agua Milli-Q e estocado a 4°C.

5.2. Quantificacio do material extraido

Para avaliar a pureza e quantificar o DNA, foi realizada a medida da absorbéncia a
260nm (GeneQuant, Pharmacia Biotec, Inglaterra) da solugdo de DNA diluida na
propor¢ao de 1:100, em um volume total de 100uL. Devido a imprecisdo deste método, a
quantificacdo do DNA também foi feita por eletroforese em gel de agarose 0,8% preparado
em TEB 1X (Trs, EDTA e Borato). Aliquotas de 2,0uL. de corante foram misturadas com
1,0ul das amostras e aplicadas nos géis. A corrida eletroforética foi de 100 Volts, durante
1 hora. Como padrio foram aplicados volumes de 1 puL, 2 uL, 4ul., 8 pL e 16 ul. de DNA
do fago A, diluido 1: 20, equivalentes a 25ng, 50ng, 100ng, 200ng e 400ng,

respectivamente.



5.3. Ampliacio do DNA com primers (Pharmacia Biotec, Inglaterra) de
seqiiéncias conhecidas
A ampliacdo do DNA extraido das 9 linhagens de Enterococcus faecium e da
linhagem comercial de Lac. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis foi feita com descrito a
seguir.
5.3.1. REP-PCR
As amostras de DNA foram preparadas em concentragdo de 100ng e volume final
de SuL. O programa de amplificagdo foi:
6 min. a 95°C
1 min a 94°C
1 min a 40°C
8 min a 65°C
Repetiram-se 30 ciclos de 2 a 4
16 min a 65°C
manutencio a 4°C até os tubos serem retirados do aparelho.
As seqiiéncias dos primers utilizados para o REP-PCR foram as seguintes:
REP 2-I c6d. 2943 (da extremidade 5’ para a 3’- 18 nucleotideos)
ACG ACT TAT CAG GCC TAC
* REP cod. 2942 (da extremidade 5’para a 3’ — 18 nucleotideos)

AAA ACG ACG ACA TCA GGC
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5.3.2. ERI-PCR:

As amostras de DNA foram preparadas na concentragdo de 100ng e volume final de

5ul. O programa de amplificagio foi:

7 min. a 95°C.

1 min a 94°C,

1 min a 52°C,

8 min a 65°C
Repetiram-se 30 ciclos de 2 a 4

16 min a 65°C

manutengio a 4°C até os tubos serem retirados ‘do aparelho
Para o ERIC-PCR as seqiiéncias dos primers utilizados foram as seguintes:
. ERIC 2 c6d 2945 (da extremidade 5° para a 3’- 22 nucleotideos)
AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G

. ERIC IR c6d 2944 (da extremidade 5° para a 3’ — 22 nucleotideos)

ATG TAA GCT CCT GGG GATTCA C

5.3.3. BOX-PCR

As amostras de DNA foram preparadas na concentragdo de 100ng e volume final de
5uL. O programa de amplificagdo foi:
7 min. a 95°C;
1 min a 94°C,
1 min a 53°C,

8 min a 56°C



Repetiram-se 30 ciclos de 2 a 4

um ciclo final de extensio a 65°C por 16 min

manutengdo a 4°C.

Para BOX-PCR o primer utilizado foi seguinte:

BOX AIR cdd. 2946 (da extremidade 5° para 3’- 22 nucleotideos)

CTA CGG CAA GGCGACGCTGACG

6- Determinacio do potencial de patogenicidade das linhagens de

enterococos produtoras de diacetil

6.1. Atividade de hemolisinas

As linhagens foram inoculadas em estrias na superficie de agar BHI suplementado
com 5% de hemacias de carneiro desfibrinadas (Biotério Boa Vista, Campinas) e
incubadas a 37°C por 48h. Apos incubagdo, a formagdo de halos ao redor das col6nias foi
indicativa da atividade de hemolisinas (o. hemolise - parcial e § hemdlise - total). Como
controles positivo e negativo, foram utilizadas linhagens de Staphylococcus aureus e Lac.

lactis subsp lactis biovar diacetylactis, respectivamente.

6.2. Producio de gelatinase

As linhagens foram inoculadas em tubos contendo agar gelatina nutriente (Merck,
Alemanha) e incubadas a 21°C por 7 dias. Apos incubagio, a presenga de liquefagdo do
meio foi indicativa de reagio positiva para a produgdo de gelatinase. Como controle
positivo foi utilizada uma linhagem de Bacillus cereus e como controle negativo meio de

cultivo ndo inoculado.
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6.3. Atividade de termonucleases

Agar Bacto - DNAse Test (Difco, EUA) suplementado com 0,83% de azul de
toluidina 1% foi depositado em placas de Petri. Apos solidificagdo e secagem do agar,
foram feitos varios pogos com o auxilio de um pipeta Pasteur esterilizada. Cada poco foi
inoculado com 50 pL de cultivos ativos em caldo BHI, previamente tratados em agua
fervente por 15 minutos. Apés incubagdo a 37°C por 24h, os meios foram analisados
quanto a presenca de zonas de coloragdo rosa ao redor dos pogos, indicativas de atividade

de termonuclease.

7- Determinacao do teor de diacetil das linhagens selecionadas

As linhagens isoladas de queijo Minas frescal foram inoculadas em leite desnatado
10% e incubadas a 21°C por 16 horas para a determinagdo do teor de diacetil produzido.

Para a quantificagio de diacetil, foi seguida a metodologia descrita por Richelieu ef
al. (1997) para determinagdo de acido alfacetolactico e compostos volateis por
cromatografia gasosa acoplada a um analisador automatico de espago livre (headspace). O
método consiste na adi¢do de 1 mL da amostra fermentada em frasco de 20 mL contendo
0,5mL de solugdo tampao fosfato pH 7,0 e extragdo dos volateis presentes na amostra com
auxilio de um Analisador de Espagolivre HP 7694E. Os frascos foram aquecidos a 60°C
durante 20 minutos e 1,0 mL do espago livre do frasco foi automaticamente injetado em um
cromatografo a gas, HP 5890, operando com detetor de ionizagdo de chama nas seguintes
condigoes:

e Coluna capilar HP-FFAP com comprimento de 50 m e didmetro interno de 0,20mm
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Temperaturas: coluna: inicial: 80°/2 minutos
Razdo: 30°C/min
Final: 140°/6 minutos
Vaporizador: 180°C
Detetor: 250°C

Injecdo split

Condigoes Headspace

Aquecimento do frasco: 60°C

Loop: 110°

Linha de Transferéncia (7ransfer line): 110°C

Tempo de analise (GC cycle fime): 10 minutos

Tempo de aquecimento do frasco (Viel eq. Time): 20 minutos
Tempo de pressurizagido (Pressurization time): 0,30 minuto
Tempo de enchimento do Loop (Loop fill time): 0,20 minuto
Tempo de equilibrio do loop (loop eq. Time) : 0,15 minuto
Tempo de injegdo (Inject time): 1 minuto

Pressao do frasco (Vial press): 17,9 psi

Pressdo do gas de arraste (Carr. Press): 27,8 psi

O diacetil foi quantificado por padronizagio externa, utilizando-se 1 mL de leite, 0,5

mL de solugio tampio e concentragdes conhecidas de diacetil (Sigma, EUA). O limite de

detecgdo do método foi de 0,4mg de diacetil/L de produto.
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4.2. Processamento da bebida lactica fermentada

1- Microrganismos utilizados

As culturas lacticas comerciais  utilizadas eram compostas por linhagens
selecionadas de Lac. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, Leuc. mesenteroides subsp.
cremoris e por Lac. lactis subsp. cremoris. S&o eles:

a) Probat 606 Visbycvac (Wiesby GmbH & Co., Alemanha), utilizado em
experimento preliminar para definir condi¢des de fabricagdo e definigdo dos pardmetros de
analise sensorial;

b) CH-N22 (Chr Hansen do Brasil, Valinhos, Sao Paulo)

c) XF 12 (Chr Hansen, Milwakee, EUA), contendo a linhagem mutante MCO10, de
Lac. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, com produgdo aumentada de diacetil.

O fermento Probat 606 foi gentilmente cedido pela B.V. Representagdes Com.
Prod. para Laticinios Ltda (SP) enquanto os fermentos CH-N22 e XF 12 foram gentilmente

cedidos pela Chr. Hansen do Brasil (Valinhos, SP).

2- Manutencio e conservacio das culturas

Os fermentos Probat 606 ¢ CH-N22, que estavam na forma liofilizada, foram
adicionados a 2L de leite desnatado e esterilizado. Estas misturas foram entdo
homogeneizadas e aliquotadas para obtengdo de volumes de inoculos suficientes para os
processamentos, ou seja, aliquotas que contivessem microrganismos na propor¢do final em
relagdo ao volume de leite padronizado utilizado em cada processamento igual a 2%. Estes

foram entio congelados a - 20°C.
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O fermento XF 12 foi recebido congelado, sendo entdo descongelado, aliquotado de
maneira a obter-se a propor¢do final em relagdo ao volume de leite utilizado nos
processamentos (2%) e novamente congelado. Como este fermento contem microrganismos
geneticamente modificados (OGM), sua manipulagdo foi feita de acordo com as
determinagbes da CTNBio, ou seja em regime de conteng@o, para evitar que estes
microrganismos modificados geneticamente tivessem acesso ao ambiente. Todo o material
utilizado (vidrarias e material descartavel para analise sensorial) foi autoclavado ou
submetido a lavagem com solu¢do de hipoclorito para eliminagdo dos microrganismos

presentes.

3-  Processamentos de leite fermentado tipo buttermilk

Foram feitos testes preliminares com o fermento comercial Wiesby, para definigdo
do teor de gordura do leite (0,3%; 0,6% e 1%) mais adequado para a produg@o da bebida.
Para tal, quantidades de 2000 mL de leite désnatado (Molico, Nestlé) e reconstituido foram
acrescidas de trés diferentes teores de gordura (creme de leite Vigor), pasteurizadas
(65°C/30 min), resfriadas a 20°C, inoculadas com o fermento e incubadas a 21-23°C
durante um periodo de 16 horas. A bebida foi entdo avaliada quanto ao pH, acidez,
confirmagdo do teor de gordura, além de caracteristicas microbiologicas e sensoriais, a fim
de ajustarem-se os pardmetros experimentais.

Ap6s a definigdo daqueles pardmetros, foi realizado um processamento inicial de
buttermilk, utilizando-se apenas o fermento tradicional (Figura 4), para caracterizagao da
bebida e sua aceitagdo pelo consumidor. Neste processamento foi utilizado o leite

desnatado reconstituido (Molico, Nestlé), acrescido de 0,6% gordura (Creme de leite



Vigor), como definido nos testes preliminares. O leite em po foi reconstituido em agua
mineral (Serra Negra) e pasteurizado a 65°C por 30 minutos.

O leite pasteurizado foi inoculado com 2% do fermento comercial (Probat 606
Visbycvac) e incubado a 21-23°C durante um periodo de 16 horas, quando o valor de pH
atingiu 4,52. Imediatamente apos a homogeneizacio, o leite coagulado foi separado em
duas porgdes, a maior das quais (15 litros) foi acrescida de 10% de agucar para a analise
sensorial. A bebida foi entdo resfriada a 4°C e envasada em garrafas plasticas de 1 litro,
para armazenamento em camara frigorifica a 4°C e estudo da vida de prateleira.
Periodicamente, foram tomadas amostras da bebida formulada (com agucar) e da ndo
formulada para a avaliagdo das caracteristicas fisicas, quimicas e microbiologicas. Assim,
essas analises foram efetuadas apos 1, 7, 14, 21 e 28 dias do processamento. A analise
sensorial foi feita apenas com o produto formulado, no primeiro dia apos o processamento.

O processamento final foi realizado com leite padronizado como ja descrito, que foi
dividido em 2 porg¢des de 20 litros, acrescidas dos fermentos comerciais CH-N22 (Chr
Hansen do Brasil, Valinhos, Sdo Paulo) e XF 12 (Chr Hansen, Milwakee, EUA), contendo
a linhagem mutante MCO10 de Lac. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, com produgdo
aumentada de diacetil, incubadas a 21-23°C durante um periodo de 14 horas, quando o
valor de pH atingiu 5,0. Imediatamente apos a homogeneizagdo, cada leite fermentado foi
dividido em duas por¢des, uma das quais foi acrescida de 10% de agucar para a analise
sensorial. A bebida foi entdo resfriada a 4°C, e envasada em garrafas plasticas de 1 litro.
Periodicamente, foram tomadas amostras da bebida com e sem agticar, para a avalia¢do
das caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas. Assim, essas andlises foram

efetuadas apos 1, 14 e 28 dias do processamento. A analise sensorial das duas bebidas fo1
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feita com os produtos com e sem agucar, no primeiro e no 28 ° dia apos o
processamento.

Todos os processamentos de buttermilk foram realizados na planta piloto do
TECNOLAT, em regime de contengdo, de acordo com as normativas editadas pela

CTNBio.
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Leite Padronizado
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Adigdo do Fermento
(Leuc mesenteroides , Lc lactis subsp lactise
Lc lactis subsp lactis biovar diacetylactis)
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(ate pH 5,0)

B A

Homogeneizagdo codgulo
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Refrigeracdo a 4 °C)
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Figura 4. Fluxograma de producao de buttermilk
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3.1. Determinag¢des Microbiologicas

As analises microbioldgicas foram feitas de acordo com as metodologias de analises
oficiais, incluindo contagem de mesofilos totais em PCA adicionado de TTC, de bolores e
leveduras em PDA, quantificacdo de coliformes totais e fecais (Vanderzant &
Splittstoesser, 1992). para verificagdo do padrdo microbiologico dos leites fermentados
produzidos e se estes estavam dentro dos parametros exigidos pela legislagao.

Para a contagem de bactérias lacticas foi utilizado o meio de Nickels e Leesment
modificado, que permite a diferenciagdo das trés espécies de bactérias produtoras de acido
lactico presentes nos fermentos utilizados na produgdo de buttermilk (Volgensen, 1987). O
meio diferencial contem citrato de calcio, sal insoluvel que ¢ metabolizado pelas espécies
fermentadoras do citrato (Leuconostoc mesenteroides e Lac. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis), o que provoca a formagdo de um halo transparente ao redor das colonias.

A diferenciac¢do entre as espécies fermentadoras do citrato € feita com a adigdo de
X-Gal (5-Bromo-4-chloro—3—indolyl—B-D-gzﬂactopyranosidio), um analogo da galactose,
que € metabolizado apenas por linhagens de Leuconostoc mesenteroides, as quais passam
a apresentar colonias de coloragdo verde azulada .

Todas a analises microbiologicas foram realizadas no 17, 7° 147 21° e 28" dias
apos a fermentagdo no processamento inicial e apds 1, 14 e 28 dias no processamento

final.
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3.2. Determinacées Fisicas e Quimicas:

pH: foi determinado por meio de potencidmetro Micronal B 474

Acidez titulavel: foi determinada segundo os Métodos Analiticos Oficiais para
controle de produtos de origem animal e seus ingredientes (Lanara, 1981). Como o
fermento € composto por bactérias produtoras de gas, para evitar obtengdo de um
valor falsamente elevado de acidez, as amostras foram submetidas a agitagdo antes
da titulagdo (Furtado, 1987).

Gordura: a padronizagio do teor de gordura do creme de leite foi feita mediante
método de Gerber (Instituto Adolfo Lutz, 1985). Para o leite padronizado e para
bebida pronta foi utilizada a metodoldgia preconizada por Mojonnier (AOAC,
1980), uma vez que o teor de gordura é muito baixo e o método de Gerber € menos
sensivel.

Extrato seco total: o teor de EST dos leites padronizados e das bebidas
fermentadas foi determinado pelo método de secagem das amostras juntamente com
areia tratada até peso constante (7 horas), em estufa a 102 + 2°C (International
Dairy Federation, 1982).

Lactose: foi determinada de acordo com o método fenol sulfirico
espectrofotométrico adaptado de Acton (1977). Realizada apenas nos produtos sem
adi¢do de agucar.

Proteina Total: foi determinada de acordo com o método da International Dairy

Federation (1962).
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e Carboidratos (acicares redutores e nio redutores): foram determinados pelo
método de Lane-Eynon (Lanara, 1981), realizado nos produtos com adigdo de
agucar.

& Valor calérico foi calculado a partir dos valores obtidos das determinagbes dos
teores de gordura, proteinas e carboidratos ou lactose (das bebidas formuladas e nio

formuladas, respectivamente).

Calorias = (Carboidratos + proteinas ) x 4 + gordura x 9

e A determinagio de diacetil foi feita por cromatografia gasosa (Richelieu, 1997).

No processamento inicial, o leite fermentado ndo formulado foi mantido estocado a
4°C por 28 dias e, nos dias 7, 14, 21 e 28 apods a fermentacdo, foi realizada a determinagao
de pH, acidez titulavel e lactose para monitoramento da qualidade do produto, todas de
acordo com as metodologias citadas anteriormente. No processamento final, o

monitoramento foi feito no 14 e 28 dias apos a fermentagao.

3.3. Analise Sensorial

As analises sensoriais deste trabalho foram realizadas no Nucleo de Analises
Fisicas, Sensoriais e Estatistica (Lafise) do ITAL. A avaliagdo sensorial foi feita atraves
dos orgdos dos sentidos, principalmente do gosto, olfato e tato, quando o alimento ou
bebida € ingerido. Os métodos de avaliagdo sensorial s3o subjetivos e baseados na resposta
aos estimulos.

Para a determinagio do teor de gordura mais adequado a produgio do buttermilk, foi

realizado um teste de ordenagdo, no qual uma série das trés amostras foi apresentada
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simultaneamente para um grupo de consumidores de iogurte, que analisaram as amostras
apresentadas colocando-as em uma ordenagdo decrescente de acordo com suas
preferéncias.

No processamento inicial, foi feito um teste de aceitabilidade do consumidor para o
qual a bebida foi preparada com 10% de agiicar. A amostra foi servida em copos plasticos
transparentes descartaveis, a temperatura de 7 — 10°C, a cada um dos 50 degustadores que
compunham a equipe recrutada entre funcionarios e estagiarios do ITAL que s@o
consumidores de iogurte. As amostras foram avaliadas quanto a aparéncia, aroma, sabor de
diacetil, sabor acido, sensagdo de frescor, cremosidade e corpo por meio de escala hedénica
de nove pontos (9= gostei muitissimo, 8= gostei muito, 7= gostei, 6= gostel pouco, 5= nio
gostei nem desgostei, 4= desgostei pouco, 3= desgostei, 2= desgostei muito e 1= desgostei
muitissimo), solicitando-se a descri¢do de gostos e desgostos associados a amostra. A
amostra foi identificada com codigo de trés digitos aleatdrios. O teste foi conduzido em
cabines individuais iluminadas com ldmpadas fluorescentes e equipadas com o sistema
computadorizado Compusense Five 4.0 para coleta e analise dos dados. As analises
sensoriais foram realizadas no primeiro dia apos processamento.

No processamento final, o teste de aceitabilidade foi realizado com os dois
produtos, o primeiro fermentado com linhagens de microrganismos tradicionais € o
segundo com microrganismos geneticamente modificados, seguindo-se 0s mesmos
procedimentos ja descritos de apresentagdo dos produtos a um grupo de 50 consumidores

de iogurte. (Meilgaard, 1987).
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A analise sensorial do produto fermentado por microrganismos geneticamente
modificados recebeu autorizagdo do CONEB ( Conselho Nacional de Etica em Pesquisa do

Ministério da Saude) através do parecer n® 392/2001.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Seleciio de linhagens produtoras de diacetil isoladas de queijo

Minas Frescal artesanal e de queijo Prato industrializado

O primeiro objetivo do trabalho foi selecionar e identificar linhagens produtoras de
diacetil para serem utilizadas na produgdo de Buttermilk conforme o Fluxograma exposto

na Figura 5.
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"PRODU/ e.ORAs"'iDE DIACETIL{::

Morfologia: cocos Gram +
Catalase (-)

/ \ VP (Producio Acetoina/Diacetil)

- VP+
v

Confirmacao VP+
Diacetil (consumo Citrato +)
Arginina (+)

+

Caracterizaciao Fenotipica

Caracterizagio bioquimica
BBL Crystal SR S Enterococcus sp.

Homologia (Biologia molecular) < i

Potencial Patogénico

Hemolisinas
DNAses
Gelatinases

Figura 5. Fluxograma de identificacdo de bactérias produtoras de diacetil
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Os Queijos tipo Minas Frescal utilizados para obteng@o das culturas produtoras de
diacetil foram produzidos de maneira artesanal, a partir de leite cru, sem a adigdo de
fermentos comerciais e apresentavam bons aspectos sensoriais, ou seja, 0 sabor e aroma
tipicos, aspecto homogéneo e ni3o rendado (sem coliformes que provocam aspecto
"rendado"), indicativos de boa qualidade sanitaria.

Paralelamente ao trabalho de selecio de linhagens produtoras de diacetil, no
laboratério de microbiologia do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Laticinios —
TECNOLAT, foi realizado um estudo de maturagdo de queijo tipo Prato, atraves da
avaliacdo das populagdes microbianas presentes e envolvidas neste processo. Quatro
marcas de Queijo Prato industrializado, comercializadas no mercado formal foram
analisadas e destes queijos (Marcas A, B, C, e D) foram isoladas 54 culturas de cocos Gram
positivos, catalase negativos que cresceram em meio seletivo para enterococos (Agar KF),
que foram submetidas ao mesmo processo de sele¢do de produtoras de diacetil (Figura 5).

A triagem inicial, para a avaliagdo da pureza das culturas, foi feita considerando os
seguintes parametros: a verifica¢do das caracteristicas morfologicas, atividade de catalase.

e producdo de acetoina/diacetil pelo teste de Voges-Proskauer (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas morfologicas, atividade de catalase e produgdo de acetoina

/diacetil.

LINHAGEM MORFOLOGIA CATALASE VP
A 44 (Queijo Prato marca A) | Cocos Gram positivos - +
A 45 Cocos G + - -
A 109 Cocos G + - -
A 110 Cocos G + - -
A 216 Cocos G + - -
A217 Cocos G + - -
A218 Cocos G + - -
A 304 Cocos G + - -
A 305 Cocos G + - -
A 306 Cocos G + - -
A 308 Cocos G + - -
A 428 Cocos G + -

A 429 Cocos G + - -
A430 Cocos G + - -
B 40 (Queijo Prato Marca B) Cocos G + - +
B 41 Cocos G + - +
B109 Cocos G + - -
B 110 Cocos G + - +
B111 Cocos G + - -
B 312 Cocos G + -

B 313 Cocos G + - -
B314 Cocos G + - +
B 315 Cocos G + - +
B 316 Cocos G + - +
B 428 Cocos G + - +
B 429 Cocos G + - -
B 430 Cocos G + - -
C 36 (Quetjo Prato Marca C) Cocos G + - -
C 37 Cocos G + - +
C 106 Cocos G + - -
C 107 Cocos G + - -
C 108 Cocos G + - -
C210 Cocos G + - -
C211 Cocos G + - -
C212 Cocos G + - -
C 213 Cocos G + - -
C312 Cocos G + - -
C 313 Cocos G + - -
C314 Cocos G + - -
D 43 (Queijo Prato marca D) Cocos G + - -
D 44 Cocos G + - -
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Continuagido

LINHAGEM MORFOLOGIA CATALASE VP
D 45 Cocos G + - -
D 83 Cocos G + - -
D 84 Cocos G + - -
D 216 Cocos G + - -
D314 Cocos G + - +
D 315 Cocos G + - -
D 316 Cocos G + - +
D 317 Cocos G + - +
D 319 Cocos G + - -
D 538 Cocos G + - -
D 564 Cocos G + - +
D 570 Cocos G + - +
Q1 (Queijo Minas frescal Cocos G + - +
artesanal)

Q2 Cocos G+ - +
Q3 Cocos G + - +
Q4 Cocos G + - +
Q5 Cocos G + - +
Q6 Cocos G + - +
Q7 Cocos G + - +
Q8 Cocos G + - +
Q9 Cocos G + - +
Lac. lactis subsp lactis biovar Cocos G + - +
diacetylactis A

Staphylococcus aureus Cocos G + + #
(controle positivo catalase)

Resultados:

Catalase positiva: formagao de bolhas de gas

Catalase negativa: auséncia de bolhas de gas

VP Positivo: formagdo de anel vermelho, que indica a produgéo de acetoina.
VP Negativo: formacdo de anel marrom.

O simbolo # indica n3o realizagdo do teste com esta linhagem.

Todas apresentaram morfologia de cocos Gram positivos e resultados negativos no
teste de catalase, indicando que n3o possuiam esta enzima, tratando-se assim de bactérias

lacticas que sdo todas catalase negativas (Desmazeaud & Roissart, 1994).
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Nove culturas isoladas de queijo Minas Frescal tipo artesanal apresentaram
resultados positivos no teste de Voges-Proskauer (VP), indicando produgdo de acetoina
e/ou diacetil, enquanto que dentre as provenientes dos queijos Prato, apenas 15 foram
selecionadas como produtoras de acetoina/diacetil. O teste foi repetido para confirmagio
destes resultados iniciais, tendo sido incluido, também, o teste quimico qualitativo
(fermentagdo do citrato), para verificar se estas linhagens haviam consumido o citrato
presente no meio de cultivo.

Por meio do teste de VP verificou-se a produgdo de qualquer tipo de
acetilmetilcarbinal formado a partir da glicose presente no meio onde o microrganismo foi
cultivado. Ao adicionar um alcali, o acetilmetilcarbinal presente € oxidado na forma de
diacetil. Este teste foi realizado segundo a modificagdo proposta por Bamtt (1936) que,
além do hidroxido de potassio, utiliza o a-naftol (Harrigan & MacCance, 1976). Os
resultados positivos correspondem a formagdo de anel vermelho na superficie no meio
liquido. Como controle negativo foi utilizéda uma cultura Lac. lactis comercial e como
controle positivo, uma cultura de Lac. lactis biovar. diacetylactis.

Estas culturas foram entfo avaliadas quanto ao consumo de citrato, sendo este um
teste indireto de producdo de diacetil. As linhagens positivas neste teste, apresentaram
coloragdo branca no tubo de ensaio apds a adicdo dos reagentes, indicando que
fermentaram o citrato presente no leite para a produgdo desses compostos aromaticos,
enquanto que as linhagens Q1 e Q3 apresentaram coloragdo intermediaria, indicando

fermentagdo incompleta.
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Os resultados da confirmagdo da producdo de acetoina e/ou diacetil pelo teste de
Voges-Proskauer (VP) e do teste quimico qualitativo (fermentagdo do citrato) estdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizagdo bioquimica das linhagens selecionadas

DIACETIL
+

=

LINHAGENS

A 44

B 40

B 41

B 110

B 312

B 315

B 316

B 428

C 37

D314

D 316

D317

D 564

D 570

Q1

Q2

Q3

Q4

Q5

Q6

Q7

Q8

Q9

Lac. lactis subsp lactis biovar diacetylactis A
Lac. lactis subsp. lactis 81
Meio de cultura

+ ]+ ]+

FlH[ ]|+

,F

]|+ ]+

¥

|+ ]
A ES ES RS RSN

VP + : formagao de anel vermelho, que indica a producdo de acetoina.
VP -- : formagdo de anel marrom.
Diacetil +: coloragdo branca, com total fermentacio do citrato e provavel produgdo de

diacetil.
Diacetil +/-- : coloragio intermediaria, fermentagio incompleta do citrato.
Diacetil --: coloragdo amarela escura, ndo fermentagéo do citrato.
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5.2. Classificacao taxonomica de linhagens produtoras de diacetil

5.2.1. Caracterizac¢do fenotipica

Todas as culturas confirmadas anteriormente como produtoras de diacetil foram
submetidas aos testes subseqiientes para caracterizacdo fisioldgica em relagdo as
caracteristicas bioquimicas e de crescimento, que também fornecem resultados que
auxiliam na classificacdo taxonomica (Mundt, 1986).

De acordo com Desmasures et al. (1998), a caracterizagdo fenotipica para
diferenciag@o entre os géneros FEnterococcus e Lactococcus, anteriormente pertencentes a
um unico grupo dos Streptococcus, deve ser feita através de testes de crescimento a
diferentes temperaturas (10°C, 40°C e 45°C), tolerdncia a 4% de NaCl, produgio de
acetoina por teste de Voges-Proskauer, hidrolise da arginina e produgéo de acido a partir da
maltose.

Mangin et al (1999) sugerem que a caracterizagdo fenotipica deve ser
complementada com teste de crescimento ém meio adicionado de 6,5% de NaCl. Além da
tolerancia ao sal e as temperaturas de crescimento, as linhagens devem ser caracterizadas
quanto a resisténcia ao pH alcalino, nos valores 9,2 e 9,6, de acordo com Moreno et al.
(1986).

Com base nestas informag¢des obtidas na literatura, realizou-se a caracterizag@o
fenotipica das linhagens, acompanhadas das linhagens comerciais Lac. lactis subsp lactis
biovar diacetylactis A e Lac. lactis subsp lactis 81, ambos da marca Wiesby, que foram
utilizados como referéncias para as caracteristicas tipicas do género Lactococcus.

As caracteristicas fisiologicas e bioquimicas das linhagens selecionadas como

produtoras de diacetil sdo apresentadas na tabela 4.
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As linhagens provenientes dos queijos Minas Frescal artesanal ndo apresentaram
resultados similares as culturas Lac lactis 81 e Lac lactis subsp lactis biovar diacetylactis A
utilizadas como referéncia. As linhagens isoladas destes queijos foram capazes de crescer
em meio com pH alcalinizado (9,2 e 9,6), em concentra¢des de 4,0 e 6,5% de NaCl e em
temperaturas de 10°C e 40°C e 45°C.

Segundo Franz & Holzapfel (1999), algumas linhagens de Lac lactis isoladas de
queijo sdo capazes de crescer a 45°C, mas as caracteristicas de crescimento a pH 9,6 e em
meio com 6,5% de NaCl ndo sdo tipicas deste género.

As linhagens isoladas dos Queijos Prato também apresentaram resultados
semelhantes aos obtidos para as nove linhagens anteriores, ou seja, caracteristicas tipicas do

género Enterococcus, o que era esperado, pois foram isoladas em meio seletivo para este

grupo.
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Tabela 4. Caracterizac¢do fenotipica das linhagens selecionadas

LINHAGENS pH | pH | NaCl | NaCl | Tem. | Tem. | Tem. | Ferm. | Hidrolise
9296 | 4% |6,5% | 10 °C {40 °C | 45°C | Maltose | arginina
A 44 + | + + + + + + + +
B 40 + | + + + + + + + +
B 41 + | + + + + + + + +
B 110 + |+ + + + + + + +
B 312 + | + + + + + + + +
B 315 + |+ + + + + + + +
B 316 + |+ + + + + + + +
B 428 + |+ + + + + + + +
C 37 + | + + + + + + + +
D314 + |+ + + + + + + +
D316 + | + + + + + + + +
D317 + | + + + + + + + +
D 564 + | + + + + + + + +
D 570 + |+ + + + + + + +
Q1 + | + + + + + + + +
Q2 + | + + + + + + + +
Q3 + | + + + + + + + +
Q4 + | + + + + + + + +
Qs + | + + + + + + + +
Q6 + | + + + + + + + +
Q7 + | + + + + + + + +
Q8 + | + + + + + + + +
Q9 + | + + + + + + + +
+ + + + + +

Lac. lactis subsp.
lactis biovar.
diacetylactis A

Lac. lactis 81

e Para tolerancia aos pHs alcalinos, ao
temperaturas de crescimento: + indica crescimento normal da linhagem e — auséncia de

crescimento.

NaCl nas concentragdes 4% e 6,5% e

e Para fermentagdo da maltose, + indica coloragdo amarela e portanto, a fermentagdo do

carboidrato.

e Para hidrolise da arginina, + significa a formagdo de coloragdo laranja, indicativa da
presenca de amodnia proveniente da hidrolise da arginina e — auséncia de coloragéo

laranja.
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5.2.2. Caracterizacdo bioquimica e enzimdtica por sistema miniaturizado

As linhagens provenientes dos queijos tipo Minas Frescal, apés os testes de
crescimento, foram submetidas ao sistema de Galerias API. Os resultados obtidos foram
duvidosos para todas, inclusive para a utilizada como padrdo, no caso uma linhagem
comercial de Lactococcus lactis, pois todas foram identificadas, com 60% ou mais de
probabilidade, como pertencentes ao género Lactobacillus. A segunda possibilidade
apresentada pelo sistema, com apenas 30% a 40% de probabilidade de acerto, referia-se a
especies pertencentes ao género Lactococcus, segundo os resultados submetidos a um
programa de identificacdo fornecido pelo fabricante. Estes resultados, somados a
caracteristicas de crescimento atipicas no género Lactococcus apresentadas pelas linhagens,
mostraram a necessidade de utilizagdo de outro sistema para a classificagdo taxondmica,
tendo sido escolhido o sistema BBL Crystal para cocos Gram positivos.

Os resultados obtidos com a utilizagdo deste sistema estdo apresentados na Tabela 5,
tendo sido a linhagem Lac. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis A utilizada como
controle. Apesar do sistema de identificagdo ndo permitir a classificagdo até biovariedade,
no caso diacetylactis, este sistema foi eficiente na identifica¢do das linhagens.

As nove linhagens isoladas dos Queijos Minas Frescal foram, assim, classificadas
taxonomicamente como Enterococcus faecium pelo sistema BBL Crystal, sendo entio
submetidas a testes subsequientes para detectar a presenga de fatores diretamente ligados a
possivel patogenicidade (Eaton & Gasson, 2001; Giraffa er a/, 1997). As linhagens
provenientes dos Queijos Prato também foram identificadas através do sistema BBL

Crystal (Tabela 5).
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Tabela 5. Classificagdo taxonOmica, obtida pelo sistema BBL Crystal, das linhagens
produtoras de diacetil pelo teste de VP

Linhagem Espécie identificada | Codigo sistema | Probabilidade
A 44 Enterococcus faecalis 2770713627 97,26%
B 40 Lactococcus garvieae 2751711627 99,99%
B 41 Lactococcus garvieae 3753711627 99,99%
B 110 Enterococcus faecalis 2770713627 97,26%
B 312 Enterococcus faecium 2770713627 97,26%
B 315 Enterococcus faecalis 2751773627 96,78%
B 316 Lactococcus garvieae 2551711627 99,99%
B 428 Lactococcus garvieae 2550711627 91,95%
C37 Enterococcus faecium 2570677633 99,93%
D314 Enterococcus faecium 2751677627 65,31%
D316 Lac.  lactis  subsp.| 2740671627 62,43%
lactis

D 317 Enterococcus faecalis 2750773627 99,99%
D 564 Enterococcus hirae 2751753622 99 95%
D 570 Streptococcus uberis 3657773623 99,93%
Q1 Enterococcus faecium 2570777637 64,54%
Q2 Enterococcus faecium 2550777633 89,52%
Q3 Enterococcus faecium 2550777637 88,54%
Q4 Enterococcus faecium 2550777677 75,55%
Q5 Enterococcus faecium 2174677777 95,95%
Q6 Enterococcus faecium 2570677633 99,93%
Q7 Enterococcus faecium 2370677633 99,15%
Q8 Enterococcus faecium 2550777633 89,52%
Q9 Enterococcus faecium 2570677633 95.95%
Lac. lactis subsp. lactis biovar. |Lac. lactis  subsp.| 2440711623 99,00%
diacetylactis A lactis

A classificagdo taxondmica tradicional parte das informagdes morfologicas,

fisiologicas e bioquimicas obtidas das culturas puras, mas elas nem sempre sdo suficientes

para definir uma espécie, pois sio baseadas no fenotipo dos microrganismos (Priest,

1993). Além disto, algumas destas caracteristicas recebem por parte dos pesquisadores um

peso maior que outras na defini¢do da espécie, por exemplo, o crescimento a 45°C das

linhagens B40, B41, B316, B428 ¢ D316 caracteriza os Enterococcus contrariando 0s
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resultados obtidos com o sistema miniaturizado BBL Crystal, que as classificou como
Lactococcus (Mundt, 1986).

Estas dificuldades tém sido resolvidas atualmente com a utilizagdo de técnicas de
biologia molecular e analises quimicas dos componentes celulares como paredes e
membranas, que além de auxiliarem na correta identificagio dos microrganismos,

possibilitam estudos de evolugdo e da real proximidade entre os géneros e espécies.
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5.3. Caracterizacido molecular

Como as nove linhagens isoladas dos queijos Minas Frescal pertencem a mesma
espécie, foram realizados testes moleculares para verificagdo de homologia entre elas,

utilizando os primers REP, ERIC, BOX (Figuras 6, 7 e 8).

GEL REP

12 3 456 7 891011 12

Figura 6. Perfil de migragdo derivado da amplificagdo do DNA bacteriano com o
primer REP (Gel de agarose 1%, submetido a eletroforese). Canaletas 1 e 12: padrGes de
DNA com peso molecular de 100 pares de base. Canaleta 2: DNA amplificado de Lac.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis A. Canaletas 3 a 11: DNA das linhagens de £.

faecium Q1, Q5, Q2, Q8, Q6, Q7, Q9, Q4 respectivamente.
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Gel ERIC

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 7. Perfil de migragdo derivado da amplificagdo do DNA bacteriano com o
primer ERIC (gel de agarose a 1%, submetido a eletroforese). Canaletas 1 e 12: padrdes de
DNA com peso molecular de 100 pares de base. Canaleta 2: DNA amplificado de Lac.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis A . Canaletas 3 a 11: DNA das linhagens de £.
faecium Q1, Q5, Q2, Q8, Q6, Q7, Q9, Q4 respectivamente.
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GEL BOX

12X 8T G 8 e T @Y e Rl

Figura 8. Perfil de migragio derivado da amplificagdo do DNA bacteriano com 0
primer Box (gel de agarose a 1% submetido a eletroforese). Canaleta 1 e 12: padrdes de
DNA com peso molecular de 100 pares de base. Canaleta 2: DNA amplificado de Lac.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis A . Canaletas 3 a 11: DNA das linhagens de E.
faecium Q1, Q5, Q2, Q8, Q6, Q7, Q9, Q4 respectivamente.

A analise dos perfis de migragdo observados nos géis permitiu observar que
as nove linhagens de Enterococcus faecium apresentaram bandas similares de DNA
amplificado, diferindo apenas na intensidade delas. O dendograma (figura 9) construido a
partir do resultado dos trés géis mostrou que existe uma pequena diferenga entre as nove
linhagens e uma maior distincia taxondmica entre as nove linhagens de Enterococcus

faecium e a linhagem de Lactococcus lactis.
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DENDOGRAMA

i 54

54 gt aradge srlusan
S IINERAER LS HuTREd RERT RO N

Figura 9- Dendograma dos resultados obtidos com os trés primers (REP,ERIC e
BOX). Numero 1, Lac. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis A . 2 a 10 linhagens de £.

faecium na seguinte ordem: (2) Q1, (3)Q5, (4)Q2, (5)Q8, (6)Q6, (7)Q7, (8)Q9, (9)Q4.

As linhagens isoladas de queijo Prato serdo analisadas quanto a quantidade de

diacetil produzido e serdo submetidas a caracterizagdo molecular , se necessario.

5.4. Determinacio do potencial de patogenicidade

A atividade de a-hemolisina € uma caracteristica comum em Enterococcus faecium,
mas a atividade da B hemolise € um indicativo de patogenicidade nesta especie (Eaton &
Gasson, 2001; Mundt, 1986). A producdo de enzimas capazes de digerir a gelatina ¢
considerada um fator de patogenicidade (Eaton & Gasson, 2001). Além destas, a produgdo
de enzimas termo resistentes capazes de degradar o DNA é também um importante fator de

patogenicidade, associado a produgdo de enterotoxinas (Giraffa et al, 1997). Estes trés
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pardmetros foram utilizados na avaliagdo do potencial patogénico dos enterococos
isolados.

Todas as nove linhagens testadas apresentaram somente atividade da o-hemdlise,
com formacdo de halo ndo muito intenso ao redor das coldnias semeadas em dgar sangue
(Figura 10). Como controle positivo de B hemélise, foi utilizada uma linhagem de S.
aureus e como controle negativo (auséncia de hemdlise), uma linhagem de Lactococcus
lactis.

Todas as culturas isoladas dos queijos Prato também apresentaram hemolise o,
inclusive as identificadas como E. faecalis (A44, B110, B315, D317), espécie que

comumente apresenta (3-hemdlise.

Figura 10. Teste de Hemoélise em placa de dgar sangue

A - E. faecium, produtor de o hemolisina (hemdlise parcial),
B - S. aureus, (controle positivo), produtor de B hemolisina (hemdlise total)
C — Lac. lactis, (controle negativo) ndo produtor de hemolisinas
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As nove linhagens de Enterococcus faecium isoladas dos queijos tipo Minas
Frescal apresentaram atividade de gelatinase negativa, ndo sendo capazes de promover a
liquefacdo do meio com gelatina, ao contrdrio da linhagem de Bacillus cereus, utilizada
como controle positivo, como pode ser observado na Figura 11.

Das linhagens isoladas de queijo Prato, B110 (E. faecalis), B312 (E. faecium),
B315 (E. faecalis), C37 (E. faecium), D314 (E. faecium), D316 (Lac lactis), D317 (E.
faecalis), D564 (E. hirae) e D570 (Streptococcus uberis) foram capazes de liqiefazer a

gelatina presente no meio de cultura.

Figura 11. Teste para produgdo de Gelatinase em dgar gelatina nutriente

A -Tubo inoculado com E. faecium ndo produtor de gelatinase - meio permanece
solido.

B -Tubo inoculado com Bacillus cereus (controle positivo) produtor de gelatinase,
que ligiiefez o meio de cultura.
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Da mesma maneira, nenhuma das linhagens testadas apresentou atividade de
termonucleases, ndo sendo verificada a formagdo de halo réseo ao redor dos pogos
inoculados com as linhagens, o que indica que elas ndo produziram enzimas que degradam
o DNA e que sdo termo resistentes. O controle positivo (S. aureus) formou halo ao redor do

orificio (Figura 12). Esses resultados revelaram que as culturas ndo sao patogénicas.

Figura 12. Teste para presenga de termonuclease: A reagdo positiva de
termonuclease produzida por linhagem de S. aureus, é visualizada no primeiro orificio a
esquerda (+), onde se formou um halo de coloracdo résea. O orificio a direita, (-) éo
controle negativo da reacdo e nos orificios numerados de 1 a 9 foram inoculadas as

linhagens de E. faecium, todas negativas para o teste de termonuclease.
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5.5. Quantificacio do diacetil produzido pelas linhagens isoladas de

queijo Minas Frescal

As amostras de leites fermentados pelas linhagens de Enterococcus faecium isoladas
de queijo Minas Frescal foram submetidas a analise cromatografica para identificagdo e

quantificagdo de diacetil (2,3-butanodiona). Os resultados estdo apresentados na tabela 6 .

Tabela 6 — Quantidade de diacetil presente nas amostras de leite fermentado com as
linbagens Q-1 a Q-9 e com o fermento comercial CH-N22 (Chr Hansen do Brasil),
utilizado como controle positivo.

Linhagem Quantidade de Diacetil (mg/L)*

inoculada M - DP v
Q-1 0,89 0,07 0,81 -0,96
Q-2 0,41 0,05 0,40 — 0,46
Q-3 <0,4 %% K%
Q_4 <o’4 * % * %
Q-5 0,40 0,07 <0,40 - 0,45
Q-6 <0,4 * % %ok
Q-7 0,45 0,02 0,43 -0,48
Q-8 0,55 0,17 0,40-0,73
Q-9 0,4 * % dok

CH-N22 0,85 0,19 0,73 - 1,06

M= média, DP= desvio padrao, IV=intervalo de variagc@o
* Valores referentes a tré€s determinagdes
** Nao aplicavel

Todas as linhagens selecionadas a partir dos Queijos Minas Frescal artesanais
pertencem a espécie £. faecium, ndo s3o patogénicas e, portanto, tém potencial de
aplicabilidade na induastria de laticinios, principalmente a linhagem Q-1, que produz diacetil
em quantidades proximas as do fermento comercial Tradicional, utilizado na produ¢do de
buttermilk. Apesar dos enterococos serem considerados como indicadores de ma qualidade

sanitaria do produto em determinadas situagdes, varios autores consideram algumas

espécies deste género como parte integrante da microbiota fermentadora presente no leite.
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Alguns queijos artesanais europeus, que sdao produzidos a partir de leite cru, contém
bactérias do género Enterococcus, que contribuem para as caracteristicas de aroma e sabor
destes produtos que recebem, inclusive, um registro de certificagio de origem (RDO —
Registered Designation of Origen) (Gomez ef al., 1999). Entre as prepara¢des de diversas
especies de bactérias lacticas consideradas probioticas, ja existem linhagens selecionadas
de Enterococcus faecium (Franz et al, 1999)

Na legislag@o brasileira para leite e produtos de laticinio, os enterococos ndo sio
citados e a possivel contaminagido fecal € avaliada pela presenca, acima dos limites, de

coliformes fecais (Resolu¢do- RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001).
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5.6. Resultados da producio da bebida lactica fermentada

Como nao foi possivel selecionar uma linhagem de Lc lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis boa produtora de diacetil para compara-la com o fermento comercial, foram
feitos processamentos apenas com as culturas comerciais para caracterizagio fisica,

quimica, microbiologica e sensorial da bebida tipo buttermilk.

5.6.1. Processamento preliminar — Determinacio do teor de gordura.

A determinagdo do teor de gordura mais adequado a produgido do Buttermilk foi
realizada através de uma analise sensorial. Foram preparados, através da adigdo de creme
de leite ao leite em po desnatado reconstituido'com agua mineral, leites com 0,3%, 0,6% e
1,0% de gordura. O creme de leite utilizado possuia 35,80% de gordura e foi adicionado
nas seguintes propor¢des para a preparagdo dos leites: para 2 litros de leite com 0,3% de
gordura, acrescentou-se 6,37 g; para 0,6% 23,13 ge para 1,0% 45,47 g de creme de leite.

Estes preparados foram entdo adicionados do Fermento Probat 606 Visbycvac e
incubados a 21°C por 14 a 18 horas, até o pH atingir o valor 4,5 quando foram refrigerados
e homogeneizados para a realizagdo das analises sensoriais, microbiologicas e fisico-

quimicas.
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5.6.1.1. Determinagées microbiologicas

Os resultados das analises microbiologicas para avaliagido de possiveis

contaminantes presentes na agua utilizada para a reconstitui¢do de leite € de bolores e

leveduras, provenientes principalmente da contaminagdo ambiental, estdo apresentados na

tabela 7, que também inclui a contagem total de mesofilos.

Tabela 7 - Resultados da analise microbiologica

AMOSTRA /DIA | Coliformes Totais | Bolores e Leveduras | Contagem total de
(NMP/ml) (UFG/ml) mesofilos (UFC/ml)
Leite com 0,3% de <0,3 NMP/ml <10 0
gordura
Leite com 0,6% de <0,3 NMP/ml <10 0
gordura
Leite com 1,0% de <0,3NMP/ml <10 0
gordura

Todas as contagens obtidas estdo dentro dos pardmetros exigidos pela legislagdo.

5.6.1.2. Determinacdées fisicas e quihu'cas

Foram realizadas determinagdes de pH e acidez para avaliar a produgio de acido

lactico pelos microrganismos fermentadores e a determinagdo de gordura para confirmar se

a padronizagio do leite desnatado através da adig@o de creme (tabela 8).

Tabela 8- Resultados analises fisicas e quimicas

Amostra PH Acidez titulavel Gordura
Leite com 0,3% de gordura 4,26 80,29°D 0,32%
Leite com 0,6% de gordura 430 81,89°D 0,59%
Leite com 1,0% de gordura 425 80,29°D 0,92%
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5.6.1.3. Andlise sensorial

No teste realizado para defini¢@o do teor de gordura mais adequado a produgéo do
burtermilk, cada consumidor examinou as amostras codificadas e apresentadas em ordem
casualizadas e fez uma ordenagdo decrescente de acordo com sua preferéncia. Com os
valores das somas das ordens para cada amostra foi calculada a estatistica de Friedman para
2 graus de liberdade resultando em 0,37.

O valor critico correspondente a 5% de nivel de significancia € igual a 5,99.
Concluiu-se que ndo existe preferéncia significativa entre as trés amostras, uma vez que
0,37 (valor equivalente a 2 graus de liberdade) € menor que 5,99.

A tendéncia do consumidor € buscar prédutos saudaveis, com baixo teor de gordura
mas, de acordo com Monnet (1994) teores de gordura abaixo de 0,3% podem diminuir a
estabilidade do produto. Para evitar que eventuais erros na adi¢do de gordura levassem a
diminui¢do da estabilidade, foi decidido a concentragdo de 0,6% como a mais adequada

para a producdo do buttermilk.

5.6.2. Processamento inicial

Para definir condi¢Ges de fabricagdo e os parametros de analise sensorial, foi
realizado um processamento utilizando apenas 0 Fermento Probat 606 Visbycvac, que
contem os microrganismos fermentadores tradicionais (ndo geneticamente modificados), no

qual foram obtidos os resultados expostos a seguir.
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5.6.2.1. Determinacgoes microbiologicas

Os resultados das analises microbiologicas para avaliagio de possiveis
contaminagdes por coliformes, que podem estar presentes na agua utilizada para a
reconstituicdo de leite e no agucar usado na composi¢do da bebida e de bolores e leveduras,
provenientes principalmente da contaminagdo ambiental, estdo apresentados na tabela 9
que também inclui a contagem total de mesofilos.

Tabela 9 —Avaliagdo microbiologica da matéria prima e das bebidas fermentadas no
processamento inicial (fermento Probat 606)

AMOSTRA /DIA | Coliformes Totais | Bolores e Leveduras Contagem total de
(NMP/ml) (UFG/ml) mesofilos (UFC/ml)

Leite padronizado <0,3 NMP/ml <10 0

BT-1D 2,3 NMP/ml <10 3,1x 10°

BT - 7D 0,4 NMP/ml <10 3,8x 10°

BT - 14D 0,7 NMP/ml 4x10° 3,6 x 10°

BT - 21D <0,3 NMP/ml 14 x 10° 46x 10°

BT -29D <0,3 NMP/ml 6 x 10° 3,0x10°

BTA-1D > 240 NMP/ml <10 50x10°

BTA- 7D 9.3 NMP/ml 6 x 10° 8.1x10°

BTA- 14D 0,9 NMP/ml ' 7 x 10° 2.2x 10°

BTA- 21D <0,3 NMP/ml 3 x 10 28x%10°

BTA- 28D <0,3 NMP/ml 1,2 x 10° 48x10°

BT- Buttermilk produzido com fermento Tradicional
BTA - Buttermilk produzido com fermento Tradicional e com 10% de Agucar

Todas as amostras que apresentaram resultado positivo da presenga de coliformes
totais, ou seja, crescimento com produgdo de gas apos 24 ou 48 horas de incubagdo a 35°C,
foram transferidas para tubos de caldo E. coli (EC), suplementado com 50mg/L. de 4-metil-
beliferil-B-D-glucoronideo (EC-MUG), também contendo tubos de Durhan e incubados por
24 horas a 45°C, para verificag@o da presenca de coliformes fecais. Nenhuma das amostras
apresentou resultado positivo para a presenca de coliformes fecais, sendo que todas as

contagens obtidas estdo dentro dos pardmetros exigidos pela legislag@o.
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A adi¢do de aglicar provocou um aumento no numero de coliformes totais, pois foi
utilizado agucar comercial, que normalmente contem um numero relativamente elevado
destes microrganismos. Com o decorrer do periodo de estocagem, notou-se a diminuigdo da
contagem de coliformes devido, principalmente, aos efeitos do aumento na acidifica¢do do
produto.

Para avaliar a propor¢do entre os microrganismos que compdem o fermento no
decorrer da estocagem, foi utilizado o meio Nickels e Leesment modificado, que permite a

diferenciacio das trés espécies (Tabela 10).

Tabela 10— Contagem diferencial

AMOSTRA/DIA | Leuconostoc. sp Lac. diacetylactis Lac. lactis
( verdes) ( brancas com halo) ( brancas sem halo)
(UFG/ml) (UFG/ml) (UFG/ml)
BT - 1D 51x 10" 1,1x10° INC
BT - 7D 1,2x 10° 8,1x 10’ 1,0x 10°
BT - 14D 1,25x 10° 20x 107 40x10°
BT - 21D 58x10’ 50x 10° 6,0 x 10’
BT - 28D 4,6x10° 1,6 x 10° 5.0x 10°
BTA - 1D 50x 10" 9.0x 10" INC
BTA - 7D 1,1x 10° 1,14 x 10° 6,1 x 10°
BTA - 14D 3,8x 107 3,0x 10° 22x10°
BTA -21D 3,8x 10° 7.0 x 10° 3,8x 10’
BTA - 28D 1,3x 10’ 2,2 x 10° 3.5% 10

BT- Buttermilk produzido com fermento Tradicional
BTA — Buttermilk produzido com fermento Tradicional e com 10% de Agucar
INC — Numero incontavel de coldnias na maior diluigio utilizada

Mesmo apos 28 dias da fermentagdo, ou seja, no final da vida de prateleira do
produto, as contagens da cada espécie que compde a cultura lactica do buttermilk
diminuiram devido a acidifica¢do provocada pelas proprias bactérias lacticas, mas

mantiveram-se dentro dos limites legais, ou seja, no minimo com 10 * UFC/mL de produto.



5.6.2.2. Determinagées fisicas e quimicas para caracterizacdo da bebida.

Creme de leite

O teor de gordura do creme de leite utilizado como matéria prima para a produgéo
do buttermilk foi de 38,11%. Para preparo de 20 litros de leite com 0,6% de gordura,
adicionaram-se 315g do creme ao leite.

Leite padronizado

O leite padronizado foi analisado quanto a sua densidade, pH, acidez titulavel,
extrato seco total, teor de proteinas, lactose e teor de gordura, este ultimo para confirmagao

da correta adigdo de gordura, com os resultados apresentados na Tabela 11.

Tabela 11— Resultados das analises fisicas e quimicas do leite padronizado

Densidade | pH Acidez Teor de Extrato Seco Teor de Teor de
titulavel lactose Total Proteinas gordura

1,0378 6,69 | 20,68°D 5,63% 10,03% 3,56% 0,66%

2

O teor de gordura do leite padroniza&o ficou ligeiramente acima do desejado, pois a
quantidade de creme de leite adicionada ao leite desnatado visava a obtengdo de um leite
com 0,60% de gordura. A principal dificuldade deste tipo de padronizagdo € a perfeita
homogeneizacdo da gordura acrescida ao leite, mesmo em quantidades pequenas como
neste caso, porque a estrutura da emuls3o, ou seja, a distribui¢do das micelas de gordura no

leite natural, ndo € formada facilmente.
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Bebida lictica fermentada com e sem agucar.

Para a anélise sensorial, a bebida fermentada, apos resfriamento e homogeneizagao,
foi acrescida de 10% de agucar e caracterizada de acordo com os teores de gordura,
proteinas, agucares totais, além de pH e acidez tituldvel, no 1° dia apds a fermentagio.

Como o fermento utilizado contem microrganismos produtores de CO;
(Leuconostoc mesenteroides) e este gas se transforma em acido carbénico (H,COs)
consumindo parte da solu¢do de hidroxido de sodio utilizada na titulagdo para a
determinagdo de acidez, esta analise foi realizada duas vezes, uma antes e outra apos 3
minutos de vigorosa agitagdo, para elimina¢do do gas e determinagdo da acidez real, ou
seja, da acidez proveniente apenas do acido lactico produzido na fermentagio.

A presenga do agucar (sacarose) impede a determinag@o direta do teor de lactose,
que pode ser entdo calculado a partir do teor de agucares totais. Estes resultados estdo na
Tabela 12. Os teores de agucares totais sdo inferiores aos 10% de agticar adicionado porque
este produto ndo € puro e contem um certo volume de agua, que também provocou uma
pequena diluicdo do buttermilk, observada na leve diminuicdo dos teores de proteina e
gordura, quando comparamos a bebida com e sem agucar.

Tabela 12 — Resultados das analises fisicas e quimicas da bebida fermentada com agucar

Parametros BTA BTA BTA BTA BTA
1D 7D 14D 21D 28D

PH 4,43 437 435 4.40 4.44
Acidez titulavel total 92.26°D |98,43°D {102,09°D |102,06°D |104,43°D
Acidez titulavel (apos 92.26°D [93,56°D {95,28°D 196,43°D |96,63°D
agitacio)
EST 17,46%
Gordura 0,58%
Proteinas 3,66%
Acucares totais 8,54%

BTA- Buttermilk produzido com fermento Tradicional e acrescido de Aglcar.
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A partir dos valores obtidos, calculou-se o valor calorico do produto, que foi de
56,48 Cal por 100g de bebida.

Na bebida sem agucar, foram mantidos os pardmetros anteriores € a analise dos
carboidratos foi feita apenas através do teor de lactose que, neste caso, era o Unico agucar
presente. Para avaliar o aumento da acidez durante a estocagem, que determina a vida de
prateleira dos produtos fermentados, foram determinados o pH, a acidez titulavel total, a
acidez titulavel das bebidas e a lactose apenas na bebida sem acucar (resultados Tabelas
12 e 13).

Tabela 13 — Resultados das analises fisicas e quimicas do butfermilk sem agucar (BT)

Parametros BT BT BT BT BT
1D 7D 14D 21D 28D

pH 4,50 4,43 4.40 4,46 448
Acidez titulavel total 81,25°D |104,12°D |104,51°D [105,58°D |106,56°D
Acidez titulavel (apés 81,25°D |97,31°D |98,28°D |100,23°D |100,72
agitacio) :
Lactose 480% [4,70% 4.43% 4.36% 4.37%
EST 9,79%
Gordura 0,67%
Proteinas 4.12%

O valor calorico da bebida sem agucar, calculado a partir dos teores de proteinas,
gordura e carboidratos, neste caso apenas a lactose, foi de 36,35 Cal/100g, um valor

comparativamente inferior ao da bebida com agucar (56,48Cal/100g).

5.6.2.3. Andlises sensoriais da bebida com agucar

A analise sensorial foi feita apenas com a bebida lactica com 10 % de agucar, para
avaliar o produto da maneira mais proxima aos habitos do consumidor brasileiro, que

costuma acrescentar muito agticar aos iogurtes naturais.
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Os resultados obtidos no teste de avaliagdo da aparéncia, aroma, sabor de diacetil,
sabor acido, sensagdo de frescor, cremosidade e corpo da amostra € as porcentagens de

aceitagdo, indiferenca e rejeicdo, estdo apresentados no Tabela 14.

Tabela 14 - Porcentagens de aceitagdo, indiferenca e rejeicdo da amostra de buttermilk
para os atributos avaliados e valor médio atribuido a cada caracteristica analisada (média)

Amostra de buttermilk Aceitacio ( %) | Indiferenca (%) | Rejeicao (%) | Média
Aparéncia geral 94,0 0 6,0 7.1
Aroma 84,0 2.0 14,0 6,4
Sabor de diacetil 86,0 6,0 8,0 6,6
Sabor acido 78.0 6,0 16,0 6,4
Sensacio de frescor 88,0 8.0 4.0 6,9
Cremosidade 92.0 : 6,0 2,0 6,9
Corpo 88.0 4.0 8.0 6,8

A amostra de buttermilk analisada alcangou média correspondente a “gostei” para os
atributos de aparéncia, sensagio de frescor, cremosidade e corpo (valores médios atribuidos
entre 6,9 e 7,1). Alcangou média entre “gostei pouco e gostei” para o atributo sabor de
diacetil (6,6%) e média correspondente a “gostei pouco” para os atributos de aroma e sabor
acido (6,4%).

Observou-se que as maiores porcentagens de aceitagdo ao produto estdo
relacionadas aos atributos de aparéncia (94%) e cremosidade (92%). As maiores

porcentagens de rejeicdo estdo associadas aos atributos aroma (14%) e sabor acido (16%).
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5.6.3. Processamento final

Neste processamento, foi feita a comparagdo entre as bebidas fermentadas por
microrganismos geneticamente modificados e ndo modificados. O fermento Probat 606
Visbycvac foi substituido pelo CH-N22 (Chr Hansen do Brasil, Valinhos, Sdo Paulo)
devido a maior disponibilidade do segundo fermento. Assim, foram usados os fermentos
lacticos CH-N22, aqui denominado de Tradicional, e XF 12, aqui denominado de

modificado.

5.6.3.1. Determinagées microbioldgicas

Os resultados das analises microbiologicas para avaliagio de possiveis
contaminagdes por coliformes, provenientes da agua utilizada para a reconstituigdo de leite
ou do agucar usado na composi¢do da bebida, assim como de bolores e leveduras,
originados principalmente da contaminagdo ambiental, estio apresentados na tabela 15,

que também inclui a contagem total de mesofilos.
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Tabela 15 — Avaliagdo microbioldgica da matéria prima e dos dois tipos de buttermilk

produzidos

AMOSTRA / DIA | Coliformes Totais | Bolores e¢ Leveduras Contagem total de
(NMP/ml) (UFG/ml) meséfilos (UFC/ml)

Leite padronizado <0,3 NMP/ml <10 0

BT - 1D 24 NMP/ml 7.3 x 10" 3,6 x 10°

BT - 14D <0,3 NMP/ml 7.4 x 10 1,98 x 10*

BT - 28D <0,3 NMP/ml 1 2,85x 10°

BTA-1D 46NMP/ml 0 3,6 x 10°

BTA- 14D <0,3 NMP/ml 47x 10 4,0x 10°

BTA- 28D <0,3 NMP/ml 0 415% 10°

BM - 1D 46 NMP/ml 0 3x10°

BM - 14D <0,3 NMP/ml 0 3,6 x 10°

BM - 28D <0,3 NMP/ml 0 3,6 x 10°

BMA - 1D 240NMP/ml 0 6,6 x 10°

BMA - 14D 110NMP/ml 4 40x10°

BMA - 28D 21NMP/ml 1 3,6 x 10°

BT- Buttermilk produzido com fermento Tradicional
BTA — Buttermilk produzido com fermento Tradicional e com 10% de Agucar
BM - Buttermilk produzido com fermento Modificado
BMA - Buttermilk produzido com fermento Modificado e com 10% de Agucar

Como no processamento anterior, as contagens de coliformes totais foram maiores

para as bebidas adicionadas de agucar e também diminuiram durante a estocagem dos

produtos, devido ao abaixamento do pH. Todos os tubos de Caldo Verde Brilhante

positivos para coliformes fecais foram repicados em Caldo EC-MUG e incubados a 45°C

para verificagdo de coliformes fecais e todos os resultados foram negativos. Tanto o

buttermilk produzido com o fermento Tradicional quanto o produzido com o fermento

Modificado estdo dentro dos parametros exigidos pela legislagdo.

Para avaliar a propor¢do entre os microrganismos que compdem os dois fermentos

no decorrer da estocagem fo1 feita uma contagem destes microrganismos em meio Nickels

e Leesment modificado, que permite a diferenciagdo das trés espécies (tabela 16).
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Tabela 16 — Contagem diferencial

AMOSTRA/DIA | Leuconostoc. sp Lac. diacetylactis Lac. lactis
(verdes) (brancas com halo) ( brancas sem halo)
(UFG/ml) (UFG/ml) (UFG/ml)
BT - 1D 5,01 x 10° 5x10° 1,4x 10"
BT — 14D 5,87 x 10° 4x10° 1,65x 10’
BT - 28D 1,45 x 10’ 1x10° 2x10°
BTA- 1D 2,95 x 10° 5x10° 3,6 x10°
BTA- 14D 3,14x 10° 5% 10° 7.4%x10°
BTA -28D 1x 10 1,6 x10° 2x10°
BM — 1D 1,45x 10" 2.3x 10 41x10°
BM - 14D 9x 10’ 3,0x 10° 267x10°
BM - 28D 2x10° 2.2x10° 1x 10’
BMA - 1D 1x 10" 3x 107 40x10°
BMA - 14D 82x10° 5% 10° 1x10’
BMA - 28D 1,6 x 10° 1x10° 4x10°

BT- Buttermilk produzido com fermento Tradicional
BTA — Buttermilk produzido com fermento Tradicional e com 10% de Agucar
BM — Buttermilk produzido com fermento Modificado
BMA - Buttermilk produzido com fermento Modificado e com 10% de Agucar

Comparando-se as contagens iniciais do buttermilk produzido com o fermento

Probat 606 Visbycvac com as contagens iniciais dos fermentos CH-N22 e XF12, notou-se

que o primeiro fermento apresenta uma contagem inicial bem maior, da ordem de 10%

UFC/mL de cada uma das 3 espécies que o compdem, enquanto que o0s outros dois tém

contagem inicial da ordem de 10°, mas que decaem mais lentamente, chegando a uma

contagem final ao redor de 10°, préximos ao do fermento Visbyvac e ainda dentro dos

limites legais para este tipo de produto, indicando conterem linhagens um pouco mais

resistentes a acidez inicial resultante da fermentag@o.
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Creme de leite

O teor de gordura do creme de leite utilizado para a produggo do buttermilk foi de
38,11%. Para preparo de 20 litros de leite com 0,6% de gordura, adicionaram-se 59,83 g
do creme ao leite.

Leite Padronizado

O leite padronizado foi analisado quanto a sua densidade, pH, acidez titulavel,
extrato seco total, teor de proteinas, lactose e teor de gordura, este ultimo para confirmagao
da correta adigdo de gordura, com os seguintes resultados (Tabela 17).

Tabela 17 - Resultados das analises fisicas e quimicas do leite padronizado

Densidade | PH Acidez Teor de | Extrato Seco Teor de Teor de
tituldvel lactose Total Proteinas gordura
1,0290 | 6,70 | 20,54°D 5,43% 10,06% 3,65% 0,62%

Bebidas lacticas fermentadas com e sem acucar.

As bebidas fermentadas, apos resfriamento e homogeneizagio, foram divididas em
dois grupos € a um deles foi acrescido 10% de agucar. As quatro variantes do buttermilk
(tradicional com e sem agucar e modificada com e sem acicar) foram caracterizadas de
acordo com os seguintes pardmetros fisico-quimicos: pH, acidez titulavel total e real,
extrato seco total, proteinas totais, e agucares totais para as amostras com agucar e lactose
para as sem agucar. Os resultados dos testes fisico-quimicos das bebidas sem agucar estao

na tabela 18 e com agucar na tabela 19.
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Tabela 18- Resultados analises fisicas e quimicas das bebidas sem agucar

Parametros BT BT BT BM BM BM
1D 14D 28D 1D 14D 28D

pH 4,55 438 4,36 4,58 4,39 4,40
Acidez titulavel total 76,8°D |79.8°D |[85,0°D |79.,0°D |80,5°D |87,4°D
Acides titulavel (apos 73,5°D |77.8°D (82,4°D |77,5°D |77,7°D |78,3°D
| agitaciio)
EST 9,53% 8.64
Gordura 0,63% 0,58
Proteinas 3,39% 3,19
Lactose 459% [4,52% |4,46% |4.80% |427% [4,26%
Tabela 19- Resultados analises fisicas e quimicas das bebidas com agucar

Parametreos BTA BTA BTA BMA | BMA | BMA

1D 14D 28D 1D 14D 28D

pH 4,63 435 4,32 451 4,40 4,40
Acidez titulivel total 77.6°D [80,5°D |80,03°D |80,5°D [82,8°D |83,3°D
Acides titulavel (ap6s 75,1°D |77.6°D |782°D |77,0°D ([79,4°D |79,9°D
| agitacdo)
EST 16,84% 18,14%
Gordura 0,58% 0,53%
Proteinas 3,08% 3,03%
Acucares totais 7.72% 6,04%

Os microrganismos fermentadores consumiram 15,47% da lactose presente no leite

no processo de fermentagdo da bebida tradicional e 11,6% na bebida produzida com

microrganismos geneticamente modificados. Durante o periodo de estocagem, o consumo

de lactose pelo fermento Tradicional chegou a 17,86% e do Modificado a 21,55% do total

de lactose presente no leite padronizado. Estes valores estdo entre 10 e 30%, portanto,

dentro dos parametros

refrigerada de iogurtes, citados pela literatura por Galvio ez al (1995).

de consumo de lactose durante a fermentagdio e

estocagem

O consumo de lactose foi acompanhado de uma diminui¢do do pH e aumento da

acidez titulavel total e real, alem dos compostos aromaticos que ddo o sabor caracteristico

do buttermilk.

82




Comparativamente, a quantidade de diacetil produzida pelo fermento Modificado
€ 114% maior que a produzida pelo fermento tradicional. No decorrer do periodo de
estocagem, a concentragdo de diacetil na bebida tradicional decai até limites ndo
detectaveis pelo método usado e da bebida modificada aumenta quase 9,5 vezes o valor
inicial (tabela 21).

Tabela 20 - Quantidade de diacetil presente nas amostras de leite Buttermilk Tradicional
e Modificado no primeiro dia apos o processamento e com 28 dias de estocagem.

Amostras Quantidade de diacetil (mg/L.)*
M DP I\
Buttermilk M 1D 1,82 0,52 1,37 —2,40
Buttermilk T 1D 0,85 . 0,19 0,73 - 1,06
Buttermilk M 28 D 17,36 0,24 17,13 - 17,60
Buttermilk T 28 D <0,4 o o

M=meédia, DP= desvio-padrio, [V=intervalo de variacio
* Valores referentes a trés determinagoes

Este aumento significativo do diacetil pode ser explicado pela auséncia da enzima
redutase que transforma irreversivelmente o diacetii em 2,3 butanodiol, produzido
principalmente por Leuconostoc., que deve ser uma linhagem diferente da utilizada no
fermento tradicional. Sabe-se que uma das estratégias usadas por algumas empresas com o
objetivo de aumentar e estabilizar o sabor e aroma do butfermilk durante sua estocagem
visava justamente o isolamento de linhagens de Leuconostoc com atividade de diacetil
redutase fortemente atenuada, com o uso de técnicas de mutagénese classica (Henriksen et

al., 1999).
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5.6.3.3. Andlises sensoriais das bebidas com acucar

Para a analise sensorial, adicionou-se 10% de agticar as bebidas produzidas com os

fermentos Tradicional e Modificado, apos resfriamento e homogeneizacdo. A avalia¢o

sensorial foi realizada no 1° dia apods a fermentacao.

Os resultados obtidos no teste de avaliagdo de aceitagdo, indiferenca e rejeicao da

amostra de buttermilk para os atributos avaliados estdo apresentados na tabela abaixo

(tabela 21) e gostos e desgostos nas tabelas 22 e 23.

Tabela 21 — Porcentagens de aceitagdo, indiferenca e rejei¢do das amostras de buttermilk

avaliadas
Atributos Aceitacio ( %) Indiferenca (%) Rejeicido (%)
Sensoriais
Tradicional | Modificado | Tradicional | Modificado | Tradicional | Modificado

Aparéncia geral 90 88 2 4 2 0
Aroma 82 88 8 2 10 10
Sabor de diacetil 84 72 8 4 8 24
Sabor acido 80 74 6 10 14 16
Sensacdo frescor 78 78 14 6 8 16
Cremosidade 92 84 2 4 6 12
Corpo 90 72 6 12 4 16
Aceitagdo Geral 90 72 4 8 6 20

Tabela 22 - Gostos apresentados pelos consumidores em relagdo a amostra de buttermilk

(nmimeros indicam freqgiiéncia com que foram citados).

Gostos Freqiiéncia
Tradicional Modificado
Aparéncia e cor 10 10
Aroma 5 13
Sabor de diacetil 2 2
Sabor acido 5 4
Frescor 7 3
Cremosidade 8 5
Corpo 3 1
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Tabela 23 - Desgostos apresentados pelos consumidores em relagdo a amostra de

buttermilk ( nimeros indicam freqiiéncia com que foram citados).

Desgostos Freqiiéncia
Tradicional Modificado
Aparéncia e cor 2 3
Aroma azedo 5 3
Sabor acido 10 11
Cremosidade 2 0
Corpo 2 3
Presenca de grumos 13 8

Observou-se que a amostra de buttermilk Tradicional diferiu da amostra de
buttermilk Modificado quanto a aceitagdo do sabor de diacetil, sabor acido, corpo e
acertacdo geral, e alcangou médias mais altas entre “gostei pouco e gostei” para todos os
atributos. O buttermilk Modificado alcangou médias correspondentes a “gostei pouco” para
os atributos sabor de diacetil, sabor acido, frescor, corpo e aceitagdo geral. Em relagdo ao
sabor 4cido, através das analises fisico-quimicas de acidez titulavel, observou-se que o
buttermilk Modificado tinha uma acidez um pouco maior (2°D), que o Tradicional,
diferenca que foi notada pelos provadores (tabela 19).

A concentrag@o de diacetil no primeiro dia apos a fermentagdo era 114% maior no
buttermilk Modificado em relacdo ao Tradicional, o que deve ter contribuido para maior
aceitagdo de seu aroma, mas ao mesmo tempo diminuiu a aceitagdo quanto ao sabor de
diacetil (tabela 21).

As maiores porcentagens de aceitagdo ao produto estdo relacionadas aos atributos de
aparéncia, corpo e aceitagdo geral (90%) e cremosidade (92%) para o buttermilk do tipo
Tradicional. As maiores porcentagens de rejei¢do estdo associadas aos atributos de sabor de

diacetil (24%) do buttermilk produzido com o fermento Modificado.
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A diferenca de cremosidade notada pelos provadores entre os dois produtos pode ser
decorrente da maior produgdo de exopolissacarideos no buttermilk Tradicional. A sensagdo
de frescor € dado pelo diacetil, cuja concentragdo no buttermilk Tradicional era suficiente
para ser notada pelos provadores, mas muito alta no produto fermentado pela cultura lactica
Modificada.

De modo geral, pode-se afirmar que os pontos fortes do buttermilk Tradicional sdo a
cremosidade e a sensagdo de frescor, os quais foram apontados com maior freqiiéncia pelos
consumidores. Os pontos fracos sdo o aroma azedo e sabor acido e presenca de grumos de
gordura na superficie da amostra.

A presenga de globulos de gordura na superficie do produto foi devida a
dificuldades na incorporagdo do creme para padronizagdo do leite utilizado como matéria
prima para a produgdo da bebida. Este problema pode ser  solucionado com
aperfeicoamento da metodologia de padronizacdo ou com a obtengdo de um leite
previamente padronizado.

A partir dos resultados da analise sensorial, pode-se concluir que o elevado teor de
diacetil do buttermilk Modificado ndo agradou e que os atributos de cremosidade €
sensa¢io de frescor, que também € dado pelo diacetil, sdo os pontos fortes desta bebida e
que devem ser valorizados no possivel deste produto no mercado brasileiro.

A acidez dos leites fermentados naturais sem agucar ou outros aromatizantes, limita
a aceitagdo do consumidor, pois estes tipos de produtos ndo fazem parte da dieta basica
normal da maioria dos consumidores, exceto em algumas regides do Norte da Europa. No
entanto, a adi¢do de aromatizantes dificulta a percep¢do do sabor de diacetil, enquanto que
os leites fermentados naturais permitem que o sabor de diacetil seja percebido mais

intensamente.
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O aumento do consumo de iogurtes e leites fermentados fora destas regides
especificas da Europa ocorreu quando se passou a utilizar frutas e/ou flavorizantes,
gerando uma grande diversidade de produtos e aumentando a popularidade deste tipo de
alimento (Tamime, 1999).

A popularizagdo dos leites fermentados nos Estados Unidos ocorreu a partir dos
anos 50, quando a industria de laticinios passou a produzir uma maior variedade de
produtos adicionados de agucar, frutas e outros aromas. Além disto, foram feitas
campanhas estimulando o consumo deste tipo de produto, ressaltando suas qualidades
nutricionais e beneficios a saude, principalmente direcionadas ao publico jovem, com
lancamento de produtos com baixos teores de gordura e continuas pesquisas €
desenvolvimento de produtos buscando suprir as necessidades e preferéncias dos novos
consumidores (Tamime, 1999).

Assim, para que o buttermilk seja aceito pelos consumidores brasileiros, ha
necessidade de adigdo de polpas de frutas ou aromatizantes. Para determinagdo da melhor
formulagdo do buttermilk para a aceitagdo pelo consumidor brasileiro, novos

processamentos deverdo ser feitos, como continuagdo deste trabalho nos laboratorios do

TECNOLAT, ITAL.
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6. CONCLUSOES

As dificuldades de classificagdo taxondmica ocorridas na primeira etapa deste
trabaltho (selecdo e identificacdo de microrganismos produtores de diacetil) demonstram
que as informagdes utilizadas na taxonomia tradicional, como caracteristicas morfolégicas,
fisiologicas e bioquimicas obtidas das culturas puras, ndo sdo suficientes para definir uma
espécie.

Em relagdo a verificagdo da homologia através de técnicas de biologia
molecular, a proximidade observada entre as linhagens estudadas (Ql a Q9) ndo
correspondeu as diferencas observadas em relag@o a capacidade de produgdo de diacetil,
pois a linhagem Q1, por exemplo, produz uma quantidade maior de diacetil, apesar de ser
muito proxima das outras linhagens que ndo produzem tanto deste composto.

A linhagem de E. faecium Q-1 isolada de Queijo Minas Frescal artesanal, que
produz diacetil em quantidades préximas e‘1_s do fermento comercial Tradicional utilizado
na produgio de buttermilk, ndo é patogénica e, portanto, tem potencial de aplicabilidade na
industria de laticinios. Em relagdo a aceitagdo da bebida lactica tipo buttermilk, a partir dos
resultados da analise sensorial, pode-se concluir que o maior teor de diacetil ndo agradou
aos componentes do painel de testadores, que nZo tém como habito o consumo de leites
fermentados naturais, sem adi¢do de agucar ou outros aromatizantes, cOmo OCOIT€ em

algumas regides da Europa.
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8. ANEXOS

ANEXO I

Péster apresentado no 4° Simpodsio Latino Americano de Ciéncias de

Alimentos - Novembro de 2001.
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ANEXO II

Péster apresentado no 26th IDF World Dairy Congress — Congrilait — Paris,

24-27 September 2002,
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1. NTRODUCTION 4, RESULTS AND DISCUSSION

» Lactic bacteria producing diacetyl, a volatile aromatic : : y .
compound, are responsible for the fermentation of lactose » 9 strains were isolated and classified as E. faeciuon from
and the production of other substances conferring their phenotypic characterization and use of the "BBL Crystal
rheological and sensory characteristics typical of Gram-Positive’ enzyme system (Becton Dickinson) and
fermented milks and cheeses. denominated as Q1, Q2, Q3, Q4, Q5, Q6, Q7, Q8 and Q9.

> Although not classified in the lactic group, the » The pathogenic potential of the strains was analyzed with
enterococci have been used as adjuncts in lactic respect to the production of enzymes causing pathological

¥ 3 ch ina m leases
fermentations, contributing to the development of the effects on the host, such as gelatinase, thermonuc
typical characteristics of some types of cheese. (DNAses) and hemolysins (Eaton & Gasson, 2001; Giraffa,

> The species Enterococcus faecium has frequently been 1997). The results were negative for the production of
isolated from traditional European cheeses with gelatinase and thermonuclease. The production of a-
Designated Origin Register. This group of Gram positive hemolysis was similar to non-pathogenic enterococci.
microorganisms colonize various ecosystems, including
those of milk and the intestines of humans and domestic
animals.

2. CBJECTIVES
> The isolation and biochemical characterization of
diacetyl producing microorganisms present in samples of

Fig 2
fresh Minas type cheeses produced by artisans. =
> The analysis of DNA homology and pathogenic potential Flg. 15 - (A), Negative activity for g in E facchum - SRikyratyals i
of the isolated strains of enterococci. liquefaction of gelatin (13) — £ cereus (positive 1) — hydrolysis and liquefaction of
gelatin,
ig. 2: - Negative reaction for ther I by E faecium in Bacto Dnase Test with
toluidine blue (+) § aurems — positive control for production of ther I
= mm & METHODS visualized by formation of pink halo; (-) §. epidermidis — negative control, absence of
halo; | to9 —strains of £ faecium.
ISOLATION OF
G Fig. 3. Hemolysis halo produced by £. fiecium
. Hemolysis produ;
POSITIVE/CATALAS strxins in blood agar: (A} Partial a-hemolysis
E NEGATIVE COCCI presented by the nine isolated strains; (B):

positive control for B-hemolysis - 5. aureus;
(C) negative control for hemolysis -
Lactococcus lactis.

|

Selection of diacetyl producing strains (VP+)

1 (Growth at 10°C, o = 4
40°C and 45°C; b

Growth at alkaline

PHENOTYPIC
CHARACTERIZATION | PH values (9.2 and [
9.6); e
Growth in 4% and Fig, 3: - DNA homology dendogram of £ faecium strains (Q1, Q2, Q3 Q4 Q5 Q6 Q7, Q8 Q9.
6.5% NaCl) \. Le Lactis subsp. Lactis; 2. Q133 QS5; 4 Q25 Q8; 6 Q6; 7. QTi& Q9;9. Q4 and 10. Q3.

TAXONOMIC CLASSIFICATION » The test for DNA homology was carried out by an analysis of the

(BBL Crystal) dendogram (Gene Compare software, Applied) with the primers

k _ | (Hemolysins, REP, ERIC and BOX (Pharmacia), confirming that they were 9

BonmlogyJ Pathogenic{ Thermonuclease different strains of E. faecium (PITCHER et al, 1999 and MANGIN
potential | Gelatinase) et al. 1999)

Key Words: E Diacetyl, Pathogenic, Cheese. “ H..}Mgp
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