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RESUMO

Com o objetivo de isolar e selecionar culturas laticas
tipicas do nosso habitat, foram utilizadas amestras de leite cru,
leite pasteurizado e queijos de leite cru ou. semi-pasteurizado. De
um total de 400 isolados iniciais, 250 foram descartados na primed
ra fase de selec¢aoc, tomando cémo base as caracteristicas do COagu-
lo e reagoes do indicador no leite tornassolade. As 150 culturas
restantes reduziram-se a 80 quando selecionadas segundo a velocida
de de acidificacao em leite. Ao serem submetidas a uma avalihgéo
de caracteristicas tipicas desejadas em um fermento latico, inclu-
sive sabor e aroma, somente 57 culturas apreseniaram um potencial
para serem utilizadas industrialmente. Dentre elaé,El culturas de
estreptococos mesdfilos, 26 de lactobacilos e 10 de estreptococos
termofilos.

"Esges isclados foram avaliados como fermentoe latico na
fabricagao de.queijos Minas, Prato e Parmesdo, sendo que no presen
te trabalhb as experiéngias concentraram~se no gueijo tipo Minas.
Em gera;,os resultados foram multo promissores,una Vezr Juée 4as novas
culturas mostraram maior atividade acidificante e maior iIndice dé

maturagao do gue culturas comerciais utilizadas como controle.

varios testes a nivel de laboratdrio foram também reali-
zados visando comparar o comportamento microbioldgico dos novos 1is0
lados frente a culturas puras de caracteristicas conhecidas. Os re
sultados indicaram que as novas culturas apresentaram uma maior atl
vidade fermentativa em tarmas‘de acidificagao, maior velocidade de
multiplicacio, maior toler@ncla ao sal e a variagoes de temperatu

ra na falxa de 30 a 40°C.



SUMMARY

Raw and pasteurized milk samples and sanples of cheese
made from raw or semi-pasteurized milk were selected for research
into eobtaining isolates of typical lactic cultures from natural

SOUIrCes.

On the basis of the coagulum characteristics and litnus
milk reaction, 250 out of 400 isolates_were discarded in the firsﬁ
step of the selection prqcedure. A further seiectimn, using the
acidification rate of each culture in milk, reduced the reamaining
150 isolates to 80. From these cultures only 57 were conai&er@d to
be potencially good for commercial use as starter cultures in the
dairy industry, according to their‘typicalmésagulum and flavor char
acteristics. These new cultures.finally selected included 26 lacto

‘bacilli, 21 mesophilic and 10 thermophilic streptococci.

The new isolates *ere tested as starter cultures in the
manufacture of Mimaé, Prato an Parmesan cheeses.lﬂowever most éf
the experiments were done with the Minas type chegse. In ygeneral,
the results indicated that -the new starter cultures were more ac-
tive in their acid production and curing development capacity than

the imported commercial starter cultures used as control.

Several laboratory tests were performed to compare the
new isolates with known pure starter cultures; The results in&icaﬁ
ed that the isolates, besides having a higher acidification rate,
showed higher multiplication rate and higher tolerance to salt and

to temperature variations in the range of 30 to 400,
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INTRODUGAQ

A fermentagac & um dos pfoces&os mais antigos de preser-
vagao de alimentos utilizado pelo homem. No caso do leits, a apli
cacido do processo fermentativo para a obtengao do queijo &, sem dd
vida, a mais importante e difundida entre nds. Sem a atuagao dasg
culturas ou fermentos léticos(na produgio de sabor, aroma e trans
formagoes bioquimicas durante o processo de cura, o quelijo se res
tringiria a um produto insipido e ndc seria possivel a existéncia

de tantas variedades como as atualmente conhecidas.

As bactérias liticas sao contaminantes naturals do leite
cru, chegandc atd ele por meio de utensilios, ambiente e animais,
sendo © seu habitat natural as plantas e vegetals em geral. Enpiri
camente, na-fabricaggo de queijos utiliza-se leite cru gue jé con
- té&m uma microflora naﬁural, e a selegao dos micrbrganismos laticos
desejades_ocdrre pela maiox capacidéde destes de crescerem oOu 80
breviverem duiante as etapas de fabricacgac. Esse procedimento, - en
tretanto, 6ferece riscos de falhas, podendo acarretar perdas, efei
tos indesejiveis, etc, que afetam a gqualidade e uniformidade do  pro
duto final.

Com © adventg.da pasteurizagac, visando destruir a flora
patogénica, surgiu a necessidade de reposicio da microflora lﬁtica
que & também eliminada pelo tratamento térmico. Para essa reposi-
cio adiciona-se culturas ou fermentos laticos selecionados, Ccujoe
compartamento e aéﬁo no leite =zao bem conhecidos, O estudo das bac
térias lAticas vem sofrendo qfanﬁes avancos nos tltimos anos, sen
do possivel encontrar variedades especificas para cada agao deseja
da no produto final. Em geral, as indastrias nacionais obtém, de

laboratdrios comerciais, os fermentos sob a forma liofilizada, o3
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gquais, na maioria dos casos sao importados. Nesse aspecto, & impor-
tante considerar a sensibilidade dﬁséas culturas importadas frente
aos contaminantes do nosso meio, uma vez que nao estiao em seu habl
tat natural.

0 presente trabalho propée o isolamento e selegan de cul
turas ldticas provenientes do nossc habitat, buscandoe pesquisar a
utilizacdo dos novos isolados em substituigao aos fermentos ilmpor-
tados normalmente utilizados na fabricagao dos principals queijos

produzidos pela indiistria nacional.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Fermentagao Latica

A fermentagao latica representou, cevtamente, a primsiva
forma de preservagéo do leite, transformando-o em um produto com
sabor e aroma agradaveis (4, 12, 112). Assim, o homem descobriu gue
depois de passado algum tempo gue era extraldo do animal, o leite,
se mantido & temperatura ambiente, tornava-se dcido e postericrmen
te nfo sofria outras mudancas indesejdveis, podendo ser conservado

por varios dias {18, 40).

‘Do simples leite fermentado, cuwjo produtc de maior difu

sac atualmente & o iogurte, nasceram posteriormente o3 quelios e
com estes uma das indiistrias de transformagac mais importantes: a

indlstria queijeira (12].

6 uso de fermentos na fabricagBo de gueijos & tdo antigo
quanto a pratica de preservagao do leite, pois,ﬁesmc antes da iden
tificacdo das bactérias iéticas,os gueijeirog ja se utilizavam de
um soro ou leite acidificado para ser empregado como fermento {12,
27, 55, 102). Agsim, a flora normalmente presente no leite junta
mente com os contaminantes normais dos utensilios empregados ne ma
nuseio do leite e preparc do queijc, garantiam um gsuprinanto. de
" fermento natural’ (20, 46). Ainda hoje & comum o emprego de lelte
ou soro previamente acidificado para garantir a fermentacao latica

(1, 12, 25, 46, 55, 105).

A fermentacgido litica & também utilizada na produgaoc  de
conservas vegetais, a exemplo de picles e chucrute. Os aglicares
existentes nos tecidos vegetais sao fermentados e o acido produzi

do, aldm de conferir sabor ao produto, preserva-o da deterioracao
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por outros microrganismos (40, 1123,

Na formagdo de acido promovida por uma VYermentagio, po-
dem estar envolvidos diversos microrganismos p&ftencentes a dife-
rentes grupos taxondmicos. Aqueles cuio metabolismo & mais rédpido
e gue melhor se adaptam ac melio, inicliam a fermentagao e produzem
metabdlitos que modificam as condigdes do meio ambiente dando ori

gem a uma sucessdo de géneros e espeécies (8).

Normalmente, na coagulagdo acida do leite provocada pof
uma fermentacio latica, estao envolvidas espécies dos géneros Staep
toeocows, Pediococceus, Leuconosfoe e'Laciobaeiﬁﬂﬁa, que sao referidas cowmo
wactérias laticas (12, 47, 102, 111, 11l4). Os estreptococoé %étiw
cos produzem um_coégula fZcido em leite cru mantido &  temperatura
ambiente (20, 24) e a mesma reagao & provécada pelo Staeplecoccus
thermophi€us, porém a uma t@mperatura mais elevada, aproximadanmen
te 450C, Bastonetes homofermentativos produtores de dcido latico
podem provocar a coagulagac acida do lelte, porém, sao suplantados

por outros microrganismos quando em populacio mista {40).

Algumas bactérias sdo capazes de produzir acido latico
como principal produto da fermentagao, porém, outras, além  deste
produzem conpostos que conferem odores e sabores indesejavels, que
sho o resultado da degradacgaoc parcial de proteinas e lipideos, <o
mo no caso do Streptococcus Liguefaciens, Bacdllus coagulans e bag
t&rias coliformes (40). A fermentagao com produgao de gas pode ser
devida ao desenvolvimanto de bacterias coliformes, leveduras fer-

mentadoras de lactose, ou certas espécies de Closintdium (19, 40).

Os microrganismos, durante a acgao no leite, provocan vé
riag alteragaesf sendo a principal delas a metabolizagao da  lacto
se produzindo dcido latico. Nas bactériag laticas homofermentatilvas,

o Geido 1latico & o principal produto, enquanto que nas heterofer-



mentativas ocorre também a produgac de etanol, acido acético e CO,
(102, 11l1).
A compreensac de como ocorre ¢ metabolismo dos carboi-

dratos nos estreptococos laticos sofreu um grande avango nos alti

mos anos (66). A partir da descoberta do sistema fosfoenolpiruva

to-fosfotransferage (PEP~PTS), identificado originalmente em Eg-

cherichia coli (12), foi demonstrado que durante o transporte até

o citoplasma, a lactose e, talvez 1 galactose e glucose sao fos-
foriladas através desse sistema, onde o PEP funciona como doador
de fdsforo. A galactose pode ser também fosforilada por uma outra
via e convertida em glucose-6~fosfato obtida pela via lactbselﬁ?~
PTS & posteriormente metabolizada através da via tagatose-6-fosfa
to {12, 24, 66} . |

G sistema.PEPwPTS & uma via_fundamemtal para a utiliza-
“gﬁo rapida da lactose e, juntamente com a via glicolitica de Em~
bden-Meyerhof-Parnes, constituem o procéeésso mais eficiente para a

fermentagao da lactose por parte dos fermentos laticos (12},

Além de um carboidrato fermentescivel, as bactérias 1a

05

ticas necessitam de virios amincicidos e vitaminas (25}. Os géne

ros Streptococcus, Leuconcstoe e lLactobacillus, por exemplo, A0
alﬁamente influenciados pela presenga de substancias proteicas so
1fveis facilmente assimildveis (12, 66, 103). O leite conténm além
de teores relativamente alteos de varias proteinas, baixas concen
tracoes de aminoacides livres (0,01%) e peptideos (78), cujo teox
& maior em leite pasteurizado ou autoclavado {12, 66, 108}). Os
aminodcidos inicialmente presentes no leite sao uma fonte de ni-

trogénio importante para o crescimento a baixa conventragao celu



lar, porém a medida que esta aumenta, as @xotéinas do leite tornome
-s5e a fonte mals importarte (28, 78}). Portanto, algum crescimento
de bactérias laticas pode‘ocorrer sem ¢ue ocorra protedlise, porém
para gue a cmagulagﬁo.se processe rapidamente, a proteblise & es-
sencial (23, 25, 66}. Os estreptococos laticos ndo sio dotados .de
igual atividade proteclitica e isso pode limitar a capacidade das
culturas obterem a guantidade de nitrogénio necégsaria ao cresci-

mento maximo {1083,

Os estreptococos contém proteinases acidas e neutras li-
gadas & parede celular gue degradam a caseina a peptideocs, asgem

gurando o suprimento destes durante a fase de crescimento (24, 66,

D6

1023, 0s peptideos podem entrar na célula bacteriana e serem

hidrolisados intracelularmente pelas peptidases (66). 0 8. Jlactlis
pode também hidrolisar, extracelularmente, peptideos a aminodcl
‘dos através de peptidases ligadas & parede celular {102).

-

‘_Den£re as cepas de uma masma espécie & possivel detectar
as que crescem regqularmente em leite e as gue atingem apenas 10 a
25% do nivel maximo de crescimento alcangado pelas outras. Estas
Gltimas sio ditas de desenvolvimento lento em leite ("slow"), pois
o coagulam em 48 horas a 21°C, enguanto gue as outras cepas sao de
desenvolvimento rapido ("fast") e coagulam o leite em 18 horas a
21oCc (12, 23, 25, 119). As cepas de crescimento lento caracterizam-
~ge por uma atividade proteolitica insuficiente, porém, se forneci
dog os peptideos necessdriog, estas se comportam COmO as Cepas de
desenvolvimento rapide (23, 118). O desenvolvimento lenté & devido
i falta ou perda da atividade de enzimas ligadas 3 parede celular
para degradar as proteinas a peptldeos. Tais cepas sao denominadas
proteinase negativas (Prt ) enﬁuanto as que apresentam estas enzi-
mas sao denominadas proteinase positivas (Prt+} (64, 66, 77). HNas
culturas de fermentos laticos, tanto nas seleciconadas gquanto nas na

turais, aparecem espontaneamente mutantes Prt na PrOPOrgac de 2%



(12,23,24,25,66,102}), podendo tal percentual chegar a 30% o como respos
ta a acidificagao se torna insuficiente, com efeitos regativos ao processa
mento (12} .

Fermento Latico

Com o desenvolvimento da indistria queijeira e a pratica
da pasteurizacio, tornou-se necessaria a adigao de culturas sele;
cionadas a fim de repor a flora latica destrulda pelo tratamento
térmico (46). Portanto, a pasteurizagao da.leite para o preparc do
produto e, posteriormente, a produgao enm larga escala, obrigaram a
utilizagém de culturas selecionadas cujo desempenho e acao no lei-
te sao constantes ao longo do tempo, refletindo na gualidade final
do produte (25, 66, 96, 99, 102, 109). Suxgiu assim a necessidade
de um maior conhecimento da fungao dos fermentos e virios estudos
foram conduzidos no sentido de conhecer as suas propriedades, para
poder iscld~los, seleciona~los e tipificid-los suprindo a necessida
de da indlstria (46, 102). Esse trabalho tem sido realizado por 6£
qaos govefnamentais, universidades & laboratdrios comerciais (24,
46, 114).

Os fermentosg éu culturas laticas mesdfilag {(temperatura
ot ima na-faixa de 20 a 300°C) s3o largamente empregadas na indlistria
qugijeira e sio divididas em tré&s categorias de cepas oulinhagens:
simples, mGltiplas e mistas {19, 24, 29, 48). Teoricamente, um fer
mento de linhagem simples & constituido por um Gnico tipo ocu  cepa
de organismo, esse tipo de fermento & raramente usado na pratica.
As linhagens simples podem ser combinadas dando orlgem a culturas
ou fermentos mltiplos, essa combinagéo & feita visando  prevenir
contra o atagque por bactericfagos, contornar a intolerincia ao sal,
ou © efeito da temperatura de cozimento, permitindo ainda otimi-
zar a taxa de produgio de dcido utilizando linhagens rapidas e/ou

lentas (65, 114). Os fermentos de linhagens miltiplas sae  congti-



tuidos por um ntmero determinado de linhagens pufag e, portanto, po
dem ser utilizadas por usw perlodo mais longo (7¢). O fermento de
linhagens mistas & uma combinagao de linhagens envolvendo pspécies
diferentes, como por exemplo: S. fLactis, §. ocremords, 3. Factis
subsp, déacetylactis, Leuconcstoc caemorndis efou L. dextranicum, ete,

e cuja composigao @ indefinida (29, 65, 102).

As culturas laticas termdfilas {temperatura Otima na fal
«a de 37 a 459C). sdo utilizadas na fabricagao de iogurte, leite aci
ddfile e queijos de massa cozida (1, 19, 29, 463 . Exemplos desses
microrganismos sao espéci@s dos géneros lactobacllluse Staeplecocecus,
que produzem acido latico rapidamente a temperaturas elevadas. A
taxa de produgao de acido pode ser significativamente aumentada se
existir uma relagao simbidtica entre os microrganismos, Como no ca

so da associacdo entre S. theawmophilfus e L. bulgaricus {4, 102, 113).

Finalmente, uma atividade conjunta de bactérias laticas
mesdfilag; termdfilas e leveduras pode produzir uma fermentacao la
tico-alcodlica no leite dando origem a produtos fermentados como
Refir e Kumiss (102, 113). Nesse sentidae, os microrganismos na in
dtistria de laticinios podem ser manipulados e combinados de forma

a dar origem a diferentes produtos fermentados {114).

Origem e habitat dos microrganismos laticos

As bactérias léticaé compreendem um vasto grupo de mi-
crorganismos, com grande difusdo na natureza e gue podem CTrascer
sob diferentes condigoes ambiéntais (12). SZo encontradas mails fre
guentemente em vegetais, no leite, no trato digestivo e mucosas de

mamiferos (34, 87, 103}. Podemn tambén ser en-

contradas no s8clo @ na égua, mas somente por neio da
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contaminacao por animais e/cu plantas. A prépria presenga no leite
e deve a contaminagdes provenientes do meio durante a ordenha e
manuseio do leite {87).

Dentre as bactérias lAticag, o grupo de maior importin-
cia & o dos estreptococos laticos. 0 S. factds tem sido isclado de vi
rias fontes, enquanto que o habitat natural do 3. caemorls permang
ce desconhecido (66), existindo a hipdtese de que esteja presente
juntamente com o 3. Zaclis, porém em nimercs menores, nAo sendo,
portanto, encontrado devide &s diluigoes na técnica de isolamento
(66, 100). 0 S, Lactis tem sido encontrado mais frequentemente em
leite cru, enquanto que o S. cremordis em fermentos mistos, talvez
devido ao fato desta espécie ser mais resistente ao ataque de bac-
teridfagos (29, 66]. 0 S. thermophifus & tipico de leite e deriva-
dos e somente aci&entélment@ isolado de outros nichos ecoldgicos

{1, 58),

Caracteristicas Microbicldgicas das Principais Fspécies

De um modo geral, todos os micrarganismos.léticos carac-
terizam-se pela capacidade de retirar a energia necesgsaria ao seu
degenvolvimento por meio de um metabolismo fermentativo, e por nao
serem microrganismos putrefativos, pois $a0 pouco proteoliticos e

fracamente lipoliticos (12, 102).

Produzem acido latico a partir de um ou mais carboidra
tos. Sho cocos e bastonetes Gram positivos, imdveis, nao esporula-
dos, catalase negativos ou variavel, anaerdbios facunltativos, nui-
to exigentes do ponto de.vista nutricional e nao apresentam pigmen

tos (12, 16, 28, 47, 87, 93, 103, 1il, 112).



O grupo ldtico reune mais de 50 esp@cicg mesdfilas e ter
mSfilas, das quais 36 pertencentes ao género lacfebacdillus, 6 do
género Staeptococcus, 6 do género leucenosfoc e § do género FPeddlo-

coccus (12). De acordo com a classificagac dada na 87 edigao do

"Bergey's Manual of Determinative Bacteriology" (16) as bacterias lati

cas sio divididas nas familias Streptococcaceae e Lactobacillaceae,.

Stnepiocaceactae

Streptococcus ~ Esse género & muito complexo e contém va

rias esgpécies diferenciadas em diversos grupos. Empregando-ge o ori
tério de Lancefield, os estreptococos podem ser diferenciadoes en
grupos soroldgicos que refletem as diferentes antigéniciﬁades {47,
103} . Anteriormente, ©S estreptococos eram separados em 4 grupos
(viridans, piogenes, latico e enterococos) segundo os critérios de
Sherman, de acordo com as caracteristicas fisioldgicas. Porém, com
o) apareciménto de novas espécies com caracteristicas intermedid-
rias, esse critérioc tornou-se inadequado, todavia ainda € Gtil em al
guns casos (16). Recentemente © género Si&aptba@cﬁué foi rearranja
do em 4 grupos: piogénicos, orails, fecais e laticos incluindo nesg
te Gltimo grupo o S. theamophifus anteriormente incluido no grupo

viridans (897,

pDentre os estreptococos de interesse para a indlstria de
laticinios temos o S. fLactis, o §. fLactdis subsp digeetylactlis , o
S, cnemonis e o S. theamophifus (28) . As células do S. facidis sao
encontradas em pares ou em cadeias curtas e pertencem ac grupo soroligice N
de Lancefield como citado por FOSTER et alii (40) e algumas  linhagens
produzem o antibidtico nisina (16,102). O §. factis subsrp diacelylactis
difere do S. Lfactis somente pela capacidade de fermentar citrato,

produzindo coz, acetofna e diacetil (16, 47). O 8. cremoads pode

16
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formar cadeilas longas em lei&;wmﬁOﬁmzcihxm no Beroey's Momual o (18,

tambénm pertence ao grupo N de lLancefield e se diferencia do 8. faclis pela nao

producao de ardnia a par?ir da arginina, nao ¢rescimente a pH 9,2 pem a 4% de
NaCl (47). O 8. thermephdilus ndo & agrupado soroldgicamente por fal
ta de identificagaoc do grupo antigénico, por isso tem sido identi-
ficado por meio de testes fisioldgicos (16). Apesar do nome, ndo &
um microrganismo termdfilo no senso microbioldgico, pois seu Stimo
de temperatura estd na faixa de 40 a 456C podendo crescer a 50eC,
mas nao a 539C. IE sensivel a concentragdes de 2% de sal (1, 40,

56, 88). B importante para a produgac de logurte e queijos de ‘mas

gsa cozida (113).

Leuconostoc ~ O nome deste género vem da semelbanga mor

foldgica com algas do génerc Nostee (87). Sao células esféricas
.ocorrendo em pares ou cadeias e podem ser considerados como astrep
tococos heterofermentativos. N3o sao nmuito ativos em leite e rara
mente proﬁovem a coagulacdo, sao mesofilicos tipicos e nfo crescem
a 450C, fermentam glucose, galactose e lactose {16). Sac encontra
dos principalmente em vegetais, podendo também sér igsolados de lei
te e derivados, originalmente eram denominados Befacoecus {40, 87,
A espécie de maior importancia para a industria laticinista & o
La@conoétac crnemonds, devido A sua capacidade de produzir conpos-

tos aromaticos a partir da fermentagao do citrato (102).

Pediococcus - Este género compreende microrganismos Gram

positivos gue tem tendéncia a formar tétrades devido a divisao ce
lular ortogonal. Sac homofermentativos, produzem acido 13tico DL e
830 microaerdfilos (12, 47) . O intervalo de temperatu
ra maxima de crescimento varia de acordo com a espécié. Esse géne-

ro & geralmente associado & fermentagao de vegetais e & alteragdes



em bebidas alcodlicas, como a cerveda (12, 87).

lactobaciflaceae

Lactobaciblus -~ De acordo com BRICGS (14) foram divididos  por

Orla Jensen em trés qrupos: Staeptobactesiim, Themmobacteriuwn o Betabactetium.O
primeiro grupo compreends espeécies homofermentativas, capazes de cres
cer a 159C mas, geralmente, ndo a 45°C, tendo como Otimo a faixa
de 28 a 329C. Sac comumente encontrados em vegetais e leite e derl
vadog. As principais espécies sao: L. cased varn cased, muito comum

em gqueijos de massa semi-cozida e o L. plaptarum muito difuso  en
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forragens ensiladas e vegetais fermentados (87, 100). Wo grupo Ther

mobacterium encontram-se espécies homofermentativas capazes de creg
cer a 45°C mas nﬁd’a 1550 e Otimo de temperatura entre 37 e 450,
Esse grupo inclui espécies de grande aplicagao ?rética, tais como:
L. helveticus, L. fuguati, L. chtié {presente .em queijos de mas
sa dura), L. bulgaxicus (presente em iogurte}, L. dcidophifus {(con
siderado como © fGnico lactobacilo capaz de multiplicar-se no intes
tino humanc e por isso empregado na preparacgac de leite aciddfi-
1o}, L. delbrueckii{empregado na preparagao industrial de Acido 1a
rico) e L. fedichmannii (produgao de vegetais fermentados). O grupo
Betabacetenium compreende espécies heterofermentativas com otimo de
temperatura em torno de 30¢C. Podem ser encontradas em vegétais,
forragens ensiladas e em derivados de leite. O L, genmentun, por
exemplo, produz microolhaduras indesejaveis em gueijo Grana (1} Es

se grupo contém virias espdcies, porém nao sao importantes em lei-

te e derivados (103, 113}.



Isolamento e Selecido das Principals Bactdrias Laticas

For volta de iéQO surgin ¢ interesse, por parte de alguns
microbiologistas, am éstudar os leites acidificados. Assim, foram
isolados e caracterizades alguns microrganismog presentes nesses
produtos e foram feitos estudos para se determinar quals eram oé
grupos mais freguentes e importantes, bem como as nudangas por eles
provocadas. Tals pesquisadores contribuiram com muita informagao
sobre as bactériés laticas e o seu papel na conversac do leite em

produtos fermentados (40},

Streptfococeus Lactis conforme citado por COLLINS (27),
foi descrito pela primeira vez por Lister em 1873 e por ele denomi
nado Bacterium Lactis. Fez o estudo diluindo leite acidificado, ino
culando~o em leite fervido e fazendo a incubagao em recipientes es
téreis até a coagulagho. O exame microscdpilco revelou ser este o
mlcrorganlsmo predominante e portanto causador da aai&ificagao na
rural do leite (40). Em 1919, Orla Jensen {citado por COLLINS,1962)
encontrou em leite acidificado um estreptococo lético gue diferia
ligeiramente do 3. Eauiia. Fase microrganismo, denominado$. chemeidis,
apresenﬁava cadeias mais longas gue as do S. Lactldis, nap carescia a
4GOC, ndo produzia amdnia a partir de peptona ou arginina e nao
fermentava maltose, sendo menos Lolerante a uma série de outros tra

tamentos.

Orla Jensen, conforme citado por BRIGGS (14), foi também
0 primeiroc a estudar a familia Lactobacillaceae. Foi a ?artix de
seus resultados que surgiu a subdivisao dos lactobacillos em trés
grupos, baseando~se na rotagdo dptica do &cido latico por eles pro
duzida, na fermentagao de diférentes aglcares e na guantidade de

Feido produzida ao se desenvolverem em leite (1, 14, 56, 93).

Nos vArios trabalhos sobre isolamento de bactérias lati-
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cas encontrados na literatura o procedimento utilizado & muito si-
wilar. Ceralmente se inicia por um enriguecimento que pode ser feil
to em caldo (52), leite (52, 58, 88), leite adicionado de fatores
estimulantes ao crescimento como extrato de levedura (58) e indica
dores (60) como o tornassol (litmus milk), para verificar a acidi-
ficacao do meio. Dependendo do grupe de microrganismos a ser isola
do, sao fornecidas determinadas condicoes de pH & temperatura. As-
gim, para os lactobacilos, o enriquecimento pode ser feito median-
te a acidificégéo do meic uma vez gue esss grupo de microrganismos
suporta uma acidez maits elevada (16, 40, 47). Para Streplococcus
theampphifus & comum utilizay um prévio tratamento térmico da amosg
tra a fim de inativar parte da microflora nao desejada e assim fa-
vorecer a espécie em questao (56, 88, 105). '

Apds o ﬁrocésso de enriguecimento, o cultivo enriguecido
é’entém diluida; plagueado e incubado em faixas de temperatura que
variam em conformidade com as condigoes Otimas do grupo de micror
ganismos gue se deseja isoclar. O uso ou nao de atmosfera controla
da em relagdc ao oxigénic livre tem sido discutido por varios auto
res. KING & KOBURGER {60} tentaram ¢ isclamento em recipiente com eleva
da tensac de co,, porém esse procedimento nac favoreceu os estrep
tococos laticos. Igual resultado foi obtido por CHAMBA et alii(18),
porém REDDY 92.21&& (94), em experimentos com culturas mistas de
S. Ractis, 8. cremondis 3. diacetilactis, obtiveram bons resulta-
dos ao utilizarem o método de superficie.em dgar diferencial e in
cubacio em recipiente parcialmente livre de O,. Essa téenica possi
bilitou resultados satisfatdrios em 48 horas de incubagao,  sendo
que © tamanho das coldnias foi maior em comparagac com o plagquea-
mento em profundidade e incubacio aerdbica. BRIGGS (14) utilizou,
para o isolamento de lactobacilos, uma atmosfera de 30% de H?falO%

de CO, (V/V). OTTOGALLI & GALLI (88) para isolamento de 5. Lhormo~



phifus, além da atmosfera anaerdbica, utilizaram em trabalhos roti
neiros uma dupla camada de Agar para limitar a difusado de 02 no
meio,

Uma vez obtido o crescimento de coldnias nas placas apoOs
o periodo de incubacdo, a etapa seguinte & a transferéncia de colo
nias para um meio liquido apropriado, comoc por exemplo © leite tor
nassolado (52). Apds o periodo de incubagdo & temperatura adequada,
o meio & observado guanto a redugdc do indicador, acidificagdo, pro
dugido de gas, protedlise e dessora (107). Se as caracteristicas de
crescimento no leite tornassolado, coloragao de Gram, nao formagao

de esporos, morfologia e teste de catalase forem tiplcos de bacté=~

riag laticas, as culturas sao entao submetidas a outros tipos de

testes {47, 58, 81).

Os meios de‘cuitura utilizados no plagueamento de bacté-
rias laticas devem satisfazer os reguisgitos nutricionais complexos
desse grupo (20, 24, 102, 111, 115} e por isso normalmente contén
produtos bioldgicos como fonte de fatores de crescimento, COmMO pPOY
exemplo meios a base de figado, leite, extrato de carne ou extrato
de levedura {(44). Sic citados pa literatura varios meios para bac
térias laticas, porém tais meios sao utilizados com diferentes pro
pésitos (26, 37, 38, 42, 66, 67, 795, 80, 84, 88, %4, 97, 101, 115).
Meios especificos para o isolamento a partir de determinadas fon-
tes, ou para o isolamento de determinadcs grupos ou espécies, tém
sido desenvolvidos, porém sSac poucos 0§ que suportamlo desenvolvi-
mento de uma ampla variedade de microrganismos laticos (4, 37, 1l
Assim, para a enumeragao diferencial a partirx de iogurte foli desen
volvido ¢ agar de LEE (6?}eapara a contagem a partir de culbturas
mistas de estreptococes foram desenvolvidos melos diferenciais ba
seados nas caracteristicas biogquimicas das aspécies (80, 94}. COX

(29) alerta para o fato de que essces melos devem ser usados com cay

LA



tela uma vez gue podem existir diferencgas de sensibilidade entre
as linhagens. Tais melos nao sao tipicamente seletivos e portanto
devem ser usados apenas com culturas puras, pois cagso conkrario

resultados errdneos poderio ser obtidos (4, 80}.

A egcolha do meio apropriado para um certo microrganismo
ou grupo de microrganismos pode depender da porcentagem esperada deg
se microrganlsmo na amostra, p@is o procedimeﬁtb & diverso caso ha
ja uma microflora muito variada {4, 88). Muitos meios propiciam o
desenvolvimento das bactérias laticas mas nac sao seletivos, poden
do portanto ocorrer o drescimento de outros grupos bacterian@s.(4,

20, 44}, por serem mulito ricos e conterem diversos fatores de cres
cimento.

Em estudos envolvendo o isolamento de estreptococos 13ti
cos a partif de varias fontesg, fol observade gue muitos dos. nelios
propostos para bactérias laticas nao promaviaﬁ o crescimento de 1i
nhagens mais ékigentas. Por outro lade, melos que propiclavam O
€U desenvolvimento apresentavam desvantagens do ponto de wvista do
Preparc e épacidade do égar. Foi entac proposto um meio denominado
dgar latico de Elliker (37), gque em estudos comparativos mostrou-
-se superior aos demais meios testados e propiciou o desenvolvinen
to de estreptococos laticos e da maioria de outras bactérias lati-
cag encontradas em produtos lacteos (79}, e também apropriado para
contagens em silagens e outros materiais que apresentavam fermenta
cao latica. Entretanto, CHAZAUD (20) utilizando dgar latico, consi
derado o mais seletivo para essas bactérias,encontrou qué Apenas
50% da microflora de leite isolada nesse meio era constituida de
estreptococos laticos.

Um meio diferencial usado para o isolamento de Strepfocy

cous 4p a partir de leite acidificado & o agar lactato vermelhoneu

-



tro (Heutral Red Chalk Lactose Agar). Esse meio pode tornar~-ge se
letivo através da adicao de acetato de talio na proporgac de 0,05%
ou 500 ppm come concentragac final. Tal composto inilbe o desenvol
vimento de coliformes e isso & particularmente Gtil guando se de-
seja ilsolar estreptococos a partir de leite cru, apds um enrigue-

cimento através de acidificacgao (18, 47).

CHAMBA et alii (18} ukilizaram trés meios de cultura para a conta
gem de bactérias acidificantes em 147 amostras de leite cru: Plate
Count Agar com bromocresol plrpura  (BCP) a 0,025 g/L, dgar la-
tico de Elliker com BCP e dgar litico de Elliker com BCP adiciona

do de 0,1% de acetato de talio. Somente neaste altimo houve 1m
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crescimento rapide das bactérias acidificantes, ocorrendo o apa-.

recimento de poucas éoiénias de microrganismos nao acidificantes.
Nos outros dois meios‘a distingao das coldnias formadoras 5@ aci
do foi dificil. . )

PDevido & sua natureza homofermentativa, os estreptoco
cog laticos requerem meios tamponados para cres&imento satisfatd—
rio, pois a concentracao de lons torna-se fator limitante ao creg
cimento (66). Normalmente, para efeito tampao, utiliza-se fosfa-
to inorgadnico, porém, tal composto, devido d sua habilidade  se-
gquestrante sobre metais alcalino-terrosos, nao pode ser usado em
ensaios com bacteriffagos pois ocorre precipitagac de cilcio ne-
cessario a adsorgao de fagos (99, 115). Assin, fol "ﬁes@nvolvido
o meio M-16 {(modificacgao do meio Rogosa SL) gue suporta o cresci
mento de estreptococos usados na fabricagac de gueijo Cheddar e
gque contém um extrato de proteina vegetal (fitona ou peptona de
soja) e nao contém fosfato,recaindo a capacidade tamponante sobre

a peptona e o acetato (115). Como a capacidade tamponante deste
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meio era limitada, foi desenvolvido posteriormente O complexo
meio M~17 incorporado de -glicerofosfato que apresentou ‘melhora
consideravel em comparagio com meios nac tamponados, sando atil
para o crescimento de uma ampla variedade de estreptococsos 1ati-
cos e seus fagos (66).

Para o enrigquecimento, iscolamento e cultivo de lactoba~
cilos, muitos meios foram propostos. O fdgar acetato de talio de
sharpe (4) baseado no meio melhorado de Briggs (14), & particular
mente bom para.o ﬁesenvolvimento de lactobacilos do subgénero Ther
mobactenium, porém nao inibe estreptococos laticos, sendo necessi
rio o exame microscdpico para diferencia-los (34). Um outro meio
pastante utilizado para o isolamento de lactobacilos & o agar deRo
gosa (87) que contém um.alto teor de acetato e um pH relativamen-
te baixo, tornando-o seletivo e particularmente atil no isolamen
to e contagem de lactobacilos em amostras cuja microflora apresen
ta outroé‘grupbs microbianos, tais como  entercobactérias, esporula
dos, etc, (4?). Deve-se ressaltar gue contribui também éara a se-
letividade a incubagdao em anaerobiose, atmosfera com 95% de Hy @

5e de CO. ou, ento, uma sobrecamada de meio para se obter condi

2
gées de microaerobiose. Mesmo assim, dificilmente se consegue uma

seletividade total, pois hd ocorréncia dos géneros lLeuccnosdee e
podiveoccus {44), O Agar Rogosa foi modificado por Mabbitt e Zie-
linska (47} introduzindo, como fonte de peptideos, leite desnata-—
do previamente digerido por tripsina, tornando-o atil no isclamen
to de lactobacilds dos subgéneros Sz&epiobaciaaiumeaBaiabaaia&iwm
Esse meio & indicado principaimente para o isolamento de lactoba-
cilos de materials gue O conﬁenham em baixos nimeros, tals COMO

leite fresco equeijos recentemente fabricados (34}).

-

Para superar a variabilidade apresentada pelog meios  a



base de extratos vegetais e possibilitar o desenvolvimento de espé
cieg de Lactobaciflus de difiecil cultivo, foi deﬁenvolvida.a melo
MRS, iniciais dos nomes dos autores De Man, Rogosa e Sharpe (33),
Esse meic & considerado praticamente completo em nutrientes reque-
ridos pelas bact@rias laticas, de modo que suporta o crescimento de
qualquer cepa de Lactobacilffus, entretanto possibilita tanbém o de
senvolvimento de varios outros microrganismos além  dos laticos,
pois ndo & seletivo e nesse sentido o seu uso & aconselhavel para
o cultivo de_iinhagens previamente 1soladas o©u para enumneragao de
microrganismos em produtos onde o8 mesnos encontram-se em predomi-

nancia (34, 443},

‘Qutro meio 1arg&mente utilizado & o agar APT (All Purpose
Medium with Tween), desenvolvido por EVANS & NIVEN (38) para o cul
tivo de lactmbacilﬁs hé%erofermentativas e outros nicrorganismos
qﬁe necessitem de um alto qonteﬁdo de tiamina péra o seu desenvol
vimento. Também nao & um meio especifico para bact@rias  laticas,
pois sua composicao garante um largo espectro de- desenvolvimento
bacteriano como Staeptococcus, Lactobacillfus, lLeuconcstoc, Staphd~

Lococcus, coliformes, etc (44).

As bactérias laticas tem sido amplamente estudadas devi-
do & sua importdncia na produgdo comercial de produtos fermentados
{4). As espécies mais empregadas na produgao de queijos, por exem-
plo, sio o 8. Lactis e o 8. cremordis, sendo este {iltimo preferido
em gueijo tipe Cheddar por nao causar defeltog como amargor e sa-
Lor de fruta (117). Entretanto, em leite cru, o S, cnremonis & en-~
contrado em nimero bem reduzidoe quando comparado com O 5. Lactdis
{66} .

0 S. factis tem sido isolado de varias fontes, tais como

vegetais congelados, gqueljos, leite cru e sorvete {(60), porénm o
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seu isolamento a partir de fontes naturais € pouco citado na lite-
ratura. Fm geral o isolamento € feito a partir de produtos fermen
tados por culturas léticas e nesse caso as culturas isoladas poden
nao ser selvagens ou haturais, mas sim derivadas de fermentos sele

cionados adicionados no processo de fabricagao (65).

JENSEN & EDMONDSON (58) obtiveram o isolamento de lacto
bacilos a partir de leite cru e creme acido, considerando estas fon
tes as melhores para o isolamento desses microrganismos.

NELSON et g}é& (81) encontraram gua de 3.000 culturas iso

ladag de 59 amostras de leite coru comercial, 238 (7,9%) foram agry

padas como sendo estreptococos do grupo l3dtico, porém essa porcen

tagem pode ser engancsa pols em 54,2% das amostras, ou seja, trin.

ta = duas, nao foram énqontrados estreptococos do grupo latico, e
em 9 amostras © nﬁmerd exceden a 1.080/mL. CHOM&KOV {(21) éstudcu
“as bactérias iéticas presentes em leite cru e pa;teurizado destina
do & producdo de queijo branco curado na forma de picles {(white
pickled cheese), utilizando para o isolamento ¢ meio de Rogosa (97)
e o de Mabbit e Zielinska {(47). Das 36 linhagens isoladas de leite
cru, 31 eram L. cased, uma L. plantarum, duas L. celfoblosus e
duas ndoc foram identificadas. Das 9 culturas iscladas do leite pas

teurizado, 7 eram L, cased, uma L. brevis e uma permanecen nac iden
tificada.

A necessidade do isolamento de novas linhagens de estrep
tococos laticos para a produgao de queijos fol enfatizada por SAN-
DINE et alii (100},

Existem varios éritérins de selecao de cepas para a com-
posicdo de um fermento latico para queijos, tendo-se cOmMO requisi-
tos basicos a capacidade de produgho de Acido litico e a PrOmOGas
de transformagoes desejaveis durante o processamento e a cura {29,

46, 50). Outros paramebtros para a selecao podem ser estabelecidos
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em fungho do processo de fabricagdo, sendo esse principio bastante
desehvalvido na Nova Zelandia, por exemplo (50, 65}, Segundo  COX
(29), ecorre-se grande risco ao se empregar na manufatura de  quel
jo8, culturas recém isoladas gem uma prévia avaliagéo experimental,
pois cepas altamente acidificantes poden provocar problemas de tex

tura e sabor no produto final.

HEAP & LAWRENCE {48) citam algumas das caracteristicas
normalmente utilizadas na selecgao de culturas laticas, tais comos:
taxa de produgio de Acido a 220C e a 40°C, ndo produgio de substan

cias inibidoras e resisténcia a bacteridfagos. .

Um fator muito importante na selegao de uma cultura & a
sua habilidade em produzir certa guantidade de acido durante o pro
cesso de fabricaééo; Nesse sentido vérias'%entativas tem sido fei
tas na busca de um teste de atividadelque prediga a produgéo' de
Zcido no tanque de processamento, tendo em vista a dificuldade pra
tica para se testar todas as cepas isoladas através da fabricagao
de gueijos (50). Sao encontrados na literatura varios métodos para
a avaliacao da atividade de um fermento (5, 45, 50, 106, 110), po-~
yém & dificil simular, nb'laboratério, as condigoes reais de fabri
cagac (50) e ha somente uma correlagdc geral entre um teste condu
zido sob condigoes padronizadas e a atividade na indistria{27,66).
Em geral, ésperaﬂse gque a velocidade na produgac de acido nas éog

digcdes do teste seja semelhante também na massa do gueiijo (53). B

importante levar em conta o tipo de tratamento térmico sofrido pe--

lo leite; 34 que substéncias inibidoras e estimulantes podem sar
destruidas ou formadas durante o aquecimento (6, 55; 1083 . Geral
mente recomenda-se para o teste de atividade, a temperatura de 30<C
por estar proxima da temperatura em gue a producdo de acide & nox
malmente maior {29, 55). Esse valor & adeguado guando as temperatu

ras de cozimento s3c inferiores a 359C, porém am gqueijos onde a tem



peratura excede esse valor durante a fabricacgae, € desejavel utili
zar no teste condigoes de temperatura de acordo com aguela emprega
térias laticas diferem grandemente na sua resisténcia as temperati

ras de cozimento,

Qutros autores recomendaﬁ que, além da taxa de acidifica
gao, uma prova organoléptica e uma avaliagao da consisténcia do
codgulo sejam ntilizadas na selegao {62). LEGG (68) utilizou linha
gens simples para a produgao de vériosltipos de queijos, fazendo a
selecao baseando-se no pﬁ atingido apds um dia de fabricagdo e no
sabor final do gueijo apbs a maturagao e COX (29) recomenda para a
selecao de culturas wma boa performance tanto durante a fabricagao
como no final da.maturagao. Para uma selecddo mais criteriosa, além

dos reguisitos acima mencionados, alguns investigadores recomendam

a avaliagao do teor de peptideos amargos formados durante o crescli
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mento em leite (9) ., KLIMOVSKII et alii(61) encontraram ue © amargor apre-

sentado pelas culturas estava, em geral, relacionado com o conteil
do de peptideos amargos expressos em porcentagem de alanina, chegan
do inclusive a estabelecerem valores classificando as cepas estuda-
das como produtdras ou nao ée amargor. MARCOS et alii (74) assina-
laram a importancia da'detarminagao da atividade proteolitica para

a selegio de fermentos para a indistria.

VEDAMUTHU et alii (117}, apbs vArios ensaios, seleciona

ram tras fermentos comerciais mistos para quelijo tipo Cheddar, sen

do que dois destes fermentos produziam gqueijos com textura aberta
e um aroma adocicado lembrando frutas (fruity fermented flavour ).
enquanto que o outro produzia queijos com as caracteristicas dese-
iadas. 0s experimentos permitirvam concluir que nehhuma  diferenga
significativa nas taxas de degradagac de aglicar e proteinas fol en

contyrada entre as trés culturas, porém as culturas associadas a



produgac de queijos def@itu@sés apresentavan ama maior taxa de so-
brevivencia ao proceéso de fabricacao. Além disso, estas culturas
apresentavam cepag de §, éacxié e §. diacetifactis altamente produ
toras de compostos carhonilicos, ac passo que o fermento normal,

apresentava cepas de §. caemoadld fracamente produtoras desses com

postos. Observaram, ainda, gue espécies de estreptococos laticos

que produziam de 19 a 20 ppm de compostos carbonilicos, geralmente
davam problemas de arcma de fruta em queijos. Sugeriram entao, ser
este mais um critério na selecdo de cepas para a produgdo de quei-

jos de boa qualidade.

BABEL (6) assinala a conscientizagado por parte dos fabri
cantes de queijo de gue as bactérias laticas, além das proprieda
des acidificantes, apresentam diferengas no grau de' sobravivéncia
is temperaturas de cozimento da massa e na velocidade de produgac
de Acido apds a salga, afirmando ainda que diferentes culturas pre

duzem gueijos com corpo, textura e sabor diferentes.

DITANYAN et alii (35) sugeriram que a selegao ds  cepas
deve ser feita nic s& com base na intensidade de produgdo de dcido
e formagao de aroma, mas também na habilidade em acumular aminodci

dos caracteristicos daguele tipo de queijo em particular.

BOTTAZZI et alii (11) estudaram a microflora de.soro fer
mento de varias regites da ItAlia e correlacionaram as caracteris
ticas dos principais grupos de bactérias com a gualidade dos quei
jos. Puderam assim estabelecer parametros tecnoldgicos para a avas
liacao de soro fefmento para gueijo parmesao. Um trabalho semelhan
te foi realizado por MARTLEY &-LAWRENCE (76), os quais conclulram
que para o gueijo Cheddar apresentar boas caracteristicas de sabox
e aroma o fermente latico deve apresentar os seguintes regquisitos:
baixa sobrevivéncia e baixa atividade proteolitica guando cultiva

do em leite desnatado pasteurizado contendo de 4 a 5% de HaCl, pi

e
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5,0 & a 139C; baixa taxa de divisae celular a. temperatura normal
de cocg&a do gueijo Cheddar (37,5 a 38,5°C), resu.tando assim enm
uma baixa populagao na massa. Outros autores {17, 82, 921} estudaram
a microflora de gueljos produzidos a partir de leite ¢ru e que apre
sentavam boa gualidade, e a partir de tals informagoes compuseram
um fermento contendo as principais bactérias encontradas nesse pro

duto.

$0z%I (105) estudando a microflora de fermentos naturais,
isclou cepas rapidas de S. fheamophilus capazés de coagular o lel
te em 3 horas a 40°C e sugeriu que esta caracteristica poderia ser

usada para isclamento e classificagao dessa espécie.

»

LAWRENCE et alii (63) ressaltaram a constante necessida
de de isclamento e selegao de novas cepasiﬁara subgtituir aguelas
que apresentam problemas durante o seu manuseic industrial, come
por exemplo a sensibilidade a bacteridfagos. Esses autores descre
veram um procedimento através do gual pode~se saber se determinada.
cepa & adequada para compor.um fermento miltiplo destinado & fabri
cacao de Cheddar. Os primeiros testes desse procedimentoc referem-
~-s5e a proprieaades fisiolégicas das linhagens, enquanto gue o8 ou
tros estao relaéionadgs com a sensibilidade a0 atague por bacterié
fagos. Nesses testes as culturas sao avaliadas gquanto a aparéncia
da colbnia em meio BCP (19}, habilidade de coagular leite reconsti
tuido estéril a 220C em 18 horas, atividade em um teste simulando
as condicoes de fabricagao de gueijo, contagem de cédlulas viaveis’
apbs esse teste, sensibilidade & temperatura, sensibilidade ao sal,
toler8ncia a antibidticos, sobrevivéncia em soros industriais con
tendo fagos, determinaciio da relagao fago~hospedeirao, adsorcao de
fagos e indugaoc de fagos por luz ultra vicleta. Posteriormente, as

linhagens que passaram por essa selegdo sac testadas quanto a caqnm

patibilidade com outras cepas para comporem fermentos mGltiplos,



sho realizados testes a nivel industrial em pegquena escala e sd en

taop liberadas para uso industrial (65},

Manutencio das Culturas Laticas

Seda gqual for a forma escolhida pafa a manutengao das
culturas ou fermentos laticos, esta nido deve alterar a atividade
dos mesmos (66). Os estreptococos laticos normalmente produzem guan
tidade de 3cido suficiente para abaixar o pH do meio a valores in
feriores a S,O;e a partir deste valor as condigdes sao inadequadas
para que haja multiplicagao celular, embora possa ainda havar me
tabolismo de carboidratos (13, 66). £ conhecido o fate de gue as
culturas perdem a atividade com uma incubagéé prolongada em leite
(29, 50, 65, 98) e segundo LAWRENCE et alii (66), embora seja  ©
leite o melhor meio de cultura para a manutengdo, hd  necessidade

de se limitar o conteldo de lactose e a concentragac de Ions hidro
génic na fase estacionaria da cultura. Portanto, meios de cultura

tamponados e com teor reduzido de lactose seriam mais apropriados

i manutengao (29, 66, 72, 118).

Na pratica, as culturas selecionadas precisam ser preser.

vadas a fim de que se tenha sempre A4 mao um indculo para se recor
rer em casos de contaminacac ou falha, além disso o indculo repica
do sucessivamente pode dar corigem a linhagens mutantes com caracte
risticas e comportamento diferentes do fermento original {64, 116},
Segundo TAMIME (114) as culturas para queijo podem ser - repicadas
atd 50 vezes sem o risco de surgirem problemas com mutantes, en-

gquanto gue as culturas de logurte nio devem ser repicadas mals do

que 15 a 20 vezes.

pependendo da necessidade e das condigoes, as culturas

laticas podem ser armazenadas ou estocadas na forma liguida, con-
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centrada ou desidratada {(71). A forma 11qnidalé i mais popular &
amplémente utilizada na indistria, simplesmente refrigerada ou con
gelada (114). As culturas sao preservadas em pequenas guantidades
@ para alcangar o velume requerido de fermento industrial & neces-
sirio um sistema progressivo de repicagens até alcangar o  volume

desejado (71, 72, 114j.

As culturas liguidas podem ser preservadas por melo de
congelamento na presenca de agentes cricgénicos {43, 116) para manter a ativi
dade, oem temperaturas facilmente obtiﬂas em congeladores - comer—
ciais (~209C a ~400C) {43, 1143). O Congelameﬁto em nitrogé-
nio ligquido a ~1969C, tem sido considerade ¢ melhor método de pre
servagdo sendo, todavia, um processc caro (102, 114). O aumento " da
concentragao celular antes do congelamento tem recebido considerd
vel atengdo nos Gltimos anos (43, 71, 72}, LLOYD & PONT {73} con~
cluiram gue ©S Processos descontinuos de crescimento 530 mais ade~
guados a conceﬁtragéo de fermentos do gque 0S5 processos continuos e
sg melhores rendimentos (aproximadamente 1010 Urc/mL} foram .oﬁtiu
dos com incubagio a 30 - 329C e pH mantido entre 6,0 @ 6,3 utilizan
do come neutralizante o© NH4OH (116}, Existem diferentes sistemas
para a concentracgao de céluias, sendo qué o emprego de separadores

ou centrifugas pode causar dano fisico &s células. A simples neu-

tralizagdo do meio de cultura ainda deixa a agao inibitdria da
Agua oxigenada e do lactato formados durante a fermentacgao {43}.
Com © emprego'da tacnica de difusgac (ultrafiltragédo) desen-

volvido por OSBORNE ({85), utilizando uma membrana pela qual difun

dem o lactato e outros metabdlitos formados, & possivel um  major
o 1
grau de concentragac (10 . Urc/mb) .
0 desenvolvimento da técnica de concentragac antes do

congelamento dos fermentos tornou possivel a inoculagao direta do

leite para a fabricagao de queijos e logurte, dispensando assim as



etapas intermediirias no preparo do fermento (24, 43, 71, 102).

0s fermentos podem ainda ser encontrados sob a forma de-
sidratada. Varios processos de secagem foram desenvolvidos para
eliminar o trabalho envolvido nas repicagens periddicas para a ma-
nutenche de culturas liguidas e facilitar na distribuigac - { 102,
1143, Atualmente o mais utilizado & a liofilizagio, pois apresenta
taxas de sohrevivéncia mais altas,porém mesmo com ¢ uso de agentes
crioprotetores, as culturas tendem a apresentar uma fase prolonga
da de adaptagao (102) e por isso sho mais utilizadas como indculo
para o preparc da cultura-mae. Para a inoculagao direta sao neces-—
sirias grandes quantidades de fermento e um periodo de incubagio
maior, porém se forem utilizadas culturas concentradas antes de se

rem licfilizadas a inbculagao direta torna-se viavel ({71, 102, 103).

Além do aspecto de manutengac varios fatores podem influ
enciar no desempenho de um cultura (24, 55, 64, 8%, 99 e os prin-
cipais s&0: substdncias inibidoras no leite, variabilidade das

culturas e inibigao por bacteridofagos.

Para a cura da mastite e outras doengas gue atacam © dga
do sao utilizados variocs antibidticos o gue resulta na ocorréncia
destes no leite (19, 29, 46, 65, 39). 0 grau de inibig¢ao de uma
cultura latica em leite contendo antibidticos estd relacionado com
o tipo de antibidtico, com a sua concentragado e sensibilidade da
cultura {5). REINBOLD & REDDY (95) em um teste utilizando 30 anti-
hidticos e diferentes agentes antimicrobianes,concluiram ﬁue 08 es
treptococos laticos,bem como as culturas de logurte,eram sensivels
a todos os antibidticos testados. Embora o desenvolvimento de mu~
tantes resistentes seja ?ossivel, tentativas para desenvolve-los
rem se mostrado infrutiferas, pois a resisténcia a drogas por par
te dos estreptococes laticos vem acompanhada pela perda de capaci-

dade de produzir acido rapidamente, rornando estas cepas invilveis



para o uso industrial (89).

Dentre os testes para a detecgio de antibidticos, aguele
gque utiliza esporos de Bacdillus steanothermophi{ius tem se mostradoe
o mais sensivel. A aplicagdo deste teste ajuda na identificagao de
lotes suspeitos de conterem substincias inibidoras (99}. A . sensibi
jidade de fermentos termdfilos & penicilina € maior do que a dos
neséfilos, por isso o 8. theamophifus tem sido usado com microrga
nismo-teste na detecgao de antibidticos {29).

Além de antibiéticos, residuos de detergentes alcalinos,
materiais 3 base de cloro, iodo e composto de amdnio quaternario

podem afetar a atividade do fermento {5, 114). A contaminagac com

tais compostos & devida a falhas humanas ou problemas no ciclo au .

tomdtico de limpeza, sendo necessario, portanto, que a operacao de

enxague seja efeﬁuada cuidadosamente para que a_remcgéo de produ
tos quimicos seja eficiente {114}. .

0 leite contém sistemas inibidores naturais gue sao
ativos contra os estrepto§ocos laticos: © sistemé H202~tioaimﬁﬂn-
lactoperoxidase e agueles devido s aglutininas bacterianas, anti-
corpos naturais e lacteninas (19, 29, 66). O colostro, o leite de
retengio e o leite mastitico apresentam um alto conteldo de agluti
ninas nac especificas, as guais podem causar o agrupanento e sedi-
'mentagéo das cadlulas mais sensiveis (99), porém a agdo  inibidora
desses anticorpos & de menor importdncia uma vez gue séo inativados
durante o aguecimento e homogeneizagao no tratamento do leite Para

o preparo do fermento {19, 29, 66, 114).

Com relagio a variabilidade, os estreptococos 1aticos sao
instaveis na producdo de acido (99) e linhagens lentas, que perde
ram a capacidade de produgao de proteinases necessarias 3 obtencgao

de nitrogénio para o crescimento e produgao de aAcido, sao  frequen
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temente encontradas {23, 66, 102, 115}, Outro fatur gue pode con~
correr para a diminuigae da taxa de acidificagac & a perda da capa
gidade de f@rmentagéo_da lactose (64, 99, 102). Tém sido isoladas
variantes gue diferem na capacidade de produgdo de Acido, isto &,
nos genes que controlam o transporte de lactose (lac) e sintese de
proteiﬁase {prt) bem como na sensibilidade a diferentes bacteriéfg
gos (64). Mutantes fago»resis%entes SUrgem @spbntan@amente nas <l
turas,porém,pouces tem sido isolados gque possuam a atividade acidi

ficante  semelhante a linhagem oxiginal (64).

Dave-se estar atento ds mudangas que podem ocorrer duran
te repicagens sucessivas de uma cultura, a fim de se evitar a utiliza
cac de um fermento cujas caracteristicas ja foram alteradas (29,64},

pal a necessidade de se renovar periodicamente o inbculo,partindo-

-s2 de um indculo em estoque (114).

Um dos maiores problemas na indistria de transformacao
do leite tem sido a inibic3do das culturas l&ticas por bacteridfa-
gos ou fagos.que atacam e destroem as células causando a falha na

produgéo de Acido (24, 2%, 30, 65, 99). Dentre 08 microrganismos

24

ladticos, os estreptococos e os lactobacilos ga0 o5 mais vulneraveis

ae atague de bacteridofagos {(114}.

A ocorréncia de bacteridfagos em culturas laticas foi ci
tada pela primeira vez por Whitehead e Cox € desde entac vem sendo
muito estudados (29, 64, 65, 66, 114). Foram encontrados fagos em
soros industriais, em leite cru {51, 65) e demonstrada a lisogenia
em estreptococos léticos,cﬁquesugere gque a indugac de fagos.a par
tir desses fermentos poderia ser uma fonte de infecgao nas indas
trias {24, 48). Segundo LAWRENCE {64}, uma situagado de nac existen
cia de fagos na indiistria & praticamente impossivel de ser atingi
da. 0 importante s3do as medidas gue visam evitar a proliferagao e

aumento dos niveis figicos, sendo a principal delas o uso de linha



gens nao hospedeiras-potencials para os fagos presentes @ nao rela

cionadas entre si com respeito 4 sensibilidade a bacteridfagos(65).
Por isso LAWRENCE (64) recomenda o uso continuo de um cultura mil
tipla ou de uma cultura mista ao invés da rotagao de culturas nis

tas de composicaoc indefinida.

Avancos Genéticos relacionados com Bactérias Laticas

A frequéncia do aparecimento espontdneoc de variantes Pri,

Lac e também Nis {nisina) negativos, bem como a natureza irrevérsi
vel de tais alteracdes, indicam a existéncia de determinantes geng
ticos extracromossdmicos (plasmideos) (12, 66). Um plasmideo pode
ser definido como um replicon estivelmente hereditdrio gue se en-
contra em um estado extracromossdmico. S3c pequenas moléculas  de
DNA circular que tem a capacidade de conferir & c@lula hospedeira

uma funcdo gendtica conhecida (12, 31).

Muitas das propriedades das bactérias liticas parecem es
tar relacionadas com plasmideos e McKay e colaboradores, como clta-
do por DAVIES et alii (32), foram os primeircs a sugerirem uma assoclacao entre

o metabolismo da lactose e og genes extracromossimicos em S, factis Cype

‘0 metabolismo da lactose € um processo com muitas etapas
e portanto & improvavel gue todos os genes envolvidos sejam'codifi
cados por plasmideos (32). Outra propriedade importante das bacté
rias lAticas que parece ser codificada por plasmideos & a produgac
de enzimas proteoliticas, porém dados precisos ainda nao foram ob
tidos (32, 64). Uma perda simuitﬁnea das atividades sobre lactose
e proteina sugere que estes caracteres estejam ligades € possam esg

tar situados no mesmo plasmideo (32).

Dos quatro métodos potenciais de transferéncia de genes ,
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foram desoritos trés para estreptococos liticos: transdugao, con-
jugacao e fusao de protoplasto (32). Portanto, por meio da troca
de material genético, linhagens de fermentos poderiam ser manipu-
ladas geneticamente {9%). A possibilidade de tkansferir, de uma
célula bacteriana a outra, novos caracteres estiveis abre novas

perspectivas de uma futura aplicagao pratica (12, 102).
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MATERIAILS E METODOS

Durante o decorrer do presente trabalho foram empregados
os materiais normalmente encontrados em um laboratorio de microbio

logia de alimentos.
Amostras
Amostras de leite cru tipo B foram colhidas, em tubos de

ensaio estéreis com tampa rosquedvel, de latoes ou de carretas re

cebidas por usina de processamento de leite em Campinas - SP. Apds
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a coleta,as amostras eram transportadas e mantidas sob refrigera-

¢do, por um periodo méximo de 4 horas, atdé o inicio dos ensaios.

As amostras de leite pasteurizado tipo B e Especial, uti
lizadas no presente trabalho, foram adquiridas no comércio de Canm
pinas.

Os gueijos utilizados para © isolamenéc eram produtos de

boa qualidade e fabricados por processos enmpiricos, sem a utiliza
cdo de fermentos comercials e,portanto, resultado de uma fermenta-~

cio promovida por fermentos selecionados No nosso proprio meio.
Culturas

Para fins comparativos foram empregadas cuituras comexr-
ciais do tipo BD (fermento misto composto de cepas de S. caemordis,
§. factis, §. diacetilactis e Leuconcsioc enemonis da  Christian
Hansen) e culturas puras\ﬁe S, factis e S. caemords provenientes

de laboratdrios especializados ou colegdes de culturas laticas. -



Meios do Cultura

0s meios de cultura empregados foram preparados segundo

a indicagao do fabricante ou, para O <Caso dos meios formulados, se

gundo recomendagoes do autor.

i

1

Agar padrdo (Standard Plate Count Agar - Difco)

Agar succo de tomate (Tomato Juice Agax ;'Difcé)

Agar APT {All Purpose Medium with Tween -~ Difco}_

Agar M~17 {115)

Agar M-16 modificado pela adigdo de 0,4% de cloridrato de Lmérgi
nina e 0,1% de solugac 5% de bromocraesol plrpura (8gar BCP}
pH 6,8 (19, 65, 80)

Leite tornassolado (Litmus milk - Difco)

Caldo M~17 (M~17 Broth acc. to TERZAGHI - MERCK)

Leite despatado reconstituido - assepticamente, 10 g de leite em
po desnat@.do ‘(Molico, Nestla) eram transferidas para um erlemmever previa-
mente esterilizado e dissclvidas em 91 g de &gua destilada esté
ril pré—équecida é 40eC. O erlenmeyer contendo o leite era colo

cade em banho de agua fervente por 10 minutos e posteriormente
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resfriado a temperatura ambiente, o leite colocado em tubos de

ensaio estdreis nas quantidades requeridas em cada teste,

Pré-fermentado para enrigquecimento - Um litro de leite tipo B era
agquecido até a ebuligéc, resfriado até 450C, inoculado com 2,5%
de uma cultura de iogurte ativa (S. thewmophilus e L.bulgaricus)
e distribuido em tubos em quantidades de 10 mL. A seguir,os tu-
hos eram incubados a 459C atd gue se desenvolvesse acidez sufi-
ciente para abaixar o pH a 5,5. Bpbs essa aci&ificagﬁo eram ime
diatamente autoclavados a 12106l10 minutos. O aspecto, apds a es

terilizacao, era o de um leite coagulado com ligeira dessoragem.
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Matéria-prina

Ma fabricacao dos queijos foi utilizado leite cru possu-

indo acidez média de 170D (pH 6,6} e teor de gordura de 3,5%,

Coagulante

Nos ensaios a nivel de planta piloto, para © queijc Mi-
nas frescalrfoi utilizado como coagqulante do leite, coalho liguido
(HA-IA,Christian Hansen) na proporgao indicada no rdtulo e para o©
ambos

gueijo Minas meia cura, coalho em pd da mesma marca, sendo

diluidos em agua destilada antes da adigdo no leite.

" Cloreto de Calcio

Foi adicionado ao leite o volume de solugdo de CaCl, 50%

necessario A obtencdc de uma concentragao f£inal de 250 ppm (25 g

em 100 L).

Técnicas de Fabricagao de Queijos

Os queijos foram fabricados utilizando~se a tecnologia
tradicional {69, 104} e empregando~se-é pasteurizacgao lenta do lei
te (63°C/30 minutos), procurando obter gqueijos com teoreg de umida
de médios ao redor de 57% e 43% para os queijos Minas freécal e
meia cura, respectivamente.

Para o5 queijos fabricades no teste a nivel industrial ,

foi seguido ¢ seguinte fluxoyrama:



Fluxograma do precessamento de gqueljo Minas meia cura (teste a ni

vel industrial)

1éite integral {750 1)}
pasteurizagao (63°C/30 min}
adigao de fermento (1,5%]
coagulagac (320C/20 min}
corte
12 nexedura (10 min)
desspragem;parcial
aquecimento (420C), agua a ?50§
adigao de sal {0,8%)

28 nexedura- (10 mi%}
‘ponto de massa
degsora
repouso (¥ 30 min)
enformagem
prensagem

salga

gura
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Preparc do fermento latico

O fermento léi{co utilizado nos processamentos fol pre-
parado inoculando-se és culturas ativas a razao de 1% em leite in
tegral estéril. Apds a incubagdo a 23°C durante  aproximadamente
18 h, o fermento era resfriado e armazenado sob refrigeragao, até‘

a sua utilizagao, por um periodo nao superior a 3 dilas.

O fermento utilizado no teste a nivel indusfrial foipre
parado com leite tratado termicamente a 900C durante 2 horas. Apos
o resfriamento, o leitée foi inoculade com 1% das culturas-tes£e,
incubado a temperatura ambiente até a coagulacao e mantido poste

riormente em cimara frigorifica até a sua utilizagao.

Determinactes Analiticas

Aamostragem dos gqueliijos

Poram retiradas amostras em forma de ¢unha com aproxima
damente 150 g, segundo ﬁétodo recomendado pelas Normas Britanicas
{15} . Nd caso de gueijos maturados, a casca fol desprezada e a
amostra triturada em gral at@ obtengao de uma pasta homogénea uti

lizada nas determinacgOes analiticas.

Acidez

0 pH do gueijo foi medido diretamente na pasta com po~-

tencidmetro Micronal modelo B221 {41}).

O pH final atingido pelas culturas foi medido com titu-
i

lador automitico Mettler DL 40. Foi rambém determinada a acglidez

Dornic (54) utilizando-se o titulador automdtico e NaOH N/9.



Qmidade

As determinacoes de umidade do queijo fresco e do guei-
jo maturado foram conduzidas em estufa atmosférica a 1000C - 1109C

até peso constante (41, 63).

Cordura

Para a determinacao da porcentagem de gordura no gueiio

utilizou~se o método volumétrico Gerber-van Gulik (41, 54%.

Proteina

A
A extragao da proteina soliivel foi feita segundo KOSI-

KOWSKT (63) e as determinacdes de nitrogénio total e solivel se-

gundo o método de Kjeldahl recomendado pela A.0.A.C. (2. O fator

de conversao da porcentagem de nitrogénio para porcentagem de pre

teina foi de 6,38.

Cloreto de 58dio

‘A porcentagem de sal no gqueijo fol determinada pelo mé

todo cliéssico de Velhard, titulando-se o excesso de nitrato depra
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ta com tiocianato de potissio segundo metodologia recomendada pe-

1& AnOvAaCo (3):

Tndice de Maturagao

O indice de maturacdo {(I.M.) dos gueijos fol calculado

através dos valores de proteinas totais {?t} e protelinas soliveis
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(P}, relacionados por I.M. = (P _/P.) . 100 (41).

AnAlise Sensorial

A anilise sensorial dos queijos foi efetuada apbs 20 dias
de cura. Foi aplicado o teste de preferéncia - Escala Heddnica de
7 pontos {(Ficha anexa - Figura 1y. A equipe de provadores era for-
mada por 10 elementos sendo Cinco especialistas na area de leite

e derivados.

Densidade Otica

Para a medida da densidade Otica das culituras em leite;
foi adotado o método desenvolvido por KANASAKI (59), gue consiste
na ciarificagio da cultura com o seqguestrante de cilcio EDTA, em

solucac alcalina e a temperaturas de refrigeragdo.

A 0,5 mL da cultura ém leite eram adicionados 4,5 mL de
uma solugdc 0,2% de EDTA a pH 12,2 e, apbds leve inversac dos tubos
para homogeneizagac evitando incorporagao de ar, era feita a deter
minacio da densidade Stica a 410 nm (50). Uma anostra de leite nao
inoculada e incubada Sob as mesmas condicdes, era utilizada para

prova em branco.

Atividade Proteolitica

Para a determinagao da atividade proteolitica foi utili-
zado o método de HULL (53), seguindo as recomendagoes de CITTI .gg
alii (22), onde a 5,0 mL de cultura {(em leite desnatado reconsti-
tuldo apds 15 horas a 21°C) eram adicionados 1 mL de Agua destila~

da e 10 ml de Acido triclorcacético (TCA) 0,72 N. Apds agitagao e
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Figura 1 Picha do teste de preferéncia - Bscala HedOnica

de 7 pontos

Avalie cada amostra de gueijo quanto ao sabor, Ccorpo e

taxtura.

SABOR CORPO E TEXTURA

Extremamente Extremamente
e desejavel - e JEg@JaVEL

Moderadamente Moderadamente
e desejavel i degejavel

Ligeiramente . Ligeiramente
e desejavel -~ e degejavel

Nem deseidvel Nem desejavel
i o ' e Nem indesejavel
Nem indesejavel .

Ligeiramente _ Ligeiramente
R indesejavel : e indesejivel
Moderadamente Moderadamente
indesejavel e irdesejavel
Extremamente _ : _ Extremamente
SO indesejavel b i3 5EJAVEL

Descreva os tipos de defeitos encontrados:

Defeitog de Sabor ' Defeitos de Corpo e Textura
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repouso de 10 minutos, era filtrado em papel de £iltro Whatman 41,
e a 5 mL desse filtrado oram adicionados 10 mL de uma solugao  de
carbonato pirofosfato (75 g de carbonato de s6dio anidro e 10 g de
metafosfato de sddio) e 3 mlL de reagente de Folin Ciocalteau {(1l:2
em agua). Apds repouso de 5 minutos era feita a medida da % detrans
miténéia a 650 nm, e por meio de uma curva padrao de tiroesina cal
culava~-se a concentragao de tirosina na ammstré, descontando-~se O
valor do branco {1eite nio inocculado, incubade scob as mesmas condl

coes e tratado como a amostra).

Teste de Sensibilidade ao Cloreto de §6dio

Leite desnatado reconstituildo foi medidb€ asgepticamente
em provetas‘estéreis e dispensado em enlenmeyers previamente este~
_rilizados contendo a guantidade de NaCl necessaria para obter con-
centragdes dé 1 e 2%. Apds a dissolugao, o leite foi distribuido
assepticaﬁente em gquantidades de 2,8 mL\em tubos de ensaioc esteri-
lizados. Para cada-porcentagem de sal foram inocglados dois tubos
com 0,2 ml de cada cultﬁraﬂteste, bem como duplicatas sem adicao
de sal. A incubagdo foi efetuada a 30°C por 5 horas e apbs esse pe

riodo, feita a determinagac de pH.

Teste de Sensibilidade a Bacteridfagos

Foi utilizado procedimento semelhante ao degerito  por
HEAP & LAWRENCE {(48). Em cada tubo de ensaio estéril eram adiciona
dos 0,2 mL de uma cultura ativa em leite, 0,2 ml de uma mistura de
fagos (0,1 mL de soro industrial e 0,1 ml de caldo M=-17 contendo
fago homdloge da cultura S. ernemonis), e deixado em repouso por 10

minutes, a seguir adicionava-se a cada tubo 9,6 mL de leite desna-~
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tado reconsﬁituido & incubavéwﬁﬁ a 300C/% horas. A prova ora reall
zada em duplicata e, como controle para cada cultura, incubava - se
9,8 mL de leite desngtado reconstiﬁuido adicionado de 0,2 mbL de cul
tura. Apds o periodo de incubagao um dos tubos era usado para a de
terminagac de pH & COMpPAragao com.o controle, enquanto que o outro
era uiilizad& para separagao do soro por meio de centrifugagao a
3000 rpm/5 minutos. Esse soro‘era transferido éssepticamente para
tubo estédril e guardado sob refrigeragac para ser utilizado no tes
te do dia seguinte no lugar da mistura de fagos. Prosseguiu-se COR
as repicagens sucessivas até o oitavo dia. Quando o tubo destinado

4 centrifugacdo nao estava coagulado era necessiria a adigac de

fFcido latico para obtengao do soro.

producdc de Substincias Inibidoras

0 procedimento adotado foi semelhante ao descrito por
DAVEY & PEARCE {31). Uma gota das cultufas em caldo M~-17 (380C/18
horasz) foi inoculada com pipeta Pasteur em.3 pontos da superficie
de Agar M-17 solidificédo em placas de Petri. A %eguir, com uma al
ca foram feitas trés pequenas incisces no ponto de inoéulagéo e as
placas deixadas em repouso até o indculo ser absorvido pelo agar ,
seﬁdo ent3c incubadas a 30°0C por 18 horas. Apéé a incubagao, 0,1 mkL
de uma snspeﬁséo em caldo M-17 do microrganismo indicadox {S. cnre
mornis) e 2,5 mL de dgar M-17 semi-sdlido (0,45% de adgar) foram co-
locados sobre o agar formando uma sobrecamada e novamente levadas
a incubagBo por mais 18 horas. Em caso afirmativo de inibigao, ha-

via a formacdo de um halo ao redor dos pontos de inoculagao da cul

tura em guestdo.
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RESULTADCOS E DISCUSSAO

Enriguecimento

Com a intencao de se obter leite cru apresentando uma mi
croflora bem variada, as amostras foram obtidas de diferentes regides
e provenientes de diversos produtores. De acordo com a temperatura
em que essag amostras foram incubadas, houve o favorecimento de de
terminados gfupos de microrganismos. Em conformidade com a litera-
tura, o procedimento mais simples para se promover o enriguecimento
de bactérias laticas foi através da incubagao de leite cru .até gue
se observasse coagulagao. As temperaturas,de_incubagao foram ddota

das de acordo com o grupo desejado e por periodos de 16 a 24 horas.

No presente trabalho, as amostras incubadas em condigoes

ambientais (25 a 30©C) coagularam em cerca de 24 horas e houve um
- x ) . ) . i

predominio de cocos Gram positives. Ao se prorrogar a incubagao por
um periodo de 72 horas, houve O aparecimento de hastonetes Gram po
sitivos em associagao com 0s CcoCos. POr esse processo, foi possi-
vel o enriquecimento necessdrio para obter o isolamento de estrep
tococos 1laticos mesdfilos com certa facilidade, partindo-se de amosg

tras de leite cru.

ﬁstes resultados vem confirmar dados anteriormente obti
dos por KING & KOBURGER (60} no enriguecimento de estreptocoCcos 13
ticos mesdfilos, por meio da inoculagic direta das amostras em lei -
te tornassolado e incubagdo a 22°C/24 a 48 horas. Concordaram tam
bém com as observacbes de HARRIGAN & MACCANCE (47}, sobre a predo-
minancia de 3..£aczib como principal agente na acidificagao natu-

ral de leite, representandc 90% da microflora total.

Normalmente, se a temperatura de incubagao das amostras



de leite cru situar-ge na faixa de 40 a 50°C, ou seja, em torno de
4%50C, hi a possibilidade de se obter o enriguecimento dos microrga
nismos laticos comumente denominados termdfilos. Entretanto, no pre
sente trabalho, aoc se adotar esse procedimentc, a flora dominante
nic apresentou caracteristicas de bactérias laticas, pois a mesna
promovia uma reagao proteolitica bastante pronunciada, nem sempre
acompanhada de coagulagao. Ao se fazer um esfregago dessa suspen-
530 para exame microscoOpico, constatou-se um predominio de <©OCOs
Gram positivoér Porém, pelas caracteristicas de crescimento em lei
te, tais como: auséncia de éoégulc tipico, presengd de protedlise
e odor desagradivel, foi possivel conclulr ndo se tratar de bactéd

,,

rias laticas pertencentes ao grupo de fermentos termd&filos.

Em vista do insucesso na promogao do enriquecimento de
vactdrias laticas termofilas pela simples incubagao de amostras de

leite cru a 45°C, foi tentado um prévio tratamento térmico a 53°C
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por 15 a 30 minutos antes da incubagdo das amostras. Esse tratamen

to visava selecionar as bactérias laticas que sa0 relativamente re
sistentes ao aguecimento a temperaturas dessa ordem. Entretanto,
embora tenha havido alguma melhora, houve ainda predominic de mi-
crorganismos proteoliticos ndo tipicamente laticos. Esse resultado
diferiu dagquele obtido por POLLITI & OTTOGALLI (90), pois tals pes
quisadores'obtiveram o enriguecimento de estreptoCoCos termofilos
por meio de um tratamento +8rmico ou pré-incubagao do leite a 50°C

por 3 a 5 horés.

posteriormente, tentando ainda o enriguecimento de bacté
rias laticas termdfilas, buscou-se um meio gue pudesse apresentar
uma seletividade em favor dos microrganismos desejados, Partindo~
-se do principio que as bactérias 1iticas sio razecavelmente tole-
rantes a acidez, optou-se pelo desenvolvimento de um meico onde

havia sido induzida uma pré~acidificagdo do leite por melo de uma
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cultura latica, como'por exenplo, uma cultura de logurte. Nesse sen

tido, o leite pré-acidificado até um pH em torno de 5,5 foi distri
rufdo em tubos de ensalic, autoclavado e utilizado como meio de  en-
riguecimento. Cexca de 5 a 10% de leite cru era inoculado no meio
pré~fermentado e incubado a 45°C por 24 horas, obtendo~-se assim, um
excelente resultado no enrigquecimento de lactobacilos pertencentes
ao grupo de bactérias l&ticas termdfilas. O sucesso obtido nesse ex
perimento possivelmente foi devido & somatdria do efeito da acidez
e produgao de algum fator estlmulante ao crescimento durante a pré-
fermentagao com uma cultura latica (47 93). HILL & THORNTON ({52),

em tentativas visando promover o enriquecimento de lactobaciles, uti
lizaram leite desnatado reconstituidp e com ajustes de pH por acidi
ficacao direta, porém, apesar de uma melhora, os resultados desses
'autores foram considerados insatisfatdrios, nao sendo obtido portan

to; o enriguecimentc por meio desse procedimento.

Antes de prosseguir com o isolamento, ag amostras enrigueg
cidas em meio pré-fermentado eram repicadas em leite tornassolado
visando facilitar a observacgdo das caracteristicas de crescimento
em leite e assim selecionar as culturas com maior indicagao de se-

rem laticas.

Embora com © processe de enriquecimento em leite pré~fer
mentado tenha ha&ido o aparecimento de estreptococos, passive}mente
o §. theamophilfus, a predomindncia de lactobacilos dificultava o seu
isclamento, sendo essa espécié mais facilﬁente encontrada apds enri
guecimento, por incubagao aI45°C/24 hoxas,de_leite pasteurizado en-
contrado no comérecio. Procedimento semelhante foi utilizado por OTI0

GALLI & GALLI (88) para obter o enriquecimento de estreptococos tex

mofilos.



Isoclamentos

Uma veg obtido d enriquecimento dos microrganismos lati-
cos desedados, 05 guals eram reconhecldos por meilio de suas caracte
risticas de crescimento em leite, tals como: coagulo firme, ausen
cia ou um minimo de producdo de gis, auséncia de protedlise e ca~‘
racteristicas morfoldgicas em conformidade com 08 microrganismos
procuradosg, prosseguia-se com O isalamento; Para isso era utiliza-
da a técnica de diluigéo em tampao fosfato visando a obtencdc  de
coldonias iéoladas,em placas preparadaé de acordo com © métodé de

semeadura em profundidade.

Para o isolamento de bactérias laticas megéfilas utili
zou-se O agar Padrac adicionado de bromocresol pﬁr@ura como in~
dicador (4) e incubacdo a 300C por um pericdo de 24 a 48 horas.
Apds o crescimento, coldnias isoladas gue apreéentavam halo amare-
lo devido & acidificagdo eram transferidas para leite tornassolado
com o auxilio de uma agulha de niquel-cromo. Normalmente, as cald
nias isoladas eram encontradas nas placas de sexta a oitava dilui
cdo, sendo coletadas 10 é'l5 coldnias por amostra e os tubos depois

de inoculados eram incubados a 309C por um periodc de até 24 horas.

para o isclamentc de bactérias laticas, termdfilas, ao se
empregar um procedimento semelhante a0 adotado no isclamento de es
treptococos mesOfilos, variando somente a temperatura de incubagao
para 45°C, ndo se obteve crescimentc em até 48 horas de incubagao.
Regultado idéntico foi também obtide guando se utilizou o-égar su

co de tomate ac invés do &gar padrao.

Tendc em vista gue ndp se ohservou crescimento nas condi
coes adotadas para o isolamento de termbfilos, partiu-se para duas

modificagdes preliminares. A temperatura de incubacaoc das placas



foil abaixada para 3?0C3 uma vez que a incubagac a 45°C promoveu umn
considerivel ressecamento no meio. Essa alteragao favoreceu o apa-
recimento de coldnias, eantretanto o crescimento ainda era muito po
bre. Partiuwse,entﬁo;para a busca de um meilo de cultura que se mos
trasse mals apropriado acs microrganismos em questﬁo. Tentou-sa,
inicialmente, adicionar ao agar padrdo,10% de soro extraldo doweio
pré~fermentado, na expectativa de melhorar o crascimento. Foi  tam
hém tentada uma modificagdo do Agar suco de tomate acrescentando-
ge 0,1% de giucose, Fm ambos o8 casos houve una melhoria emn rela-
géa a0 meio original, entretanto © cfesaimento ara insatizsfatdrio
pols apresentava coldnias pequenas e dificels de serem isoladas.
OTTOGALLI & GALLI (88) trabalhando com O mesmo agsunto, adotaram
procedimento semelhante, adicionando soro obtido pov coagulagao enzimatica o
leite, apds extragﬁo das proteinas do soro e do excesso de fosfato,

Havendo, inclusive, autores qgue recomendam a adigao de leite visan

do o enriguecimento do meio para bactérias laticas (107). Uma
melhoria substancial . nos resultados, a0 ge

utilizar dgar padrao adicionado de 10% de soro, foi conseguida quan
do ge empregou a incubagao em anaeroblose, ou seja, %50% de Nze 10%
de coz. BRIGGS (14) cbteve bons resultados empregando um procedi

mento semelhante.

Foi tambdm testado um outro meio de cultura frequentemen
te recomendado para bactérias ldticas, que & o agaxr APT {All’ Pur-
pose medium with Tween). Com esse meio obteve-se um resultado bag
tante satisfatdric pois as coldnias apresentavam-se nitlidas mesmo
com incubagdo em condigoes aerdbicas. Nesse sentido, em fungio das
dificuldades na utilizagdo do método de incubagiio em anagrobiose
acima mencionado, optou-se pela utilizagao do melo APT con incuba

ciic asrdbica para o isolamento de bactérias liticas termofilag.



Selegdo ‘

Durante o trabaiho foram ispladas cerca de 400 coldnias
2 o processo de selegao das cultu;as isoladas era iniciado pela ob
servacio das caracteristicas de crescimento em leite tornassolado,
tais como: tempo de coagulacio, aspecto do coagulo, reagoes no iei
te tornassolado e coloracho de Gram. Dessa forma, foram agrupadas
como bactérias laticas mesdfilas as culturas Gram positivas, cata
lase negativas, qﬁe coagulavam o leite dentro de 24 horas a tempe-
ratura ambiente, dando origem a um codgulo firme e sem gas, cuja
reducio do leite tornassolado ocorria antes da coagulacgao, No caso
das termAfilas, a coagulacao ocorria dentro de 10 horas e nem sem

pre havia redugaoc do leite tornassolado antes da coagulagao.

Por egse processo preliminar foram selecionadas am total
de 150 culturas, das 400 isoladas inicialmente. LAWRENCE et alii
(65) também utilizaram como critério de selegao para pactérias 13
ticas mesdfilas, a capacidade das culturas iscladas coagularem lel
ta desnatado reconstituido dentro de 18 horas_a 220C, COGAN {25}
tambem enconbtrou tempo dé coagulacac inferior a 16 horas no Caso
de cultufas puras de estrepliocecos taticos mesdfilos. BRZINKYAN et
alit (39) obtiveram coagulagao dentro de 9 horas, no caso de leite
inogulado com 1% de uma cultura de 3. ihe&m&pk&ﬁﬁé enguanto SOZZL
{105) obteve coagulagio de leite em 3 I com <Cepas rapidas de S, fthea

mophifus inpculadas @ razao de 1% e incubacac a 400C. »

Nesse séntida, tomando como base a velocidade de cresci
mento em termos de tempo de coagulagio, das 150 culturas laticas
inicials foram selecionadas 80, sendo 30 mesdfilas (coagulagao den
tro de 16 horas a temperatura émbi@nte) e 50 termdfilas (coagulagac
dentro de LD horas a 459C). Estas culturas foranm consideradas  po-

tencialmente indicadas para servem utilizadas como Fermento 1atico



na indilstria de laticinics £ as mesmas foram submetidas a ama ava-

liacao de aroma e sabor por meio de wm teste organoléptico.

Para o teste organoléptico as culturas foram inoculadas
3 razio de 1% em leite tipo B comercial, aguecnido até a fervura.
Lsse tratamento térmico, relativamsnte brando, fol adotado a fim
de evitar a interferdncia do forte sabor de cozido normalmente oF
servado em leite esterilizado ém autoclave. Porgaes de 100 ml de
jeite eram inoculadas com a cultura a ser testada e incubadas 2
3p0C por um periodo de 16 horas, no caso de mesdfilos, © a 4520 por
10 horas para as termdfilas, Logo apds a incubagao eram colocadas
sob refrigeracao para serem provadas apds 6 a 12 horas, visando
com isso ndo 88 o resfriamento da cultura mas tewbém a obtengdo da

consisténcia tipica do coagulo.:

Né momento da prova organcléptica a temperatura ara pa-
dronizada para cerca de 159C e para 1ssO a cuitura era deixada A
temperatura aﬁbiente por alguns minutos, Iniciava-se o teste obseyl
vando a consisténcia e corpo do coagulo, a seguir a cultura era ho
mogeneizada Com uwn bastao de vidro ou com uma agitagao do recipien

te, a fim de propiciar a avaliagido organoléptica (82). Tendo em vig
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ta que as condicfes foram padronizadas, pdde-se detectar nitidas

diferencas de uma cultura para outra, tanto no que diz respaito As

caracteristicas do codgulo come no $abor @ aroma.

A maioria das culturas iscladas, tanto as mesdfilas guan
to as termdfilas, apresentaram sabor e aroma tipicos e bastante
agradiveis., E impbrtanta salientar gue, em alguns Casos, wesmo  an
culturas isoladas de uma mesma amostra foram detectadas diferengas
marcantes de uma cultura para Qutr&, Houve tambim a ocorréncia  de
algumas culturas mesdfilas com sabor atipico, lembrando a malte{le

vedo) , e estas foram descartadas. BOTTAZZIL (12}, HBARRIGAN & MacCAN



CE (47) e SHARPE (102} referiram—se a uma variedade de S. facdds
denominada maltigenes, que produzia 3-metilbutanal, composto este

responsivel pelo sabor e odor de malte.

pelo teste organcléptico descrito, das 80 culturas, fo-
ram selecicnadas cinguenta e sgete gue apresentaram as melhoras ca
racteristicas., Vinte e uma delas foram agrupadas como sendo estrep
torocos lAticos mesbfilos e as 36 restantes como termdfilos e deg
tas, 26 eram lactobacilos e 10 estreptococos termofilos. Na Tabela
1 sao apresentados £sses grupos bem COBG as anmostras dos produtos
gue serviram para o izolamento de cada uma das. culturas.

as culturas selecionadas ate essa fase dos trabalhos o
ram mantidas em leite desnatadc reconstituido esteril, armazena-—
das sob refrigefagéo e congeladas. -Em con&igéeg de refrigeragac as
repicagens se processavam a cada'doislmGS&s 2 no caso das congela
das a cada 6 meses. No decorrer do presente trakalho, algumas oul
turas apresentaram nudanga de comportamento durante o periode  de
armazenanento, Houve diminuigao na velocidade de acidificagao, co-
mo no caso da cultura §-25, ou perda total da capacidade de produy
zir acidez em lelite, a éxemplo das culturas S-48 e $-70. Neste 4L
timo caso, foi @ossivel verificar que a perda da atividade acidifi
cante esgtava relacionéﬁa com a perda da capacidade de crescimento
em leite. Comportamento semelhante foil citado por CITTI et alii{23)
onde, apds 3 anos de replcagens, foi detectado o aumento gradoal
na populacgao de cepas lentas de uma culitura inicialmente rapida.-
OTTO {(86) também verificou a mudanga de comportamento apbs replican

gens diarias.



Tabela 1

acordo com a amostra de origem

pPrincipais grupos de culturas iscladas, de

amostra de astrephbococos lactebacilos
origen nestfilos termbfilos termdfilos
s-1, S~4, 5-5, 57, S-62, S-101, 5-102,
510, 8-25, S-103, &-104, SleS;
LEITE 5-46, 5-47, 3-107, 5~108, §-109,
CRU 5-53, 5-56, 5-110, S-114, 5-110,
§-70, =72, §-117, S-118, S-119,
5-74, S-204, 5-120, $-126, $-127,
’ 5-128.
QUELJO . 5205, 5~206

LEITE PAS-

TEURIZADD

G-42, S-44,
5-132, 5-135,
5~136, S~251,
5-254, 5-256,

5~285, 5~-286,

5-34, 535,
S""“’36 K 3“3? t
§-38, -39,

S5~-40.




avaliacho das Culturas ¥soladas Abravés de Fabricacao de Queijo

A comprovagio definitiva da gualidade de uma cultura 14
tica, normalmente deve ser feita por meio da avaliagac da qualida
de do produteo fabricado, utilizando a cultura em guestaa, como fer
nento latico. Nesse sentido, as culturas de estreptococos mesof i
1os selecionadas no teste organcléptico foram utilizadas na fabri

iy Pt * . L - el * x
cagao de gueijos, inicialmente a nivel de laboratorio e planta  pi

loto, e finalmente testadas em uma industria de laticinios.

Tomando como base uma cultura para cada amostra ou fonte

de isolamento, foram escolhidas, para seren utilizadas nessa fase

dos trabalhos, 12 das 21 culturas de estreptococos nmesdiilos  sele

cionados pelo teste organoléptico.

Preliminarmente, pequenas quantidades de leite {20 litros)
foram utilizadas na fabricagac de queijo Minas frescal em ogcala
de laboratdric. Nessa fase a cultura era avaliada em termos de ca-
pacidade de produzir acidez e pelas caracteristicas de qualidade
do queiijo resultante. Os %@sultaéos obtidos indicaram gue, em gew
ral, as culturas testadas mostraram ser semelhantes ¢ o8 gqueljos
resultantes apresentaram caracteristicas satisfatdrias, exceto por
um {nico problema, houve @XCeSE0 de acidificacgao, atingindo pH em
torno de 4,9. Isto deu uma indicagao da major capacidade de acidi~
ficacao gas novas culturas.

Com relagéo As culturas termbfilas {estraptocmcé& e lace
tobacilos) foram realizados alguns ensalos de fabricacao de iogur
te @ somentea dmis testes de fabricagao de queljos devido a dificul
dades com relagao a neceésidade de cura. Mesmo assim, fol possivel
detectar uma indicageo de gue essas culturas apresgonbtavam um cot-

portamento semelhante ao norms luente obhido com culturas comorolais.



Numa szegunda fase, as novas culturas foram tegtadas no
srocessamento em escala piloto, onde eram Fabricadas partidas de
gueijo Minas frescal e mela cura wtilizando 150 a 400 litros de lel
te por partida. O trabalhos de pesquisa iniciados nesta fase fo-
ram direcionados para a determinagio da porcentagem ideal de cultu
ra latica mesdfila a ser adicionada ao leite, tendo em vista gue
oem escala de laboratdrioc os novos isolados apresentaram uma maiox
capacidade de acidificacao em relagao as culturas tradicionais,
quando se utilizava 1% de indculo, conforme normalmente recomenda

do (10, 69, 104).

De acordo com trabalhos 18 realizados, o pH do queiijo Mi

nas logo apds a prensagem deve se gituar em torno de 5,3, Nesse sen

tido procurou-se diminuir a porcentagem de indcoulo e controlar as
demals fases do ptécessémanta ende a cultura pudesse alterar Yrapi
_damenta a acidez do queijo, tals como: tenpo e temp@ratura de pren
sagem €, consequentemente,.a umidade final do quéijo. Na Tabela 2
& apresentadc um resumo dos resultados obtidos na fabricagao da
queijo Minas frescal ntilizando 0,01 a 0,5% de cultura latica. Con
forme pode ser verificado, embora tenha havido alguma variabilida
de, o emprego de 0,1% apresentou resultados bem proximos dos espe~
rados nessa variedade de quelijo.

Na Tabela 3 sio apresentados alguns rasultados obt;dosna
fabricagio de queijo Minas mela cura. Nesua variedade, a  umidade
final dos queijos & menor, assim sendo, O emprago de uma .porcenta
gem mais elevada de cultura, ou seja, em terno de (,5%, apresentou
resultados satisfatdrios.

além do Cantrélé de acidez ¢ umidade, os queijos obtidos
nessa fase foram svaliados sensorialmente vigando detectar possi-~

veis defeitos provocados pola cultura latica. Qs ‘testes iodica
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Tabela 2 plH de gueljo Minas frescal em fungao da poroen-

tagem de cultura latica adiclonada

Partida Cgltura % Cultura pH & Unmidade
latica ‘
1 S~1 0,01 _ 5,7 62,1
2 G=25 0,05 6,0 55,7
3 g1 0,10 5,2 51,4
4 g~-1 0,10 5,1 57,0
5 S-1 0,310 5,3 61,0
6 5-1 0,10 5,1 50,8
7 8-~58 0,10 5,2 59,9
8 574 Q,lﬁ 5,1 58,0
9 5-74 0,10 5,1 61,5
10 . 8-25 0,50 5,0 61,9
Tabela 2  pH de gueijo Minas meia cura em fungaco da poxr

centagem de cultura latica adicionada

Paftida Cultura % Cultura pH % Umidade
latica
1 6~48 0,3 5,6 51,3
2 5-1 0,5 5,2 56,7
3 -1 0,5 5,0 47,4
4 825 8,5 5,2 50,6
5 5~58 0,5 B2 50,8

51,1
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ram plena aceitagdo por parte dos provadoras o nio houve evidéncla
de qualquer caracteristicn negativa, ao serem comparados com quel
jos da mesma variedade encontrados no comércio.

Foram tamhdm fabricadas algumas partidas de gqueiijo tipo
Prate e gqueljo tipo parmesac utilizando as novas gulturasg. Embora
niGo tenha sido feito com esses. gqueijos um estudo com a mesma  pPro-
fundidade daguele feito com gueijo Minas, houve uma boa indicagao
de que o comportamento das novas culturas laticas fold igualmente
promissor para serem utilizadas como fermento latico nesses tipos

de gueijos.

Tente a Nivel Industrial

As 12 culturas avaliadas nos testes en escala pil@to, ti
veram o seu comportamento como culturas ldticas observado durante
aproxima&amenté dois anos. De acordo.cam.a sua estabilidade em teXr
mos de caracteristicas de crescimento, capacidade de aéiﬁificagéo
e caracteristicas organolépticas do gqueijo resultante, ©inco delas
foram escolhidas para um teste industrial em um laticinio de porte
médio (25,000 litros de leite/dia) sitnado na regiac nordeste do
estado de S3o Paulo. Com a finalidade de tegtar comparativamente as
sas cinco culturas lAticas freate a uma cultura comercial, esse €x
perimento procurou sequir as técnicas e condigoes normalmente  en-

pregadas na indGstria para a fabricagao de queljo Minag meia oura.



conforme pode ser verificado, existem algumas alteragoes
§te processo e relacio ao tradicionalmente utilizado | para
ecusa variedade de queiljo, como por exemplo © agquecimanto da massa
por meio da adigao de.équa quente até atingir 420C, o que faz com
que esse processo de fabricacao se assemelhe ao processo de fabri
cagdo do gueijo tipo Prato. Entretanto, como a intencao era testar
az novas culturas de uma forma comparativa, a tecnnlogia adotada
na indistria foi sequida sem gualquer alteragao. Optou-se tampbén
pela adicao @é 1,5% de fermento, gue era a porcentagem tradicional
mente adotada por essa indlstria, embora os resultados obtidos na
fase de planta piloto tenham sugerido o emprego de uma porcentagem
menor (0,5%).

0s gueijos obtidos nesse ensaio foram aﬁalisados com re
lagao 3 acidesz, umidadéle gordura logo apds & fabricagio e apbs 20
.diés de cura ﬁag-condigées norpalnente adota&as-nessa indlistria,

ou seja, 120C e umidade relativa de 853%.

pDe acordo com os resultados na Tabela 4, nag houve prati
camente diferenga entre os resultados do controle e a média dos re
sultados cbtidos com as cinco novas culturas laticas testadas. Enm
hora tenha sido usada uma porcentagem maior de fermento, a acildez
dos quelijos esteve dentro do esperado para essa variedade (69}, excetu
ando-se apenas a acldez inicial no caso da cultura §-204. Possivel
mente, as alteracdes no processamento, CORO lavagem e aguecimento
da masgsa, tenham concorrido para que as novas culturaé nao  tenhan
dado origem a gqueijos mais Aeidos do gue o normal.

pPara avaliar possiveis difervencgas entre a intensidade de
cura, nos qix{;': ijos produzidos com as novas culturas e o controle, 840
apresentados na Tabela 5 o5 resultados das determinactes de proteina total,

proteing colivel ¢ Indice de maturagas (I.M.) (amostras o duplicatak Os resul

i
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Tabela 4 Determinacao de pH, unidade, gordura e sal
em cueijo Minas meia cura, logo apds a sal

ga ¢ depois de 20 dias de cura

Cultura Dias pH % Umidade % Gordura % NaCl
20 5,50 41,05 31,0 1,31
5wl _ 5,20 46,40 28,0 o =
20 5,60 39,12 29,5 1,49
5-10 0 5,00 47,39 28,5 e
20 5,40 43,45 . . 36,0 1,69
g-58 ' 5,40 47,89 27,5 v
20 5,60 41,33 _ 30,0 1,87
5 2 N

g7 4 0 5,30 47,34 28,5
20 5,50 44,95 30,0 1,32
5-204 4,90 47,14 29,5 e
: 20 5,35 46,89 30,0 1,23
. i —rie st

média Q 5,16 47,23 28,5

5,49 41,15 © 30,0 1,48




¥

Tabela 5 Determinacio de proteina total, proteina soli
vel e Indice de maturacio (I.M.)em gueljo Mi-
nas meia cura, logo apds a salga e depols de

20 dias de cura

Cultura Dias 2 proteina Total % Proteina Solivel T.M.
controle 20,32 ' 2,17 10,68
20 22,00 5,10 23,18

a1 0 20,81 1,81 8,70

28 22,50 3,44 37,51

510 18,74 1,83 9,77

20 ' 20,13 16,59 - B2,41

58 LR 21,03 2,23 10,60

20 22,851 5,73 42,47

a7 20,97 2;19 10,44

20 22,21 10,61 1,77

5204 19,96 1,13 5,66

20 21,23 12,71 54,87

Madia 20,30 1,84 9,03

20 21,80 11,62 54,01




tados indicaram uma grande diferenga entre as novas culturas =« &
~mltura comercial utilizada como controle. B importante ohservar
que o menor indice de.maturagﬁo dentre as novas culturas (8-1) fol
1,6 vezes superier ao obtido com © controle, enguanto que o Indice
de maturacio mddio das novas culturas fol 2,3 vezes o do coentrole.
Esses resultados permitem conclulr que, em termos de avaliagao da
intensidade de cura, as culturas isoladas do nosso habitat apresen
fam uma atividade proteolitica bem majior do gue a de uma cultura

comercial importada.

além dos resultados analiticos mencionados, unma aquipe

de dez provadores, dentre eles cinco especialistas na drea de lel

5B

te e derivados, avaliaram sengorialmente as seis amostras de quel

jo apbs 20 dias de_cuiat Messe teste foi utilizada uma Escala Hedd
nica na qual © pravado%.expressou o graua de aceitagéo da awmostra,
com notas vafLando de 1 {extremamente indese :javel) a 7 {extremanen
te deseijavel), para as caracteristicas de sabor e textura. Confor
me pode ser verificado na Tabela 6, os resultadod com relagao ao
sabor apresentaram uma peguana variagao, sendo relativamente préxé
mos um do outro. A cultura S-1 foi a gque recebsu a ménor preferén
cia, mesmo assim obtevé 70% de aceitagao, enguanto que a controle
foi a segunda menos preferida {74%) . As cultuxas g-58 & 5204 fo-
ram as melhores, com 84% de aceitagao. Com rel Bae a corpo e textuy
ra, Tabela 7, os resultados estiveram na nesmna faixa de wvariagao,
onde ¢ valor mais baino céuhe A cultura $-74 e O mais alto & cultu
ra S~58&. Os resultados permitiram concluir gque, tanto em termos de
sabor como corpo € textura, a maioria dag novas culturas deu  Ori-
gem a produtos de mailor preferéncia, cabendo d cultura 5-58 as ng

lhores médias.



Tabela 6 Grau de aceitagao, em wna escala de 1 a 7, pa
ra avaliagao sensorial de sabor ée queijo Mi

nas meia cura

Culturas
Provador
Controle S-1 £-10 §-58 S=74 S-204
1 4 2 5 5 3 6
2 4 7 3 7 5 6
3 3] 4 % & 5 6
4 5 4 6 4 4 4
5 6 5 7 7 & 7
6 ) 4 -7 5 5 7
7 7 4 7 5 6 7
8 7 ) 7 & 7 7
9 5 ) 4 7 6 5
10 2 7 4 7 5 4

media 5,2 ' 4,9 5,6 5,9 5,3 5,5




Tabela 7 Grau de avaliacao, em uma escala de 1 a 7, das
caracteristicas de corpo & textura de queilo

Minas mela cura

Culturas
Provador
Controle -1 S-10G §-58 Sw-74 G204
1 4 1 6 & 1 7
2 5 7 5 5 3 6
3 6 4 5 6 5 5
4 6 5 7 5 4 4
5 ) & 7 6 7 7
6 5 6 7 N 5 7
7 6 3 7 6 4 4
8 7 6 6 7. 7 7
9 5 6 5 7 6 )
10 4 6 4 7 5 5
madia 5,4 5,2 6,0 6,1 4,7 5,8




Comportamento Micrabiwlégicb

Diaﬁt& dos resﬁl&ados altamernte promissores, indicando
certa superioridade das novas culturas om comparagao com as  culin
ras importadas, alguns testes adicionais, a nivel de estudo micro
bioldgico, Fforam realizados visando obter dadés comparativos entre
as cinco novas culturas e culturas comerciais importadas. O meio
de cultura utilizado para os testes fol leite desnatado reconsti
rufde submetido a um tratamento térmice brando, conforme descrito
em materiais e.métodos._

Tendo em vista que a atividade acidificante & uma das ca
racteristicas mais importantes no aproveitamento de uma cultura <o
mo fermento latico, foram :ealizados alguns experiméntos visando
avalid-la. A variagao de acidez foi medida pela determinagao de pH
apds determinado periodo de incubaclo a diferentes temperaturas. A
Tabela 8 apresenta os resultados obtidos numa conparacac das novas
culturas com culturas comerciais de atividade acidificante conhe~
cida, partindo-se de 0,2% de indculo e incubagao a 23°C por 16 ho
ras. Conforme pode ser verificado, os novos iéolados, COm  SXCRQAD
das culturas $-10 & $5~58, produziram uma acidificagao na mesma fai
o das culturas comerciails conhecldas como répidas em termos de prg
dugge de acidez, mesmo assim, duas culturas que apresentarmn acidi
ficagao menor, produziram uma variacao de pH quase trés vezes supe
rior & da cultura AM2 conhecida como lenta produtora de acidifica=-
Gan.

. um oubro teste foi feita a comparagdo dos novos isola
dos entre si, utilizando-se um indculo de 2% e incubagao a 300Cpor
wn pericdo de 5 horas. Os resultados na Tabela ¢ indicaram uma va

riagao de acidez muito proxima entre as cinco cultnras.
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Tabela 8 Atividade acidificante de culturas laticas em
leite desnatado, apés%iorag a 2300
Cultura pH inicial pH final variacao de

pH

*3, Lactds 6,62 5,36 1,26
*$., caemporis 208 6,50 4,46 2,04
*S. cnemonis AM, 6,48 6,15 0,33
*S, Lactis C2 6,4?. 4,70 1,77
S, Lacfis 8-1 6,49 4,67 1,82
S. Lactis 5-10 6,53 5,51 -1302
S, factis S-58 6,60 5,717 0,83
S. ﬁacf&é 5~74 S,Si 4,75 1,76
S. ﬁaatié §-204 6,51 4,76 1,75

* Culturas Comercdals

Atividade acidificante de culturas liticas em

Tabela 9
leite desnatado, apds 5 horas a 3069C
Cultura pH inicial pH final variagao de

H
§. Lactis 8-L 6,51 5,20 1,31
S. Ractis 5-10 6,56 5,24 1,32
3. fLactis 5-58 6,59 5,35 1,35
8, Lactis 8-204 6,51 5,22 1,29




Posteriormente fol feito um estudo comparativo entre uma das cepas
mais utilizadas desde o iniciomdos tostes de avaliagio (8. factds &-1) e uma ce
pa comercial (8. cremords 208). Curvas de acidificagao foram construidas medin-
do~se o pH e a acider titulada a cada hora, durante paricdo de 8§ horas de in
cubagaco a 300C, Figura 2. Conforme pode ser verificado, as duas cultuj
ras apresentaram comportamento muito semelhante, tanto em termos de

pH como em acidez Dornic.

Uma comparagao em termos populacionais foil também reali~
zada, fazendo-se a cada hora de incubagdo, a contagem em placas =Y
a determinagaoc da dﬂnsidade otica a 410 nm. A Tabela 10 apresenta
os resultados das contagens microbioldgicas realizadas em ﬁgar BCP
a 300C apds 48 horas. Conforme pode ser verificado, o desenvolvi-
mento entre as culturas foi semelhante, havendo entretanto uma in-
dicacao de uma multhlicagao mais rapida da cultura 5-1, qué apre
‘gentou até a s@tima hora de lncubagao um aumento relatlvo na sua
populag%d_celﬁlar aem torno de duas vezes e meia o observado na oy
tra cultura. AC compararmos esse crescimento por meio da densidade
Htica a élé nm, os resultados confirmaram agueles obtidos com a con

tagem microbioldgica, Figura 3.

Efeito da Temperatura de Cozimento na Atividade Acidificante

O efeito da elevagao de tewmperatura a uwma faixa semelhan
te B utilizada na fabricagio de queijos de wmassa semi-cozida, fol
testado - em ‘expmrimentos realizados com 08 ndvos isola
des, procurande detectar possivels alteractes na atividade acidifi-
cante A gerem incubados am torne de 4090, A
Tabela 11 mostra, por exempla,\qu& a incubagao a 30°C durante 5 ho
ras apresentou resultados semelhantes & incubacio a 300C por 1,5 k

mais 4 horas a 389C e poder-se-Ia dizer, inclusgive, que houve uma
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Tabela 10 Contagem em placas das culturas apds cada ho

ra de ¢rescimento em leite dasnatado a 309,

Culturag
Horas de Crescimento
8, Lactis 5-1 8. echemonis 208

Urc/mi UrcC/mL

o 3,1 x 107 9,8 x 10°
7 7

1 5,4 x 10" ; 1,2 % 10
2 1,6 x 10° 1,7 x 107
3 2,4 % 10° 2,2 % 107
4 | 3,0 x 108 23,5 % IOT
5 | 7,1 x 10° 8,7 x 10’
6 1,5 % 10° 2,2 x 10°
7 | 1,8 x 10° 2,0 x 10°

8 | 1,5 % 10° 6,5 x 10°
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Figura 3 Curva de crescimentco obtida pela me-
dida da densidade Stica a 410 nm em
fungdo do tempo
{wy S. E&ciié 5-1
(0} S. chemoris 208 {comerciall)
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Tabela 11 Ifeito da temperatura de incubagao

dade acidificante.

na ativi=~

pH apds incubagao

Culturas _

% horas 1,5 horas a 300C
mais

a 309 4 horas a 389C
5, factis 5-~1 4,97 4,72
8., Ractdis S5-10 5,09 4,58
S, fLactis $-58 5,15 4,88
8., facitis S~74 5,10 4,68
S, factis £-204 5,05 4,90
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melhor atuagao das culturas no Gltime caso, Em outro experimento
Pabela 12, os novos isolados foram estudades juntamente com umacul
bura comercial em condigOes varifveis de incubagao (309C por 1,5
h, mais 1 h a 40°C e novemente a 309C por até 4 horas). Os resulta
dos desse experimento indicaram que a atividade acidificante nao
foi afetada pela variacao de temperatura. Tails resultados 'diferiw
ram daqueles obtidos por BABEL (5} pois esse autor obteve, para a
maioria das culturas testadas, uma lenta acidificagao a 40°C. Com
a finalidade‘de minimizar o efeito da variag¢do do nimero de ¢é&lu-
las no inécuio gtilizadc, foli montaﬂo um experimento onde fol fel
ta a padronizagdo do indculo inicial por meio da determinagac  da

densidade dtica. As culturas, primeiramente inoculadas em leitecom

63

8 glicerofosfato de sbddio (50) com 18 h de incubacio a 220C, foram

submetidas 3 uma determinagao de densidade Otica a 410 nm e a den
sidade corrigida para o menor valor correspondente a densidade da

cultura AM.. Foram, portanto, diluidas para esse valor de densidaw-

2
de dtica com leite estéril, de tal forma que apbs a padronizagao

todas as culturas continham aproximadamente o mesmo ninero de célu
1as e este indculo utilizado para verificar o efeito da temperatn
ra na atividade acidificante. As culturas assim preparadas foram
inoculadas & razao de 2% em leite e incubadas a 30¢9C durante 1,5 h
e a 380C por mais 4 horas. Os resultados apresentados na Tabela 13
confirmaram gque os novos isclados nao sofreram interferéncia da va
riacio de temperatura de incubagao havendo entretanto alguma dife-
renga entre eles. As culturas comerciais de S. cuemoils utilizadas
come controle apresentaram uma peguena acidificagao en CoNparagan
com as demails, podendo"se observar que of melhores resultados (em
termos de acidificagac) 6correram dentre os novos isolados  {eultu

ras 5~1 e 5~74}.
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Tabela 12 Efcito da temperatura de incubagac na ativi-

dade acidificante.

pH apds incubagdo

Culturas
1,5 horas 1 h 3 h 1l h
30<C 400C 3gog 300
controie & 6,62 6,59 6,52 6,54
* BD A' - 6,51 6,42 5,52 | 5,09
S. factis S-1. 6,52 6,36 5,43 4,91
3. factis S-10 6,51 6,33 5,32 4,73
S. Lactis S-58 6,53 . 6,39 5,64 5,22
S. Eactis s-74 ~ 6,52 6,35 5,47 4,96
S. factis $-204 6,52 6,35 5,55 5,03

a - tubo de leite nac inoculado e incubado sob’as mesmas condigoes

* -~ cultura comercial mista, utilizada como controle
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Tabela 13  Controle da acidificacgao utilizando indoculo

padronizado e incubag&o a 309C por 1,5 h e

38°0C por mais 4 horas,

Repetigoes
Culturas 1 T, 5 média var%ggéoa
media
de pH de pH
controle® 6,54 6,64 6,52 6,57 0,00
* 8, fLactis CH 5,58 5,97 5,78 5,78 0,79
X S. cremoris 208 6,07 6,23 6,00 6,10 0,47
% . cremonis AM, 6,32 6,32 6,28 6,31 0,26
* 5. factis C, 5,69 5,98 5,65 5,77 0,79
S. factis S-1 5,50 5,82 5,38 5,57 1,00
S, fLactis 5-10 5,96 6,12 5,91 ° 6,00 0,57
S. lactis S-58 5,87 6,16 6,02 6,02 9,55
S. factis S-74 5,48 5,74 5,47 5,56 1,00
S. factis S~204 5,74 5,96 5,67 5,79 0,78

a - variacio entre a acidez final do controle e da cultura em questao
b ~ leite nAo inoculado e incubado sob as mesmas condigoes

(¥} - culturas comerciais



Atividade Proteolitica

Os resultados apresentados na Tabela 14, en gue 08 noves
isclados foram avaliados quanto a atividade proteolitica, indica=-
ram uma substancial variagao na quantidade de tirosina Iiberada,
sendo entretanto possivel detectar uma semelhanga na atividade prg
teolitica entre as culturas comerciais utilizadas como controle e
os novos isolados. Houve uma nitida diferenga entre o valor obtido
para a cultufa AMZ, conhecida como“}enta, e as demais, O Mesno oCor
rendo entre a cultura S$-~10 e os outros isolados, A.cultura s-~1,
gue apresentou maior atividade acidificante, apresenﬁou também maior

+

atividade proteolitica.

Os resultados obtidos foram semdlhantes aos observados
por CITTI. et alii (23). Houve, entretanto, uma peguena discrepdn-
cia entre os resultados da atividade proteolitica obtidos nesse ex
perimento € a avaliacac do indice de maturagac dos queijos fabrica
dos com essas mesmas cepas. A cultura 5-10, por exemplo, gue nesse
experimento apresentou baixa atividade proteolitica, deu origem a
queijos com alto indice de maturagdo. Entretanto, a atividade pro-
teolitica no gqueijo se procéssa em condigoes diferentes, tanto em
termos de acidez como’pela presenga de sal, havendo ainda a adigao
de renina que exerce atividade proteolitica. Os resultados desse
experimento, bem como os observados na determinagac do Indice de
maturagao, pefmitem concluir que os novos isolados sao cepas bas.
tante distihtas no que diz respeito ao seu comportamento final em

termos de cura do gueijo.



Tabela 14 Atividade proteolitica de culturas laticas,
exprressas em concentracio de tirosina, apds

crescimento em leite a 21oC por 15 horas.

Culturas vg de tiresina por

ml de leite

* 8. factis CH- 29
* 8. cremonis 208 R 44
* 5, caemohds AMz' | 3
* S, Laciis c, 45
§. Lactis §-1 S .39
S. Lactis S-10 o | 5
S, fLactis S5-38 ' 24
S, Zactis 8-74 o 35
S. factis S-204 - 37

* (ulturas comerciais uwtilizadas como controle
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Infludncia da Concentragﬁo de Cloreto de sddio

" na Atividade poidificante

A influéneia de pequenés concentragoes de NaCl na ativi-
dade acidificante pode ser verificada por meio da andlise da Tabe-
1a 15, as novas cepas praticamente nao foram afetadas pelc aumento
na concentragdo de NaCl até& o nivel de 2%. Ja as cepas de S. cremg
nis, utilizadas como controle, foram consideravelmente afetadas.
Tais resultados canfirmaram.observagéeé anteriormente realizadas so
bre a maioxr sensibilidadé de cepas de S, cremoiis frente ao clore-
to de =5dio (65, 92). Resultados semelhantes foram obtidos por IR~
VINE & PRICE (57), embora tenham sido utilizadas diferentes condi-
goes para Os tesfes. MARTH & HUSSONG {75}'Eon¢1uiram em seu traba
lho que a-diversidade de resultados, ?or vezes contraditdrias, &
devida &s diferentes condigdes utilizadas para o teste, tals como

porcentagem de indculo, meio de cultura, temperatura e porcentagem

de NadCl.

Teste de Sensibilidade a Bacteridfagos

0s novos isalados foram também avaliados com relagdo &
sensibilidéﬁe a bacteridfagos, segundo procedimento descrito por
HEAP & LAWRENCE {48, 50). Nas condigdes desse experimento, nenhuma
sensibilidade a bacteridfago foi detectada dentre o5 novos isola~.

dos pois nao houve alteragdo na atividade acidificante.



Tabela 15  Infludncia da concentragao de cloreto de sd-
dio na atividade acidificante de culturas l1a

ticas incubadas a 30°C por 5 horas.

pH a diferentes concentragoes de NaCl

Culturas

0,09 1,08 2,08

S. cremonis 208 4,93 5,58 6,20

S. cnemondis 227 .5,10 o 5,51 5,94
S. lactis S-1 4,93 4,84 5,04
5. factis $-10 4,68 4,57 4,70
S. factis S-58 4,82 4,79 | 4,95
S. fackis $-74 . 5,44 5,41 5,70
5. Zactis S-204 5,34 5,25 | 5,54

culturas comerciais utilizadas como controle



Teste de Produgﬁo de sSubstancias Inibidoras

Assim como as bactérias laticas sao capazes de produzir
cubstincias estimulantes ac crescimento de outras bactérias (28,
102) determinadas cepas sao igualmente capazes de produzir substan
cias inibidoras como acidos, perdxido de hidrogénio e antibidticos
(7, 102). Essa caracteristica pode ser ben&fica se tal capacidade
for extendida a contaminantes indesejaveis, todavia nado seria dese
javel no caso de culturas mistas onde poderia haver inibigao de es
pécies componentes do proprio fermento 13tico, promovendo, assim,

uma incompatibilidade entre as espécies (5, 7, 65).

75

‘Utilizando-se o método descrito por DAVEY & PEARCE {31} .

foi possivel verificar a producgio, pelas culturas iscladas, de
sqbsténcias inibidoraé tipo bacteriocina. Os resultados moétraram
‘que a cepa S-1 fol capaz de inibir fortemente a cultura utilizada
como indicadora (sensivel & bacteriocina), produzindo grande halo,
conforme pode ser vista na Figura 4. Os demais isclados nao produ-
ziram inibigao significativa. Esses resultados indicaram uma possi
vel deficiéncia da cepa S~i, até entdo selecionada como uma das me
ihores em termos de caracteristicas para ser utilizada como fermen
to latico. Nesse sentido, procurcu-se promover a perda dessa carac
teristica inibitéria da cultura S-1 por meio do isclamento de - mu-
tantes. Conforme procedimento recomendadq por DAVEY & PEARCE (31},
uma incubagao da cultura em caldo M 17 a 35,59C por i6 horas, tem
peratura esta ligeiramente elevada, pode promover a perda dessa ca
racteristica sem alteragaoc das demals propriedades da cultura. Foil
possivel obter guatro novas cepas nio produtoras de  bacteriocina
que nao apresentarian qﬁalquer inconvenlente ac serem utilizadas

em fermentos mistos, substituindo assim a cepa §-1 original.



Figura 4

Zonas de inibicao provocadas pela cepa

S. Lactis S-1 (placa de diluigao 1078y

sobre a cepa S. cremoris 1l6. As cepas
nao produtoras aparecem como pontos
brancos (coldnias sem o halo de inibi-

cao) .
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CONCLUSOES

0s resultados obtidos no presente trabalho permitiram as

gequintes conclusdes:

1. E viavel o iscolamento de culturas laticas origindrias do nosso
meio, as quais apresentam, no minimo, um desempenho comparavel

ds culturas importadas normalmente utilizadas na indlstria de

gueijos.

2. O enriguecimentc de estreptococos léticos mesdfilos foi facil~
mente obtido pela simples incubagao das amostras de leite  cru
em temperatura ambiente, enqguanto gue a incubagao a 45°C de
leite pasteurizadc comercialmente, permitiu o énriquecimento de
estreptococos ﬁexméfilos. Para os lactobacilos o enrigquecimento
foi amplaménie favorecido pela inoculagao de-amastras de leite

cru em leite pré-fermentado e incubagao a 45°C,

1. O isolamento de mesdfilos foili prontamente obtide utilizando —se
dgar padrao adicionado de bromocrescl purpura, semeadura em
profundidade e incubagdo a 32°C. As culturas termdfilas, porém,

foram isoladas em dgar APT e 37°C de incubagao.

4. A selecido das culturas com base nas caracteristicas organolépti
cas e tecnolbOgicas mostrou ser muito importante na definiqﬁo de

uma cultura para uso como fermento latico.

5, 0 estudo comparativo .das culturas isocladas do nesso habitat com
culturas comerciais importadas revelou uma maior atividade de
cura, e a nivel de laboratdrio, maior atividade  acidificante,
maior velocidade de multiplicacdo, mailor toleréncia a sal e &

variagdes de temperatura na faixa de 30 a 40°C.
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