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RESUMO

No Brasil, 0 queijo Mussarela elaborado com leite de bufala, tem uma boa aceitacdo pelos
consumidores e mercado em expansdo. Entretanto, poucas sdo as pesquisas em ambito
nacional sobre a microbiota e influéncia das bactérias &cido-laticas utilizadas na producao,
sobre a qualidade tecnoldgica deste queijo. O objetivo deste trabalho foi compor um banco de
culturas representativo da microbiota isolada de queijo Mussarela fabricado com leite de
bufala e efetuar a caracterizacdo das bactérias acido-laticas (BAL). Foram realizadas trés
coletas em dois laticinios (Laticinios A e B), em diferentes etapas do processo de fabricacéo,
assim como no produto acabado (queijo Mussarela e soro de conservagdo) recém processado e
com 14 e 28 dias de estocagem. Foi feita a contagem de col6nias viaveis, isolamento dos
mesofilos e termofilos, caracterizacdo morfoldgica por coloracdo de Gram e teste de catalase.
Foram obtidos 313 isolados que apresentaram caracteristicas de BAL. As culturas isoladas das
amostras do queijo do Laticinio B foram identificadas pela técnica de RAPD e
sequenciamento do gene 16S rRNA e caracterizadas quanto a atividade acidificante,
capacidade de utilizarem o citrato, atividade proteolitica e capacidade de produzirem
compostos volateis precursores de aromas. Para os dois laticinios, a populacdo de micro-
organismos termdfilos prevaleceu sobre os mesofilos. Os isolados foram identificados como
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Leuconostoc mesenteroides. A velocidade méxima de
acidificacdo para os isolados variou de 0,0005 e 0,0305 unidades de pH por minuto apos 20
min e 18 h 50 min do inicio do processo de fermentacao, respectivamente para termofilos e
mesofilos. O tempo necessario para atingir o pH 5,0 variou de 4 h 50 min a 60 h do inicio da
fermentacdo, sendo menor para os termdfilos. As bactérias testadas foram capazes de

utilizarem o citrato. Os compostos volateis produzidos pelos isolados foram: &cido-acético,



acetona, acetaldeido, etanol, 3-hidroxi-2-butanona e 3-metil-butanol. A caracterizacdo das
culturas laticas autoctones isoladas auxiliou no entendimento da dindmica populacional das
BAL presentes no queijo e na relacdo com sua qualidade. As culturas isoladas apresentaram

potencial para aplicacdo industrial.

Palavras chave: Culturas autdctones, RAPD, seqiienciamento 16S rRNA, cinética de

acidificacdo, compostos volateis.



ABSTRACT

In Brazil, the Mozzarella cheese prepared with buffalo milk has a good acceptance and market
expansion. However, there are few national studies about microflora and influence of lactic
acid bacteria, used in production, on the technological quality of this cheese. The aim this
study was to compose a representative bank of the microbial cultures isolated from
Mozzarella cheese produced with buffalo milk and to characterize the lactic acid bacteria
(LAB). Three collections were performed in two dairy (Dairy A and B) at different stages of
the manufacturing process as well as the finished product (Mozzarella cheese and whey
conservation) newly processed and with 14 and 28 days of storage. It was followed a count of
viable colony, isolation of mesophiles and thermophiles, morphological characterization by
Gram staining and catalase test. It was obtained 313 isolates that exhibited characteristics of
LAB. The cultures isolated of the cheese samples of the cheese from the Dairy B were
identified by RAPD and 16S rRNA gene sequencing and characterized by acidifying activity,
ability to utilize citrate, proteolytic activity and ability to produce volatile compounds that are
flavor precursors. At two dairies, the population of thermophilic microorganisms was higher
than mesophylic. The isolates were identified as Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
casei, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus and Leuconostoc mesenteroides. The top speed of acidification for the isolates
ranged from 0.0005 and 0.0305 pH units per minute after 20 minutes and 18:50 of the
beginning of the fermentation process, respectively for thermophiles and mesophiles. The
time required to reach the pH 5.0 ranged from 4h50min to 60h the beginning of fermentation,
and for the thermophiles time was shorter. The bacteria tested were able to metabolize citrate.

The volatile compounds produced by bacteria were acetic acid, acetone, acetaldehyde,



ethanol, 3-hydroxy-2-butanone and 3-methyl-butanol. The characterization of lactic cultures
isolated native helped in understanding population dynamics of LAB present in cheese and its

relationship to quality. The isolated cultures showed potential for industrial application.

Keywords: autoctones culture, RAPD, 16S rRNA sequencing, Kinetics of acidification,

volatile compounds



Quadro 1 -

Quadro 2 -

Tabela l -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

LISTA DE QUADROS E TABELAS

paginas

FracOes de caseina no leite de vaca e de bafala (ZICARELLI, 2004)

Identificacdo de bactérias &cido-laticas isoladas de queijos artesanais
usando técnicas dependente e independente de cultivo

Populagdo de bactérias laticas mesoéfilas e termofilas, isoladas das
amostras coletadas no laticinio A, durante as etapas do processamento,
assim como do produto acabado (queijo Mussarela e soro de
conservacao), recém processado, com 14 e 28 dias de estocagem a 4
°C.

Populagdo de bactérias laticas mesdfilas e termofilas, isoladas das
amostras coletadas no laticinio B, durante as etapas do processamento,
assim como do produto acabado (queijo Mussarela e soro de
conservacao), recém processado, com 14 e 28 dias de estocagem a 4
°C.

Total de bactérias &cido-laticas isolados aleatoriamente das amostras
provenientes das trés coletas do Laticinio A.

Total de bactérias acido-laticas isolados aleatoriamente das amostras

provenientes das trés coletas do Laticinio B.

24

45

69

73

76

77



Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Similaridade (%) e codigo de acesso das sequéncias depositadas no
banco de dados GenBank (National Center for Biotechnology
Information — NCBI) das culturas isoladas do queijo Mussarela de
bafala com 28 dias de estocagem e identificadas a partir do
sequenciamento de 500 pb do gene 16S rRNA.

Cinética de acidificacdo das culturas acido-laticas isoladas do queijo
Mussarela e comerciais

Atividade proteolitica das culturas acido-laticas isoladas do queijo
Mussarela de budfala.

Compostos volateis produzidos pelas bactérias acido-laticas

isoladas do queijo Mussarela de bdfala com 28 dias de estocagem.

paginas

84

89

93

101



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4-

LISTA DE FIGURAS

Rotas bioquimicas de utilizacdo do citrato pelas bactérias acido-laticas.
Etapas do processo de fabricacdo dos queijos Mussarela de bufala dos
laticinios A e B e pontos de coleta de amostras

Fragmentos de DNA separados por eletroforese em gel de agarose 2,0
% em TAE 1X, seguindo o protocolo utilizado por De Dea Lindner
(2008), com algumas modificacdes. A reacdo de PCR foi submetida a
45 ciclos de amplificacdo, com a etapa de desnaturacdo inicial a 95
°C/min, desnaturacdo a 94 °C/60 s, anelamento a 40 °C/1 min,
extensdo a 72 °C/2 min e extensdo final a72 °C/10 s. A eletroforese foi
realizada em 3 h (30 min a 100 V e 2,5 h a 50 V). Os DNAs utilizados
foram extraidos usando Kit “Easy DNA” TM (Invitrogen, Carlsbad
California. Foi aplicado 3 pL de marcador de massa molecular de 1000
pb.

Andlises de clusters dos padrdes de RAPD usando o primer M13
seguindo a metodologia de De Dea Lindner (2008), com algumas
modificagdes. Foram analisadas 82 culturas isoladas do queijo
Mussarela de buafala. > 90% de similaridade, os clusters foram
considerados sendo o0 mesmo biotipo. As chaves representam 0s

clusters com > de 90 % de similaridade. Os clusters I, II, VI, IX, X e

X111 sdo compostos pelas culturas isoladas de diferentes dias de coleta.

paginas

40

54

79

80



Figura 5-

Figura 6-

Figura 7-

Figura 8-

Figura 9-

Figura 10-

Figura 11-

Curvas de acidificacdo das culturas mesofilas isoladas do queijo
Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem, cultivas em agar
MRS. As culturas fermentaram o leite de bufala até atingir o pH 5,0.
A cepa comercial Lactobacillus casei (LC-1 Chr. Hansen) foi usada
como controle.

Curvas de acidificacdo das culturas termofilas isoladas do queijo
Mussarela de bafala com 28 dias de estocagem, cultivas em agar M17.
As culturas fermentaram o leite de bufala até atingir o pH 5,0. A cepa
comercial Streptococcus thermophilus (STM5, Fundagdo André
Tosello) foi usada como controle.

Formacdo de halo de hidrdlise por culturas acido-laticas proteoliticas.
O diametro do halo de hidrolise em agar leite representando a atividade
proteolitica das culturas variou entre 10,55 e 19,66 mm. Para cocos
termofilos e bacilo mesofilo identificado como Lactobacillus
fermentum, respectivamente.

Imagem representando o cultivo de bactérias acido-laticas capazes de
utilizar o citrato.

Cromatograma representando os compostos produzidos pela cultura 3
isolada do queijo Mussarela de bdfala com 28 dias de estocagem.
Cromatograma representando os compostos produzidos pela cultura 25
isolada do queijo Mussarela de bdfala com 28 dias de estocagem.
Cromatograma representando os compostos produzidos pela cultura 28

isolada do queijo Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem.

paginas

90

90

94

98

102

103

104



Figura 12-

Figura 13-

Cromatograma representando os compostos produzidos pela cultura 55
(Leuconostoc mesenteroides) isolada do queijo Mussarela de budfala
com 28 dias de estocagem.

Cromatograma representando os compostos produzidos pela cultura 76
(Lactobacillus delbrueckii) isolada do queijo Mussarela de bdfala com

28 dias de estocagem.

105

106



1- INTRODUCAO

A producdo de leite de bufalas no Brasil € de 92,3 milhdes de litros (Associacdo
Brasileira de Criadores de Bufalos — ABCB, 2009), com o aumento de cerca de 30% ao ano,
envolvendo aproximadamente 150 inddstrias produzindo os derivados do leite no pais.
Anualmente, estes laticinios produzem em média 18,5 mil toneladas de derivados, o que gera
um faturamento bruto da ordem de US $ 55 milhdes aos laticinios e de cerca de US $ 17
milhGes aos criadores, sendo que dos derivados, cerca de 70% ¢é representado pelo queijo
Mussarela de bufala.

O queijo Mussarela imerso em soro é o principal derivado de leite de bufala
consumido pelos brasileiros, principalmente pratos de origem italiana, ou como aperitivo. O
consumo deste produto tem aumentado durante os ultimos 20 anos, estando presente em
pratos de origem Italiana consumidos em diversos paises. Este queijo é caracterizado por uma
massa filada, com alta umidade e alto teor lipidico, apresenta corpo macio e coloracao branca
porcelanada. E elaborado seguindo a tecnologia de producdo tradicional italiana, que usa
culturas laticas no processo de fermentacdo. O valor nutricional, aliado ao sabor do queijo
Mussarela de bufala, o torna um alimento adicional a dieta diaria de consumidores de ampla
faixa etéria.

As caracteristicas sensoriais do queijo sdo decorrentes da acdo do complexo
enzimatico das culturas acido-laticas sobre os carboidratos, gorduras e proteinas, constituintes
da matriz deste produto. As bactérias acido-laticas mesofilas, tais como Lactococcus lactis e
L. lactis subsp. cremoris, e termdfilas, tais como Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Lb. helveticus, sdo dominantes nas culturas utilizadas na

elaboracdo do queijo Mussarela, participando da coagulacéo, acidificagdo e proteolise da
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caseina no leite, conferindo-lhe textura, aroma e sabor.

Embora a microbiota latica desempenhe importante contribuicdo a tecnologia de
fabricacdo do queijo Mussarela de bdfala, em nivel nacional, ha escassez de dados cientificos
sobre os aspectos morfo-fisioldgicos, e principalmente, sobre as caracteristicas genotipicas
das espécies laticas envolvidas, o que justifica a necessidade deste estudo. Considerando a
taxa de crescimento da producdo de leite de bufala e o interesse dos produtores na melhoria da
qualidade dos produtos, os resultados obtidos poderdo colaborar com o desenvolvimento da
industria brasileira de queijos, na busca de solucdes inovadoras para a padronizacdo do
processo produtivo, melhoria da qualidade tecnoldgica e aumento da vida de prateleira dos

produtos lacteos de massa filada.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

- compor um banco de culturas representativo da microbiota presente em queijo Mussarela

fabricado com leite de bufala e caracterizar as bactérias acido-laticas (BAL).

2.2 - Objetivos especificos

- isolar as bactérias acido-laticas starter (SLAB) e ndo starter (NSLAB) das amostras de leite,
de amostras coletadas durante a fabricacdo e do queijo Mussarela de bufala;

- caracterizar genotipicamente os isolados obtidos pela técnica de RAPD e seqtienciamento do
gene 16S rRNA;

- caracterizar os isolados quanto a propriedade tecnoldgica pela avaliacdo da atividade
acidificante, capacidade de utilizar o citrato, capacidade proteolitica e capacidade de produzir

compostos volateis precursores de aromas.
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3-REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Aspectos gerais sobre o leite de bufala

O leite de bufala é considerado um alimento alternativo destinado a dieta de
consumidores de ampla faixa etaria, no entanto, no Brasil a ingestdo deste produto in natura é
restrita. O alto teor de gordura dificulta a assimilacdo do leite bubalino pelo organismo, além
disso, esta matéria-prima também é considerada acida (19°D) (FERREIRA et al., 1995)
Assim, a secretaria de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (SIPA), através da Portaria de
n° 236, permite a adicdo maxima de 30 % do leite bovino ao bubalino, com intuito de sua
normalizacdo (FURTADO, 1990).

Apesar dos paises asiaticos e da Italia se destacarem na producéo do leite bubalino, no
Brasil, a producdo desse leite vem aumentando anualmente cerca de 30 % (ABCB, 2009).
Segundo Buzi e colaboradores (2009), a melhoria na qualidade de producéo e o significativo
teor de proteinas e sais minerais presentes (em especial o célcio), fazem com que este leite e
seus derivados conquistem cada vez mais espaco no mercado.

O leite de bufala e seus derivados, produzidos principalmente na Italia, hoje se difunde
por varios paises, sendo que no Brasil, a sua producdo € quase que na totalidade direcionada
para a producdo de queijo Mussarela (TEIXEIRA; BASTIANETTO; OLIVEIRA, 2005).

Ccomparado ao leite de vaca, o leite bubalino apresenta uma percentagem mais
elevada em todos os seus componentes. Apesar do seu alto percentual de gordura, o indice de
colesterol do leite e da Mussarela € menor para 0s provenientes de bufalas em relacdo aos de
vaca. A composicgédo de 3,91 a 4,55 % de proteina e de 6,87 a 8,59 % de gordura, em relacéo

ao leite de outras espécies (TONHATI; MUNOZ; OLIVEIRA, 2000), permite que Seu uso
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seja uma alternativa economicamente mais favoravel para a producdo de queijos, entre outras
variedades de produtos lacteos.

A composicdo do leite de bufala possui caracteristicas proprias, que alteram conforme
0 periodo de lactacdo, a raca e a alimentacdo. Em geral, o leite bubalino apresenta 1,025 a
1,047 g/mL de densidade, 6,41 a 6,47 de pH, 14 a 20 °D de acidez (devido ao elevado teor de
proteinas, em especial a caseina), -0,531 e -0,548 °C de crioscopia, 15,64 a 17,95 % de
solidos totais e 0,79 a 0,83 % de sais minerais (sendo até 25 % deste, composto por calcio).
Microbiologicamente, a qualidade do leite de blfala esta intimamente relacionada aos habitos
do animal, clima e ao manejo de ordenha, bem como os fatores responsaveis pelas
caracteristicas fisico-quimicas (TEIXEIRA; BASTIANETO; OLIVEIRA, 2005).

As proteinas do leite de bufala (caseinas, albuminas e globulinas) sdo similares
aquelas do leite de vaca, porém ndo sdo idénticas e nao sdo encontradas nas mesmas
proporcbes. As proteinas do leite bubalino e bovino apresentam menores diferencas nas
fracOes ag; e B-caseina se comparado as fragdes k-caseina e og-caseina (Quadro 1). Pesquisas
na Rassia demonstraram que a caseina do leite de blfalas apresenta 22 % mais aminoacidos

essenciais do que a caseina do leite de vaca (TEIXEIRA; BASTIANETO; OLIVEIRA, 2005).
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Quadro 1 - Fracdes de caseina no leite de vaca e de bufala (ZICARELLI, 2004).

Fracdes Bufala Vaca Bufala/Vaca
caseina (%) (%) (%)

Ols1 30,2 38,4 78,6

02 17,6 10,5 167,6

B 33,9 36,5 92,9

K 15,4 12,5 123,9
Total 97,1 97,9

Ols1 + Ols2 47,8 48,9 97,7

A maior quantidade de k-caseina presente no leite bubalino acelera a coagulagéo
enzimatica, o que requer menor quantidade de renina (ZICARELLI, 2004). Dessa forma, o
ponto 6timo para a filagem de queijo Mussarela elaborado com o leite de bufala pode ser
obtido com a coalhada em pH 4,9, enquanto com o leite bovino, em pH 5,0-5,2 (ADDEO;
EMALDI; MASI, 1996).

A composicdo de aminoacidos da k-caseina para as duas espécies difere na quantidade
(mol/mol de proteina) de N-acetilgalactosamina (0-4,3 e 0-6,7) e de &cido sialico (5,5-8,5 e
3,5-4,3), respectivamente para leite de blfalas e vacas (ZICARELLI, 2004). Em leite bovino,
a og-caseina tem um grupo fosfoseril na posicdo 115, carregado por aminoacidos
hidrofobicos. A interacdo desses grupos hidrofébicos, provavelmente € responsavel pelas
caracteristicas da fracao as;-caseina nas micelas. A auséncia desse grupo na fracéo as;-caseina
no leite bubalino reforca o carater ndo-polar da proteina (FERRANTI et al., 1998). Entretanto,
a auséncia de um grupo fosfato, 0 aumento na densidade e a sensibilidade das micelas de

caseina pela quimosina no leite bubalino, pode explicar, em parte, a reducdo no tempo de
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coagulacao e o maior rendimento do queijo elaborado com leite bufala (ADDEO; MERCIER,;
RIBADEAU-DUMAS, 1980).

A B-caseina do leite bubalino apresenta duas variantes (BA e PB) (FERRANTI et al.,
1998), que se assemelham a Pao-caseina do leite bovino, diferindo por quatro e cinco
aminoéacidos, respectivamente. As fracdes B ¢ as; da caseina compdem 70% da rede micelar
protéica. A hidrdlise da p-caseina do leite bubalino pela plasmina, produz as fragdes y 2 € v 3
(ZICARELLI, 2004), sendo que a fracdo y , atua como marcador, permitindo detectar a

presenca (<1%) de leite de vaca em queijo Mussarela de bufala.

3.1.1 - Queijo Mussarela de bufala e tecnologia de fabricacéo

O queijo Mussarela tradicional € elaborado com leite de bufala, tem origem italiana e é
habitualmente produzida na regido de Campania, no sul do pais e recebeu certificacdo
européia designada PDO (Product of Designated Origin, regulamento n® 1107) em junho de
1996, a fim de proteger sua integridade (DE CANDIA et al., 2007). Este queijo caracteriza-se
por uma massa filada com alto teor de gordura (> 44 %) e umidade variando entre 55 a 62 %.
Apresenta corpo macio de coloracdo branca porcelanada, sabor levemente &cido, com formato
e peso variados, devendo ser conservada sob refrigeracdo em temperaturas positivas de até
10°C. Apresenta-se de varias formas, como: barra, manta, palito, nozinho, tranca e a
tradicional bola, comumente comercializada imersa em soro, sendo propria para consumo em,
no maximo, 30 dias apos a fabricacdo (PARENTE; MOSCHETTI; COPPOLA, 1998;
ERCOLINI et al. 2004; ABCB, 2009).

A selecdo da matéria-prima tem como critérios sua composi¢do protéica e teor

lipidico, pardmetros que contribuem para a qualidade e rendimento do produto final
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(WOLFSHOON-POMBO, 1978; FURTADO, 1992).

Por originar-se de matéria-prima rica, o rendimento da mussarela elaborada com leite
de bufala torna-se superior a dos demais queijos do mesmo tipo, podendo superar em
aproximadamente 40 %, se comparado ao leite bovino (BASTIANETTO; ESCRIVAO;
OLIVEIRA, 2005). O seu sabor levemente adocicado e acidificado, aliado ao seu valor
nutritivo, faz deste um produto bem aceito pelo consumidor (MACEDO et al., 2001).

Este derivado lacteo ndo é maturado e pode ser elaborado usando leite pasteurizado
com a adicdo de culturas starters de bactérias laticas ou seguindo a producdo tradicional
italiana, adicionando coalho e soro fermento no leite in-natura aquecido, sob boas condicdes
higiénico-sanitarias (COPPOLA et al., 2001).

O soro fermento ¢ uma “cultura microbiana natural” resultante da dessora advinda da
coagulacdo do leite, o qual ¢ armazenado e utilizado como “cultura starter” em processos
subsequentes (ERCOLINI et al., 2004). Em queijos elaborados com o uso de soro fermento,
0s micro-organismos presentes durante a coagulacdo sdo os considerados responsaveis pela
fermentacdo e acidificacdo do leite, com a consequente liberagdo de compostos importantes
que possam influenciar na textura e sabor do produto final (AYAD et al., 2000;
MAURIELLO etal., 2001, MAURIELLO et al., 2003).

No Brasil, 0 processo comumente utilizado na elaboracdo do queijo Mussarela com
leite de bufala é semelhante ao usado na fabricacdo com leite de vaca. Para obter a massa do
queijo, procede-se a coagulacdo do leite, que pode ocorrer por meio da producdo de acido
latico pelas culturas laticas presentes no leite in-natura, pela acidificacdo direta ou por
coagulacdo enzimatica empregando o coalho. Durante a coagulacdo ocorre a hidrolise da «-
caseina e liberagdo de aminoacidos, desmineralizacdo da coalhada, reducdo do pH e

consequente dessora. As bactérias acido-laticas sdo capazes de se desenvolverem em meio
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acido, permitindo uma fermentacdo bem sucedida entre 4 horas (culturas termofilas) a 24
horas (culturas mesofilas). A filagem da massa acontece apds a coagulacdo, fermentagédo e
dessora, em pH entre 4,9-5,2, com a fusdo realizada em agua a 80-85°C e esticamento, até a
obtencdo de uma massa macia e homogénea. A moldagem e salga (opcional) da massa pode
ser feita em solucdo a 20% de NaCl (FURTADO, 1991; TEIXEIRA; BASTIANETTO;
OLIVEIRA, 2005).

O uso de técnicas alternativas viaveis, por acidificacdo direta com acido latico, acido
citrico e glucona-6-lactona para a elaboracdo do queijo Mussarela de bufala, ndo dispensa o
processo tradicional de fermentacdo por bactérias acido-laticas (BAL), assim, a variedade
destes micro-organismos depende da cultura utilizada e, portanto, pode tipificar o produto
obtido (CHERIGUENE et al., 2007).

A fermentacdo deste queijo pode ser obtida por fermentacdo espontanea e incontrolada
a partir do leite in-natura, como muitos processos de fermentacdo tradicional, onde varios
micro-organismos de origem alimentar, destacando as BAL autdctones, estdo presentes na
area de producdo, no ambiente e no proprio leite, portanto, a associacdo natural destas
bactérias desenvolvendo-se em soro fermento ou leite, é usada para producdo do tradicional e
tipico queijo mussarela italiano (COPPOLA et al., 2001).

Certos queijos elaborados a partir de leite in-natura apresentam aromas e propriedades
sensoriais particulares em relacdo aos que sdo produzidos com leite pasteurizado
(ALBENZIO et al., 2001; POZNANSKI et al., 2004; FRANCIOSI et al., 2009;
FERNANDEZ et al., 2010), o que estd diretamente relacionado com as propriedades
fisioldgicas e bioquimicas das BAL presentes neste leite, sendo responsaveis pela qualidade
do produto (FRANCIOSI et al., 2009).

As caracteristicas sensoriais sd0 manifestadas em decorréncia da fermentacdo da
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lactose, fermentacdo de citrato e hidrolises das proteinas. Segundo McSweeney e Sousa
(2000) o sistema proteolitico € essencial para o desenvolvimento das BAL no leite, entretanto,
pequenos peptideos e aminoacidos livres, liberados pela hidrolise, sdo precursores do sabor e
aroma.

A proteolise das proteinas do leite durante a producdo do queijo Mussarela de bufala
ocorre em uma série de eventos devida a acdo combinada de proteases endogenas do leite,
enzimas de coagulacdo e a atuacdo das culturas starters e da microbiota contaminante.
Durante o processo de coagulacdo, a proliferacdo da populacdo de BAL presente, resulta em
uma rapida acidificacdo do soro e em uma proeminente protedlise secundaria apresentada por
endo e exo-peptidases celulares e proteinases (DE SIMONE et al., 2009).

Durante a fermentacédo do leite, a producdo de acidos pelas BAL reduz o pH do meio,
o0 que facilita a separacdo do soro pela a a¢éo do coalho, reduzindo assim a umidade. Portanto,
baixo pH e baixa umidade impede o desenvolvimento de micro-organismos contaminantes.
Assim como durante a fermentacdo, mudancas no pH da Mussarela de bafala persistem no
periodo de estocagem sob refrigeracdo. Estas alteragbes acontecem devido a protedlise
promovidas pelas BAL que prossegue durante esse periodo (CORTEZ et al., 2008).

A vida de prateleira do queijo Mussarela de bdfala imersa em soro estd estritamente
ligada a qualidade do leite usado (leite in-natura), com o processo tecnoldgico e com as
condigBes de estocagem (LAURIENZO et al.,, 2008). No entanto, novos sistemas de
embalagens, a base de géis naturais e 0 uso de componentes quimicos, como lisozima e acido
etileno diamino tetra-acético (EDTA) (SINIGAGLIA et al., 2008), tem apresentado efeitos
promissores, como a manutencdo das propriedades sensoriais durante a estocagem desse
queijo, sem a necessidade de tratamento quimico ou térmico do leite e sem interferir na

qualidade do produto (LAURIENZO et al., 2006).
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Para a producdo do queijo Mussarela, a atuacdo principal das bactérias no leite deve
ocorrer precocemente, diferente dos queijos maturados, que exalam aromas mais acentuados
devido a atuacdo das BAL durante os meses de maturacdo (IMHOF; BOSSET, 1994). Dentre
0s compostos produzidos pelas BALSs, o diacetil € um composto industrialmente importante,
derivado do metabolismo do citrato (BROADBENT; STEELE, 2005), o qual confere sabor e
aroma em varios derivados lacteos, principalmente em queijos (COGAN, 2007).

Estudos recentes tém mostrado que 0s queijos artesanais apresentam uma microbiota
particular para diferentes tecnologias de producdo e area geografica de origem. Nestes
queijos, a microbiota é bastante heterogénea e modifica-se durante o periodo de estocagem ou
maturacao do queijo, sendo que as cepas dominantes no primeiro estagio ndo necessariamente
predominam ao longo do tempo (MANNU; PABA, 2002).

Processos industriais em larga escala utilizam culturas iniciadoras (starters), as quais
aceleram e padronizam o processo de producdo, ndo necessitando de uma variabilidade de
micro-organismos para a fermentagdo durante o processo de fabricacdo do queijo Mussarela
de bufala. Geralmente sdo selecionadas culturas laticas termdéfilas como S. thermophilus, Lb.
helveticus e Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus para a elaboracdo da Mussarela, as quais
apresentam particularidades importantes para este queijo (MOREA et al., 1998). No entanto,
muitos produtos derivados de leite ainda séo elaborados a partir de fermentacdo espontanea,
ndo selecionando BAL iniciadoras, obtendo uma gama de produtos com diferentes aromas,
consisténcia e qualidade microbioldgica (STILES; HOLZAPFEL, 1997; COGAN et al., 1997;

MOREA; BARUZZI; COCCONCELLI, 1999; GERNIGON; SCHUCK; JEANTE, 2009).
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3.2 - Bactérias acido-laticas (BAL)

Como um dos varios produtos elaborados a partir de fermentagdo por micro-
organismos, 0 queijo estd a mais de oito mil anos fazendo parte da dieta humana. No entanto,
até o século 20, a fermentacdo do leite para esse fim manteve-se em processo nao
regulamentado, A partir de entdo, a caracterizacdo das bactérias acido-laticas (BAL) tém
mudado o ponto de vista sobre a fermentacdao (BOTINA; TSYGANKOQOY; SUKHODOLETS,
2006).

As BAL foram isoladas primeiramente de leite in-natura (CARR; CHILL; MAIDA,
2002; CHERIGUENE et al. 2007) e tém sido encontradas em fontes alimentares e produtos
fermentados como carne, produtos lacteos, vegetais, bebidas, entre outros (GOBBETTI;
CORSETTI, 1997; LIU, 2003; O’SULLIVAN; ROSS; PHILL, 2002; CHERIGUENE et al.,
2007). Esses micro-organismos estdo naturalmente distribuidos pela natureza e podem ser
isolados de solos, agua, plantas, silagens e também do trato intestinal de animais e humanos
(BRUNO E CARVALHO, 2009)

O termo BAL refere-se, principalmente, ao metabolismo basal dessas bactérias, como
a fermentacdo de hexoses, produzindo, sobretudo, o &cido latico (DE DEA LINDNER, 2008).
As BAL séo 0s micro-organismos mais comuns presentes em leites usados na elaboragéo de
diversas variedades de queijos (HOLZAPFEL; GEISEN; SCHILLINGER, 1995; STILES;
HOLZAPFEL, 1997). O metabolismo e a interacdo entre as diferentes linhagens séo
responsaveis pela producdo de acidos e a coagulacdo do leite, assim como, para o
desenvolvimento de outros componentes, que em conjunto, fornecem especificas propriedades
sensoriais aos produtos lacteos. O estudo da bioquimica, fisiologia e genética desses micro-

organismos permitiram melhor selecionar as culturas para o uso comercial e producdo de
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derivados lacteos com qualidade, uma vez que, a qualidade desses produtos esta intimamente
relacionada a uma microbiota latica rica que desempenhe o papel na fermentacdo
(BROADBENT; ESTEEL, 2005).

Desde os primeiros estudos sobre a atuacdo das BAL, cresce sustentavelmente a
producdo de lacteos fermentados, em especial o queijo. Com relacao a fisiologia, as BAL séo
responsaveis pela fermentacdo e producdo de acidos, tornando sua aplicacdo cada vez mais
importante em produtos lacteos (BROADBENT; STEELE, 2005; CHERIGUENE et al.,
2007; DE DEA LINDNER, 2008). Além disso, a biodiversidade das bactérias envolvidas na
producdo de queijos e outros derivados lacteos pode ser considerada um fator fundamental
para a manutencdo das caracteristicas tipicas de sabor e aroma do produto (DEMARIGNY et
al., 1997; ERCOLINI et al., 2001b; MARINO, MAIFRENI; RONDININI, 2003). Assim, a
producdo de queijos de alta qualidade requer uma estreita atencdo para a caracterizacéo,
diferenciacdo e manutencdo das cepas de BAL envolvidas no processo (GIRAFA et al.,
2003).

Existem vérias substancias produzidas por BAL, podendo ser &cidos organicos (como
acido lactico), perdxido de hidrogénio, didxido de carbono, diacetil, acetaldeido e substancias
antimicrobianas de natureza protéica, denominadas bacteriocinas (NAIDU; BIDLACK;
CLEMENS, 1999). Esses micro-organismos também produzem grande ndmero de enzimas
glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, as quais transformam os nutrientes fundamentais do
leite e dos seus derivados em compostos com propriedades sensoriais desejaveis (VILJOEN,
2001). A degradacao da caseina, por exemplo, por proteinases e peptidases contribui para a
formacgéo da textura e caracteristicas sensoriais dos queijos, reducdo do pH e retencdo de

umidade na massa pelos aminoacidos e peptideos livres. Os aminoacidos formados podem
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ainda ser degradados em aminas, ésteres, acidos e tidis, os quais contribuem para a producao
de aromas (PRIETO et al., 2002; BENFELDT; SORENSEN, 2001).

Estudos filogenéticos com base em comparacGes da seqiiéncia do DNA ribossomal e
proteinas conservadas sugerem uma posicdo ancestral na evolucdo de bactérias Gram-
positivas com menos de 50% de guanina (G) e citosina (C) no genoma para 0 grupo
pertencente a BAL. Entretanto, Bifidobacterium spp. apresentam mais de 50% de G + C e
pertencem ao filo actinomicetos (FRANCIOSE et al., 2010).

BAL sdo organismos Gram-positivos, ndo esporulantes, catalase e oxidase negativo
(DE DEA LINDNER, 2008; BOTINA; TSYGANKOV; SUKHODOLETS, 2006). Formam
um grupo bastante heterogéneo quando se refere a capacidade de assimilar oxigénio podendo
ser anaerdbias, anaerdbias facultativas, aerdbias e microaeréfilas. Apresentam morfotipos
bacilares ou em cocos, e caracterizam-se por apresentar tolerancia ao acido. Sao estritamente
fermentadores, produzindo &cido latico como principal metab6lito (BROADBENT; STEELE,
2005). Esses micro-organismos requerem uma elevada exigéncia nutricional, composta
essencialmente por aminoécidos e vitaminas (FRANCIOSE et al., 2010).

Este grupo consiste em um ndmero de géneros diversos e podem ser
homofermentativos ou heterofermentativos. Os homofermentativos produzem &cido latico
como o principal produto da fermentagdo da glicose e os heterofermentativos, além do acido
latico, sdo capazes de produzir diversos produtos, incluindo didxido de carbono, acido acético
e etanol a partir da fermentacédo da glicose (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

Sdo considerados do grupo das BAL 0s micro-organismos dos géneros
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacilus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e

Weissella (CHERIGUENE et al., 2007).
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A associacdo natural de BAL no queijo Mussarela de bufala imerso ao soro foi
investigada por Coppola e colaboradores (1988, 1990), porém com poucas informacdes sobre
a microbiota latica envolvida. Sobretudo, cepas de Lactobacillus ssp. pertencentes a espécies
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Lactobacillus fermentum e cocos como Streptococcus thermophilus,
Lactococcus ssp., Leuconostoc mesenteroides, assim como Enterococcus faecalis tém sido
encontrados nesse queijo (ERCOLINI et al., 2001b; ERCOLINI, 2004).

As culturas laticas, comuns em queijo Mussarela de budfala, podem ser classificadas
em bactérias acido-laticas starter (Starter Lactic Acid Bacteria - SLAB) ou iniciadoras,
guando séo capazes de metabolizar a lactose e, em ndo starter (Non Starter Lactic Acid
Bacteria - NSLAB), se apresentando durante o processo de fabricacdo e periodo de
estocagem. Segundo De Dea Lindner (2008), SLAB mesofilas como L. lactis e L. lactis
subsp. cremoris e termdéfilas como S. thermophilus, Lb. helveticus e Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus sdo dominantes em culturas usadas na elaboragdo de queijo Mussarela. Parente,
Moschetti e Coppola (1998) detectaram essas espécies no soro fermento (NWC - natural
whey culture) empregado na elaboracdo de Mussarela de bufala.

Culturas starters sdo compostas por dois tipos de bactérias: as produtoras de &cidos e
as produtoras de aromas. Os acidos podem ser produzidos por Lc. lactis subsp. cremoris e Lc.
lactis subsp. lactis, enquanto o aroma é produzido por Lc. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis. Portanto, diretamente ou ndo, os metabolitos produzidos por esses micro-
organismos influenciam na obtencdo de uma variedade de texturas, sabores e aromas do
produto (SAMARZIJA et al., 2001).

As culturas ndo starter (Non Starter Lactic Acid Bacteria - NSLAB) geralmente sédo

originarias do leite in-natura, do ambiente de producdo e, em quantidade minoritaria, do soro
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fermento natural, como espécies do género Propionibacterium, que assimilam outros
substratos, como o citrato (SAVIJOKI; INGMER; VARMANEN, 2006), ou mesmo, quando
requerem fonte exdgena de peptideos ou aminoacidos, liberados pela prote6lise da caseina por
SLAB, podendo assim modificar o sabor e 0 aroma original do produto final. As NSLAB tém
como fonte energética alternativa os aminoacidos liberados da autolise das SLAB, assim
como, os residuos de carboidratos liberados de glicoproteinas e glicolipideos presentes no
leite (WILLIAMS; WITHERS; BANKS, 2000). Dessa forma, a associacdo das bactérias
NSLAB com as SLAB pode, em sinergia, contribuir positivamente para a qualidade do
produto final.

Em diferentes variedades de queijos, elaborados com leite in-natura ou pasteurizado, a
classe dominante de NSLB sdo lactobacilos facultativos homofermentativos, especialmente
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus curvatus, e estritos
heterofermentativos, particularmente Lactobacillus brevis, sendo encontrado em menor
quantidade (BERESFORD; WILLIAMS, 2004). Entretanto, cepas de Enterococcus faecalis
sdo isoladas apresentando-se como cultura starter na elaboragdo de queijo Cheddar e
Mussarela, sendo responsaveis por aromas caracteristicos (DEVRIESE et al., 1995), assim
como cepas de Lactococcus lactis subsp. cremoris, freqientemente sdo isolados de leite in-
natura e queijos, sendo comumente usados como culturas starters nas industrias alimenticias
(CROW, 1993; CENTENO; CEPADA; RODRIGUEZ-OTERO, 1996).

BAL do género Leuconostoc sdo usualmente encontradas em vinhos e liquidos
contendo agucar e em cavidade oral e trato intestinal de homens e animais (CAl et al.,1998).
Leuconostoc sdo tambem amplamente encontradas em derivados lacteos como o0s queijos, e
sdo capazes de utilizar o citrato presente (SAVIJOKI; INGMER; VARMANEN, 2006). O

género Pediococcus também pode estar presente em leite e seus derivados, porem sao
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encontrados com mais frequéncia em bebidas fermentadas, como os vinhos. Streptococcus
thermophilus geralmente estdo presentes em diversos produtos lacteos (COPPOLA et al.,
2001; CHERIGUENE et al., 2007), incluindo queijo Mussarela de bufala.

Espécies do género Streptococcus, apesar de estarem presentes na maioria dos
produtos lacteos, ndo estdo entre as mais importantes do ponto de vista da sua aplicacdo
pratica na industria leiteira, uma vez que, a maior parte das bactérias desse género é
considerada patogénica, sendo agentes causadores de doencas infecciosas em animais e
humanos (BOTINA; TSYGANKOV; SUKHODOLETS, 2006). Porém, a espécie
Streptococcus termophilus é amplamente usada na elaboracdo de varios tipos de queijos. Esta
bactéria € capaz de metabolizar a lactose, contribuindo para a acidificacdo e propriedades
sensoriais do produto (DELORME, 2008; GALIA et al, 2009). Assim como o0s
Streptococcus, 0 género Enterococcus também pode ser considerado patogénico (encontrado
em isolados clinicos), ao mesmo tempo em que é usado como cultura starter na elaboracao de
derivados lacteos (EATON; GASSON, 2001, MORENO et al., 2006).

Em muitos casos, BAL presentes no leite utilizado na elaboracdo do queijo Mussarela
tém sido comercializadas como culturas starters para esse processo. Estas culturas séo
compostas apenas de Streptococcus thermophilus ou de uma cultura mista de S. thermophilus
e Lactobacillus helveticus ou Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, capazes de
metabolizar a lactose (COPPOLA et al., 2001; COPPOLA et al., 2006; DE CANDIA et al.,
2007).

Lactobacilos € um grupo de BAL bem representativo sobre os outros presentes em
leite e seus derivados. Podem ser representados por L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.
rhamnosus e L. fermentum (CHERIGUENE et al., 2007). Medina e colaboradores (2001)

relataram que 8% dos Lactobacillus isolados de leite e queijo de ovelha no Norte da
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Argentina eram Lb. acidophilus. Lactobacillus ssp. e espécies de Lactococcus lactis sdo
encontrados principalmente em queijos de massa filada elaborados com leite in-natura
(PARENTE et al., 1997). Segundo Morea e colaboradores (1998), cepas de Lactobacillus
plantarum 2S30 sdo as mais prevalentes em Mussarela, originérias do leite e soro fermento.

A biodiversidade dos micro-organismos envolvidos na producdo do queijo Mussarela
¢ um fator importante para a qualidade do produto, o que leva a investigacdo da associacdo
microbiana natural, responsaveis pelo processo fermentativo e qualidade desse tipico produto
italiano (MOREA; BARUZZI; COCCONCELLI, 1999).

O uso de cepas selvagens (autoctones), denominadas starter ou iniciadoras do
processo de fermentacdo, parece promissor para o desenvolvimento de novos aromas
(flavours) ja que essas provavelmente produzem mais enzimas conversoras de aminoacidos
que as starters comerciais (CENTENO; CEPADA; RODRIGUEZ-OTERO, 2002).

Estudos demonstram a habilidade das cepas autoctones de BAL em produzir aromas
distintos comparados com aqueles produzidos por culturas starters comerciais. Porém, essas
cepas podem apresentar baixa atividade acidificante, e assim, devem ser combinadas com
cepas industriais para preparar culturas starters com cepas definidas (defined-strain starter
cultures) (AYAD et al., 2000).

A percepcdo sensorial dos produtos lacteos € um processo complexo, influenciado por
muitos fatores, tais como a composi¢cdo de componentes flavorizantes, a textura e a aparéncia
do produto (SMIT; SMIT; ENGELS, 2005), que podem ser originados de a¢6es microbianas,
enzimaticas e quimicas. A protedlise, que ocorre por acdo de enzimas do leite, coalho e
micro-organismos, € o principal evento bioguimico.

Segundo Morea e colaboradores (1998), cepas de L. casei subsp. casei e cepas de W.

hellenica apresentam propriedades proteoliticas bastante acentuadas em leite. Segundo
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Savijoki e colaboradores, (2006), o sistema proteolitico das BAL permite o seu
desenvolvimento no leite durante o processo de fermentagdo, auxiliando dessa forma, o
desenvolvimento e viabilidade de BAL fastidiosas, que requerem uma fonte exdgena de
peptideos ou aminoacidos provenientes da protedlise da caseina pelas SLAB.

Os Lactobacillus apresentam propriedades fisioldgicas capazes de produzir &cido com
intensidade durante a fermentacdo, sendo responsavel pela reducdo do pH e,
consequentemente, a coagulacéo do leite.

Micro-organismos pertencentes ao género Lactobacillus sdo encontrados em queijos
Cheddar e em queijos tradicionais italianos, como a mussarela (MOREA et al., 1998;
GIRAFFA et al., 1998; DE CANDIA et al., 2007). Lactobacillus helveticus estdo amplamente
presentes como culturas naturais starters utilizadas na producdo de queijos italianos, tais
como Grana Padano, Parmegiano-reggiano e Provolone (GATTI et al., 2004). Cepas de
lactobacilos, como Lactobacillus helveticus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sao
usadas como culturas starters e ndo starters. Populacbes de NSLAB sdo quase sempre
dominadas por Lactobacillus facultativos heterofermentativos, como Lactobacillus casei
(BROADBENT; STEELE, 2005). Assim como 0 seu uso generalizado em queijos, as
espécies do género Lactobacillus possuem atributos importantes quando estdo associadas as
propriedades terapéuticas. No caso de sua acdo probidtica, hd a sua inclusdo em numerosos
produtos alimentares (SAXELIN et al., 2005; SINGH et al., 2008).

Dentre as BAL, Lactococcus lactis subsp. lactis apresentam uma outra atividade
importante para 0 seu uso na industria alimenticia, sendo capazes de produzir as bacteriocinas
(peptideos ou proteinas), as quais possuem acdo bactericida ou bacteriostatica capazes de
inibir ou reduzir a contaminagdo por micro-organismos deteriorantes, como fungos e

leveduras e/ou patogénicos (DE DEA LINDNER, 2008)
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Culturas mesdfilas, como Lactococcus, também séo usadas na elaboracdo de produtos
lacteos em uma variedade de queijos maturados e ndo-maturados (SAMARZIJA et al., 2001).
A qualidade de alguns produtos fermentados, como o queijo Mussarela, é caracteristica da
atuacdo das cepas de Lc. lactis subsp. lactis biovar. Diacetylactis, entre outras BAL, capazes
de produzir compostos aromatizantes e CO, pela utilizacdo de citrato (Figura 1). Estes
compostos produzidos sdo acetato e compostos de quatro carbonos, como acetoina e diacetil
(CACHON; DIVIES, 1993; COGAN, 1995).

A habilidade de metabolizar o citrato é dependente da presenca da enzima citrato
permease (CitP), assim, além dos Lactococcus, cepas pertencentes aos géneros Leuconostoc e
Oenococcus sao capazes de utiliza-lo para a producdo de compostos aromaticos (RAMOS et
al., 1994; BANDELL et al., 1998). O citrato pode ser utilizado como Unica fonte de energia
ou ser co-metabolizado. Para BAL heterofermentativas, o citrato é convertido em piruvato,
que € entdo reduzido a lactato, e para as bactérias acido-laticas homofermentativas, o piruvato
¢ o intermediario comum formado durante o metabolismo do aglUcar e do citrato

(VANINGELGEM et al., 2006).
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Figura 1 - Rotas bioquimicas de utilizacéo do citrato pelas bactérias &cido-laticas.
3.2.1 - Isolamento e identificacdo

Um dos principais interesses dos microbiologistas é estudar a diversidade e a dindmica
dos micro-organismos durante a fabricacdo do queijo e seu periodo de estocagem, bem como
correlacionar a ocorréncia de determinadas espécies de bactérias ou linhagens que apresente
caracteristicas sensoriais especificas do produto final. Tradicionalmente, o conhecimento da
diversidade bacteriana em queijos € resultado de estudos das culturas com base no
crescimento de micro-organismos em meios seletivos e sua posterior identificacdo do género

e espécies usando caracterizacdo fenotipica (RANDAZZO; CAGGIA; NEVIANI, 2009).
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As investigacbes de populacbes microbianas, ap0s 0 crescimento em meios e
ambientes adequados, tipicamente revelam o desenvolvimento prevalente dos micro-
organismos detectaveis pela formacdo de coldnias visualmente ou espectrofotometricamente
(STEELE et al., 2006), porém, Cogan e colaboradores (2007), ressaltam a dificuldade na
contagem de micro-col6nias e a incapacidade de identificacdo de linhagens selvagens e
NSLAB pelos métodos fenotipicos. Os meios de cultura tradicionais empregados em analise
de alimentos, que prezam a recuperacdo dos micro-organismos prevalentes na matriz
alimentar podem ser muito genéricos e nao-seletivos o suficiente para discriminar as espécies
presentes em minoria (DENIS et al., 2001). Muitas BAL, entre elas NSLAB, podem estar
presentes no alimento em condi¢fes vitais, porém ndo cultivaveis (GATTI et al., 2008). Por
esta razdo, em alguns casos, onde a identificacdo da microbiota € necessaria para melhor
compreender certas situacfes tecnoldgicas, um meio de cultivo nutricionalmente adequado e,
se possivel, de composicdo analoga a matriz de isolamento, seria ideal para recuperar esta
microbiota de fundamental importancia (NEVIANI et al., 2009).

O estudo morfoldégico de BAL inclui tanto caracteristicas da colénia (cor, tamanho,
forma, textura) quanto celular (forma da célula, auséncia de enddsporos) (DE DEA
LINDNER, 2008). A descricdo dos caracteres fisiolégicos e bioquimicos implica em
informacdes sobre suas propriedades, tais como: desenvolvimento em diferentes temperaturas,
pH, concentracdes de sal e capacidade de assimilar O,, desenvolvimento na presenca de
diversas substancias, incluindo anti-microbianos, viabilidade na presenca de diversas enzimas,
utilizacdo de compostos organicos e principalmente capacidade fermentativa (KRIEG; HOLT,
1984). Porém, assim como as dificuldades na caracterizacdo das col6nias, 0 estudo
morfologico e a descricdo dos caracteres fisiologicos e bioquimicos também apresentam

dificuldades quando na utilizagdo de técnicas microbioldgicas tradicionais (WALTERS,
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2000). A identificacdo de bactérias laticas baseada em testes bioguimicos, ou 0 uso de kits
rapidos, pode apresentar falsos resultados, ou mesmo nao conseguir identificar a espécie
(CHERIGUENE et al., 2007).

Bactérias laticas, isoladas de diferentes fontes, geralmente pertencem aos géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus e Enterococcus (DE DEA
LINDNER, 2008). Muitos autores tém observado que a identificacdo de diferentes géneros de
bactérias catalase-negativa e anaerdbias facultativas é problematico, sendo muito dificil a
identificacdo das espécies pertencentes a estes géneros por métodos tradicionais (BOTINA;
TSYGANKOV; SUKHODOLETS, 2006). Segundo Dikes e Von Holy (1994), o mix de
culturas laticas presentes em um sistema é complexo e, usualmente, consiste em uma
associacdo de lactobacilos, os quais apresentam dificuldades de identificacao.

Bactérias da espécie S. thermophilus, Enterococcus durans, Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis sdo dificeis de distinguir utilizando métodos fenotipicos, devido aos
seus fendtipos semelhantes, tornando sua identificacdo problematica. Porém, cocos termofilos
isolados de diferentes fontes naturais de leite fermentado sdo constantemente atribuidos ao
género Streptococcus e Enterococcus (GALIA et al., 2009).

Bactérias acido-laticas, cocos termofilos, sdo geralmente esféricos ou ovais, podendo
apresentar-se de forma levemente alongada. S&o encontradas aos pares e em cadeias curtas ou
longas, dependendo das condigdes de desenvolvimento e da espécie. Essas bactérias se
diferem das demais BAL pela capacidade de crescer em altas temperaturas na faixa de 45-50
°C (BOTINA; TSYGANKOV; SUKHODOLETS, 2006).

A distingdo entre 0s géneros estreitamente relacionados como Streptococcus e
Enterococcus requer uma estimativa de temperaturas minima e maxima de crescimento, bem

como a capacidade de desenvolver em meios com concentracfes diferentes de NaCl e a
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habilidade de fermentar acucares presentes no leite. Segundo Botina, Tsygankov e
Sukhodolets (2006), bactérias do género Enterococcus sdo mais resistentes aos fatores
externos, podendo desenvolver em temperaturas mais elevadas, sendo capazes de fermentar
mais acgucares em relacdo as bactérias do género Streptococcus, e sdo mais resistentes aos
antibidticos e as concentragdes elevadas de NaCl.

A identificacdo de lactobacilos também pode envolver dificuldades. Por exemplo,
bactérias intimamente relacionadas como L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii
subsp. delbrueckii, L. delbrueckii subsp. lactis, L. rhamnosus, L. plantarum, L. casei e L.
paracasei partilham de muitas propriedades bioquimicas e fisiolégicas (DELLAGLIO;
FELIS; CASTIONI, 2005).

Lactobacilos sdo encontrados geralmente em forma de bastonetes finos, podendo
apresentar-se em espirais e bacilos-cocoides sob certas condi¢cbes ambientais. Assim como
sua forma, esse género apresenta estruturas particulares entre espécies, sendo geneticamente
diferentes, caracterizando-o como um género ndo muito bem definido (VANDAMME et al.,
1996).

Ao contrario dos métodos fenotipicos e fisioldgicos, a identificagdo por técnicas
moleculares s80 muito mais consistentes, rapidas, confiaveis e reprodutiveis, podendo
discriminar espécies que estdo em grupos estreitamente indistinguiveis quando identificados
por testes tradicionais. Deste modo, muitas espécies de Lactobacillus, entre outros, foram
reclassificadas usando avancadas técnicas moleculares baseadas na técnica reagdo em cadeia
da polimerase (PCR — Polimerase Chain Reaction) (DELLAGLIO; TORRIANI; FELIS,
2004).

Técnicas de tipagem molecular, aliadas as ferramentas sensiveis para identificacdo de

especies, sdo viaveis para a verdadeira identificagdo desses micro-organismos. Entretanto, o
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uso de técnicas de biologia molecular, como técnicas independentes de cultivo, tem facilitado
0 acesso as informacdes sobre o conhecimento da taxonomia e ecologia de bactérias acido-
laticas (GIRAFFA; ROSSETTI; NEVIANI, 2000; ERCOLINI et al., 2001a; ERCOLINI et al.,

2004, JUSTE; THOMMA, LIEVENS, 2008).

3.2.1.1 - Técnicas moleculares utilizadas para identificacdo de BAL

Utilizando métodos da biologia molecular, com base no genoma procariotico, a
identificacdo de micro-organismos, incluindo BAL, tem sido simplificada (BOTINA;
TSYGANKOV; SUKHODOLETS, 2006; BEN AMOR; VAUGHAN; DE VOS, 2007). As
modernas ferramentas desenvolvidas para a identificacio de BAL quantificam acidos
nucléicos, usando a técnica de PCR ex situ ou a hibridizacdo in situ com o DNA, RNA,
sondas peptidicas de &cidos nucléicos, ou mesmo sequenciamento de genes ou de regides
ribossomais. No entanto, protocolos de tipagem baseados na PCR (Quadro 2) tém sido
aplicados para obter identificacdo de biotipos de BAL envolvidos na fermentacdo de queijos

(GIRAFFA; ANDRIGHETTO; ANTONELLO, 2004).
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Quadro 2 - Identificacdo de bactérias acido-laticas isoladas de queijos artesanais usando técnicas

dependente e independente de cultivo.

Queijo

Métodos dependentes e
independentes de cultivo

Espécies de BAL

Tipo de starter

Referéncias

Batzos RAPD L. lactis No starter Psoni et al. (2007)
PFGE

Blue-veined Cabrales PCR-DGGE Lactococcus spp., L. plantarum No starter Flérez and Mayo (2006)

L. brevis Florez et al. (2006)

iocavallo Pugliese Rep-PCR L. paracasei Natural Whey Morea et al. (2007)

Camembert RAPD L. lactis Raw Milk Corroler et al. (1998)

Canestrato Pugliese RAPD L. plantarum No starter Albenzio et al. (2001)
RFLP,16S rRNA gene Aquilanti et al. (2007a)
sequecing and multiplex PCR

Caprino RAPD Enterococcus spp. Un-defined Suzzi et al. (2000)

mesophilic whey
Castelmagno PCR-DGGE, 16S rRNA gene | L. lactis subsp. lactis, L. plantarum, L. | No starter Dolci et al. (2008b)

sequecing

paracasei, L. casei, L. delbrueckii
subsp. lactis, L. coryniformis

Comte RAPD, REP-PCR L. helveticus, L. delbrueckii Natural whey Bouton et al. (2002)
PFGE
Grana, Provolone and | Ribotyping L. helveticus, Natural Giraffa  and Neviani,
Parmigiano Reggiano RAPD and sequencing L. delbrueckii subsp. lactis thermophilic whey | (2000); Cocconcelli et al.,
RAPD and TGGE (1997); Andrighetto et al.,
(2004)
Manchego RAPD L. brevis, L. plantarum, L. casei|No starters Sanchez et al. (2006)
subsp. paracasei
Monte Veronese, | RAPD S. thermophilus, S. macedonicus Undefined or | Andrighetto et al., (2002)
Montasio and Asiago L. helveticus defined
thermophilic Milk
Mozzarella RAPD S. thermophilus, L. helveticus, Natural mesophilic | Moschetti et al. (1998)
(buffaloes’milk) PCR-DGGE L. delbrueckii whey Coppola et al. (2001)
Mozzarella (cow’s milk) | RAPD and 16S rRNA gene | L. helveticus, L. plantarum, Natural mesophilic | Morea et al. (1998)
sequencing L. casei, L. fermentum whey De Candia et al. (2007)
Pecorino RAPD Lactobacillus ssp., Lactococcus spp., | No starter Aquilanti et al. (2007b)

Streptococcus spp., Enterococcus spp.

De Angelis et al. (2001)

Pecorino Sardo

RAPD, PFGE PCR

Enterococcus spp., Lactobacillos spp.

No  starter or
natural Milk

Mannu et al. (2002)

Pecorino Siciliano

RFLP, PCR-DGGE

L. lactis, S. thermophilus, E. durans,

No starter

Randazzo et al., (2006);

Leuconostoc  spp., L. casei, L. Randazzo et al., (2008)
rhamnosus
Pecorino Toscano RAPD S. thermophilus, L. lactis, L. |Natural mesophilic | Bizzarro et al. (2000)

plantarum, L. brevis, L. paracasei, L.
curvatus

or/and
thermophilic Milk

Provola dei Nebrodi RAPD, PFGE16S rRNA gene L. casei, L. delbrueckii, P.|No starter Cronin et al. (2007)
sequecing pentosaceus
Ragusano cheese PCR-DGGE L. delbrueckii, L. fermentum, S.|No starter Randazzo et al. (2002)
thermophilus
Raschera RAPD, 16S rRNA gene | L. lactis, L. paracasei Natural Milk Dolci et al. (2008a)
sequecing
Ricotta forte RAPD L. kefiri, L. plantarum Natural whey Baruzzi et al., (2000)
Roncal, Los Ibores RAPD L. plantarum No starter Oneca et al., (2003)
Salers Rep-PCR, DNA-RNA L. lactis, L. garvie, S. thermophilus, S. | Stored raw milk Callon et al., (2004);
SSCP, 16S rRNA gene |salivaius, S. millieri, S. macedonius, L. Duthoit et al., (2003);
sequecing plantarum, L. pentosus, E. faecium, E. Duthoit et al., (2005a)
faecalis. L. mesenteroides, P.
pentosaceus
Sao Jorge Ribotyping L. paracasei, L. plantarum, E.|Natural whey Kongo et al.(2007)
faecium, E. faecalis
Scamorza Altamura RAPD 16S/23S rRNA gene |S. thermophilus, L. delbrueckii, L. |Natural mesophilic | Baruzzi et al. (2002)
sequecing plantarum whey
Toma Piemontese PCR 16S-23S rRNA gene and | L. lactis, L. garviae No starter Fortina et al. (2003)
sequecing
Zlatar Rep-PCR Lactobacillus spp., Enterococuus spp. | No starter Terzic-Vidojevic et al.

(2007)

Adaptado de Randazzo; Caggia; Neviani (2009).
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Recentemente, técnicas com base no DNA, como PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) usando enzimas de
restricao especificas, que resulta em fragmentos gendmicos maiores (BLAIOTTA et al., 2001)
e a tecnica de Ribotipagem (uma variacdo da analise convencional RFLP), onde os
fragmentos resultantes sdo transferidos para uma membrana e hibridizados com uma sonda de
rDNA (DE DEA LINDNER, 2008; RANDAZZO; CAGGIA; NEVIANI, 2009) tém sido
usadas para identificacdo de bactérias laticas. Da mesma forma, o RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) também
sdo técnicas moleculares aplicadas extensivamente para a identificacdo intraespecifica de
BAL isoladas de alimentos fermentados e do trato gastrintestinal (MC CARTNEY, 2002).

Protocolos de RAPD-PCR fingerprints tém sido desenvolvidos para a identificacdo de
BAL e Enterococcus advindos de produtos lacteos, picles e microbiota gastrintestinal
(COCCONCELLI et al., 1995; DOLCI et al., 2008; PLATERO et al., 2009) e para
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus ssp. isolados de amostras de queijo Mussarela
(CANCILLA et al., 1992; LANGA; FERNANDEZ; MARTIN, 2003; DE CANDIA et al.,
2007).

A técnica de RAPD-PCR esté entre as mais utilizadas para a identificacdo de BAL em
que ndo se requer o conhecimento prévio do DNA a ser analisado. Nesta técnica, utiliza-se
primers inespecificos de até 10 pares de base com sequéncia arbitraria na PCR (TAYLOR et
al., 1999; DE CANDIA et al., 2007; GATTI et al., 2008), gerando uma matriz de amplicons
de DNA anonimo (BEN AMOR; VAUGHAN; DE VOS, 2007). Os produtos de PCR séo
submetidos a uma separacdo por eletroforese, onde se obtém padroes de DNAs. As
caracteristicas visuais das bandas resultantes dos fragmentos permitem presumir o grau de

parentesco entre os DNAs analisados (VALERIO; WEIKERT-OLIVEIRA; RESENDE,
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2006).

Apesar da RAPD ser uma técnica simples e rapida, a sua reprodutibilidade, otimizacao
e padronizacédo sao necessarias. Diferencas entre termocicladores, reagentes, Taq polimerase e
qualidade do DNA podem causar variacdes nos padrdes de RAPD, e consequentemente, 0s
padrdes obtidos em diferentes laboratdrios nem sempre sdo comparaveis (RANDAZZO,;
CAGGIA; NEVIANI, 2009).

A técnica de RAPD é amplamente utilizada para a caracterizacdo dos micro-
organismos presentes na matriz dos queijos, permitindo a diferenciacdo entre as espécies e,
em alguns casos, entre as linhagens da mesma espécie. A analise de RAPD é considerada um
método confiavel para discernir entre as espécies starter e nao starter presentes no queijo, ou
mesmo, monitorar mudangas na comunidade de BAL durante o processo de fermentacédo
(RANDAZZO; CAGGIA; NEVIANI, 2009). Entretanto, os métodos de deteccdo do perfil de
fermentacdo baseados em sequenciamento genético permitem a diferenciacdo da espécie
(ANDRIGHETTO; DE DEA; LOMBARDI, 1998; GIRAFFA et al., 2004; DELLAGLIO;
FELIS; CASTIONI, 2005).

As metodologias baseadas em genes ribossomais também vém ganhando espaco na
identificacdo de BAL (RANDAZZO; CAGGIA; NEVIANI, 2009). Genes ribossomais sdo
mais conservados que a maioria dos genes do genoma, e dificilmente sdo afetados pela
pressdao ambiental, sendo bem conservados e comuns a varias espécies (MOHANIA et al.,
2008). Assim, o sequenciamento da regido 16S rRNA contém informacgdes taxondémicas
superiores quando comparadas aos dados produzidos por hibridos de DNA-DNA (BOTINA;
TSYGANKOV; SUKHODOLETS, 2006). A tecnica de sequenciamento do gene 16S rRNA,
juntamente com a tipagem do DNA usando a técnica de PCR, sdo utilizados para a

identificacdo de espécies da microbiota presente em derivados lacteos. Assim, micro-
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organismos dos géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Pediococcus e Streptococcus foram identificados nestes produtos (OGIER et al., 2002). Com
base no sequénciamento do gene 16S rRNA foi possivel diferenciar a cepa de L. delbrueckii
subsp. lactis que, constantemente, é confundida com o perfil fermentativo de L. helveticus,
quando se utiliza metodologias tradicionais (HEBERT et al., 2000).

Atualmente, técnicas independentes de cultivo sdo amplamente usadas para a
identificacdo de BAL, onde o DNA genémico bacteriano e/ou RNA deve ser extraido
diretamente da amostra, seguido pela amplificacdo das regides variaveis do gene 16S. Se o
DNA total da microbiota é usado na PCR, a técnica pode fornecer um perfil da diversidade
genética, enquanto que, se 0 RNA total € usado, o perfil indica a microbiota metabolicamente
ativa (FLOREZ; MAYO, 2006; RANTSIOU et al., 2008). Este método é amplamente
utilizado para caracterizar microbiologicamente alimentos fermentados, incluindo derivados
lacteos, uma vez que uma populacdo minoritaria de bactérias laticas presentes na matriz pode
ndo ser visualizada, ou mesmo ndo ser cultivavel por métodos tradicionais de cultivo
(ERCOLINI et al., 2001b; GATTI et al., 2008). Assim, métodos independentes de cultivo
tornam-se viaveis para compreender melhor a ecologia destes micro-organismos. As técnicas
independentes de cultivo mais utilizadas para a caracterizagdo da comunidade de BAL s&o as:
DGGE (PCR-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) e TTGE (PCR-Temporal
Temperature Gradient Electrophoresis) (POGACICI et al., 2010).

A populagdo microbiana em gel de DGGE ou TTGE pode ser identificada por
comparacdo da posicdo da banda da cepa de interesse com a da cepa de referéncia ou por
sequenciamento. Para a PCR-DGGE, a desnaturacdo é feita com desnaturantes quimicos
(formamida e uréia), incorporadas em gel de acrilamida como um gradiente de desnaturagéo

linear a uma temperatura constante, entre 55 e 65°C e, para PCR-TTGE, o gradiente de
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desnaturacdo é obtido pela varia¢do da temperatura ao longo do tempo sem o uso de produtos
quimicos (JANY; BARBIER, 2008).

As principais vantagens da DGGE e TTGE sdo que estas técnicas permitem o
monitoramento das mudancas da comunidade microbiana e oferecem uma visdo simples das
especies de BAL presentes em uma amostra (POGACIC et al., 2010).

Apesar de serem consideradas excelentes técnicas para a caracterizagdo da populacao
de BAL presentes na matriz de queijos, a amplificacdo da regido varidvel do gene 16S rRNA
e/ou ampliacdo da mesma regido com diferentes primers universais usados nesta técnica, pode
produzir resultados diferentes. Além disso, as diferentes condi¢cGes de DGGE podem resultar
em diferencas na separacdo dos amplicons na PCR (RANTSIOU; CONCOLIN, 2006).

Na técnica de identificacao independente de cultivo, uma alternativa para revelar e
diferenciar a microbiota metabolicamente ativa presente nos queijos € a transcri¢ao reversa do
RNA (RT- reverse-transcribed), usando a combinacdo do RT-PCR-DGGE (baseado no RNA)
e PCR-DGGE (baseada no DNA) (RANDAZZO; CAGGIA; NEVIANI, 2009; JANY;
BARBIER, 2008; RANTSIOU et al., 2008). Esse método é considerado Util para estudos da
dindmica populacional durante as etapas de processamento e maturagdo de queijos,
possibiltando saber os grupos microbianos ativos presentes nas diferentes etapas e periodos de
maturacdo (POGACIC et al., 2010).

Outra técnica idependente de cultivo utilizada para a identificacdo de BAL é a SSCP-
PCR (Single-Strand Conformation Polymorphism-PCR). Trata-se de uma técnica molecular a
partir de PCR, usando gel de acrilamida ou um sequenciador automatizado com separacéo do
gradiente por capilaridade. Utiliza-se primers universais ou mesmo primers para diferentes
regibes do gene 16S rRNA (FEURER et al., 2004). E a segunda mais utilizada depois de

TTGE e DGGE para a caracterizacdo de BAL em queijos artesanais.
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A técnica de FISH (Fluorescence in situ hybridization) também tem sido utilizada para
a identificacdo de BAL. Nesta técnica utilizam-se sondas fluorescentes marcadas que se
hibridizam as partes do cromossomo em que a seqliéncia apresenta alto grau de similaridade.
E usada para verificar a distribuicio espacial dos micro-organismos (POGACIC et al., 2010).

O real time PCR (qPCR) é uma técnica molecular cada vez mais aplicada como um
método rapido e sensivel para quantificacdo molecular de bactérias em produtos lacteos. Este
monitora a amplificacdo do DNA alvo em tempo real, permitindo a quantificacdo da espécie-
alvo (ZAGO et al., 2009). O gPCR possibilita a deteccdo do produto da PCR, evitando a
necessidade de um pds-processamento, como PCR em gel (agarose, poliacrilamida) ou
eletroforese capilar.

As técnicas de T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) e LH-
PCR (Length Heterogeneity PCR), também sdo muito utilizadas para a indentificacdo de
BAL, sendo métodos rapidos, sensiveis e reprodutiveis. T-RFLP € utilizado para avaliar a
diversidade de comunidades microbianas complexas, como as dos queijos, baseadas nas
variagOes das regides do gene 16S rRNA, analisando o polimorfismo de diferentes genes,
usando enzimas de restricdo. Assim como a T-RFLP, a técnica LH-PCR, também usa enzima
de restricdo, porém neste caso, com o objetivo de distinguir diferentes organismos com base
nas variages no tamanho das sequéncias de 16S rRNA (RANDAZZO; CAGGIA; NEVIANI,
2009; POGACIC et al., 2010).

Um resumo contendo as vantagens e desvantagens de cada técnica esta apresentado no

Anexo 1.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Obtencdo das amostras

As amostras foram coletadas no periodo de marco a abril do ano de 2009, em duas
empresas produtoras de queijo Mussarela de bufala (Laticinio A e B), situadas no interior do
estado de Sdo Paulo. Em cada empresa, foram realizadas trés coletas, originadas de trés
diferentes lotes de producdo. No laticinio A, foram coletadas amostras do leite utilizado na
elaboracdo do queijo Mussarela antes e depois da pasteurizacao, apos a adicdo de coalho e da
cultura starter termofila Streptococcus thermophilus, da massa do queijo apds a filagem,
assim como do produto acabado (queijo Mussarela e soro de conservagdo) recém processado,
e apos 14 e 28 dias de fabricacdo. No laticinio B, foram coletadas amostras do leite in-natura
utilizado na elaboracdo do queijo Mussarela, apos a adicdo de coalho, da massa do queijo
apos a filagem, assim como do produto acabado (queijo Mussarela e soro de conservacao)
recém processado, e apds 14 e 28 dias de fabricacdo. As amostras foram coletadas em frascos
e ambientes sob condicdes estéreis, diretamente na area de producdo, e acondicionadas em

caixas térmicas contendo gel reciclavel, sendo direcionadas ao laboratério para andlise.

4.1.1 - Preparo da cultura latica

No laticinio A, as culturas starters termofilas (Streptococcus thermophilus),
liofilizadas e congeladas, eram suspensas em leite de bufala estéril (20U/2L ou 250g/L) e
distribuidas em frascos estéreis, sendo estocadas a -20°C até o momento a serem utilizadas

para a fabricacdo do queijo Mussarela de bufala.
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4.1.2 - Processo industrial de fabricacdo do queijo Mussarela de bufala e pontos de

coletas de amostras

A Figura 2 mostra o processo industrial de fabricacdo do queijo Mussarela de bufala
utilizado pelos Laticinios A e B.

No laticinio A, logo apés a recepcdo, o leite era submetido a pasteurizacdo a 65°C por
30 minutos em tanque de aco inoxidavel fechado e posteriormente, mantido em repouso em
tanque a 4°C por 4 horas ap6s a pasteurizacdo. Em seguida, o leite era transferido para outro
tanque de aco inoxidavel com aquecimento elétrico, sendo aquecido a 34-36°C, ao qual
adicionava-se agua, cultura starter termdfila (Streptococcus thermophilus) previamente
preparada e coalho diluido em &gua, seguindo de movimentos lentos por aproximadamente 5
min. A mistura permanecia aproximadamente 40 min. em repouso para haver a coagulacdo da
massa. Em seguida, era feito um corte da massa com o auxilio de uma lira vertical, no sentido
transversal e longitudinal, e apds 10 min., finalizava-se o corte para proceder a dessora. Apos
a decantacdo da massa, 0 soro era eliminado por uma véalvula do tanque, proprio para esse
fim. A massa permanecia no tanque para fermentacdo por aproximadamente 4 h, quando se
obtinha o pH entre 5,0 a 5,2 e acidez entre 29 a 30 °D. Seguindo 0 processo, iniciava-se a
etapa de filagem, manualmente, com adi¢do de agua aquecida a 80-90 °C e a moldagem da
massa em formato de bola, utilizando um equipamento de origem italiana, proprio para esse
fim. Ao final do processo, o queijo Mussarela era colocado em sacos estéreis, com capacidade
para 500 g, adicionado de soro de conservacao, para a comercializacdo. Esta solugdo continha
de 6 % de cloreto de célcio e 6 % de acido citrico.

Para as anélises, foram coletados 50 mL de amostra do leite in-natura e 50 mL do leite

pasteurizado, assim como, 50 mL de leite pasteurizado apds 15 min. da adi¢do da cultura
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starter e do coalho. Apds a coagulacdo do leite, no final da dessora, foram coletados 200 mL
de soro de fabricacdo, para a preparacdo do meio de cultivo M17 (M17s 10%). Seguindo o
processamento, foram coletadas amostras da massa do queijo durante a filagem, assim como
do produto acabado (queijo Mussarela e soro), imediatamente ap0s a finalizacéo da producéo.
As amostras do produto acabado do mesmo lote de producdo foram analisadas no mesmo dia
de processamento e ap0s 14 e 28 dias de estocagem a 4 °C. Estas amostras estavam
embaladas individualmente, sendo abertas a cada avaliacgéo.

No laticinio B, ap0s a recepc¢éo, o leite in-natura permanecia sob refrigeracdo a 4 °C
por 18 h em tanque de acgo inoxidavel fechado, com agitacdo constante. Posteriormente, o leite
era transferido a outro tanque de aco inoxidavel aberto, sendo aquecido a 32 °C com
aquecimento elétrico. Ao leite se adicionava 0,2 % de coalho, sob agitacdo por 20 min.,

seguido de repouso por aproximadamente 20 min.
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Figura 2 — Etapas do processo de fabricacdo dos queijos Mussarela de bufala dos laticinios A e B e pontos de

coleta de amostras.
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Ap0s a coagulacdo da massa era feito o primeiro corte com a lira horizontal, obtendo
cubos de aproximadamente 1,5 cm, seguida da primeira dessora. O soro era retirado e
adicionava-se agua quente ao coagulo formado até que a temperatura atingisse 40 °C, quando
era realizada a segunda dessora. O soro era retirado, seguindo a prensagem da massa por 15
min. no proprio tanque. A massa permanecia no tanque por aproximadamente 24 a 32 h para a
fermentacdo. O tempo necessario para a fermentacéo era estabelecido pelo ponto de filagem
da massa. Para determinar este ponto, a massa era adicionada de dgua a 80 °C e submetida ao
esticamento para a formacdo de fios. O ponto era determinado quando se obtinha 6tima
coesividade e maciez da massa. O pH da massa durante a filagem variou entre 4,9 e 5,1. Ap0s
a constatacdo do ponto de filagem, a massa era cortada em fatias finas e imersa em agua com
temperatura de aproximadamente 80-90 °C, iniciando o processo de filagem da massa,
manualmente.

O queijo Mussarela era moldado no formato de bola, aproximadamente 10 minutos do
inicio da etapa de filagem. Ao final do processo, o queijo Mussarela de budfala era colocado
em potes estéreis com capacidade de 500 g e adicionado de soro de conservacao, composto
por solucdo a 0,01 % de sorbato de potéssio, preparada com agua previamente pasteurizada a
72-78 °C por 15 s, do mesmo modo como é comercializada.

Para as andlises, foram coletadas 50 mL de amostras do leite in-natura, assim como,
50 mL do leite apds 15 min da adicdo do coalho. Apos o corte da massa, no final da Gltima
dessora, foram coletados 200 mL de soro de fabricacéo, para a preparacdo do meio de cultivo
M17 (M17s 10%). Também foram coletadas amostras da massa do queijo durante a filagem,
assim como do produto acabado (queijo Mussarela e soro), imediatamente apos a finalizacao
da producgéo. As amostras do produto acabado do mesmo lote de producdo foram analisadas

no mesmo dia de processamento e apos 14 e 28 dias de estocagem a 4 °C. Estas amostras
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estavam embaladas individualmente, sendo abertas a cada avaliacéo.

No laticinio B o processo de fabricacdo do queijo Mussarela de Bufala era realizado
por um periodo entre 24 e 36 h, desde a primeira amostra coletada. As amostras do leite in-
natura e do leite com adicdo do coalho eram imediatamente processadas e incubadas no
laboratdrio de microbiologia da empresa. As demais amostras, assim como as amostras do
laticinio A, eram processadas posteriormente a Ultima coleta (queijo Mussarela imersa em
soro), no Laboratorio de Leites e Derivados do Departamento de Engenharia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Paulista Julio Mesquita em Sao José do Rio Preto/SP.

As amostras coletadas foram identificadas e codificadas por laticinios, usando

nameros, em ordem crescente, de acordo com a sequencia das coletas.

4.2 - Isolamento das bactérias acido-laticas (BAL) e caracterizacdo por coloracédo de

Gram e teste de catalase

Para o cultivo e isolamento das bactérias &cido-laticas empregadas na fabricacdo do
queijo Mussarela, utilizou-se diluicBes decimais seriadas das amostras liquidas (leite in-
natura, leite pasteurizado, leite apds a adicdo da cultura starter e do coalho e soro de
conservacao) em agua estéril peptonada a 0,1 % (SILVA, 2007). Vinte e cinco gramas das
amostras solidas (massa durante a filagem e produto acabado) foram misturadas por 3 min
utilizando um Stomacker (Marconi Equipamentos para laboratério, Piracicaba) com rotacéo
de 150 BPM (Batimentos por minuto) em 225 mL de solucdo estéril citrato de sodio 2 %,
prosseguindo com diluicdes seriadas. Foram selecionadas diluicdes pares entre 102 a 107,
Um mL das diluigdes selecionadas foi inoculado em placas de Petri, em duplicata, pela

técnica de profundidade, e em seguida, adicionados 20 mL do meio de cultivo seletivo estéril
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e previamente fundido a 45 °C (SILVA, 2007).

Foi utilizado o meio seletivo para Lactobacilos De Man, Rogosa e Sharpe — MRS
(Acumedia) com pH ajustado a 5,4 (MRS s54) com éacido acético, como sugerido pelo
International Dairy Federation Standard (IDF, 1997). Foi utilizado o meio seletivo M17
(Acumedia), suplementado com 10 % de lactose e com 10 % de soro de fabricacdo (M17s 10%)
para Lactococcus e Streptococcus. A solucdo de lactose foi esterilizada por filtracdo e
adicionada ao meio M17, seguindo as normas do IDF (1997). O soro de fabricacgéo foi filtrado
em papel de filtro e posteriormente pasteurizado em frascos estéreis a 63 °C por 30 min e foi
adicionado ao meio M17 (DE DEA LINDNER, 2008). Os meios de cultivos foram
preparados de acordo com a recomendacdo do fabricante. As placas foram incubadas
invertidas em agar MRS, a temperatura de 30 °C/48 h (BAL mesdfilas) usando um gerador de
anaerobiose (Probac do Brasil, Sdo Paulo) e em agar M17 a 42 °C/48 h (BAL termofilas), em
aerobiose.

Apobs a incubacdo por 48 h, foi feita a contagem de coldnias viaveis seguindo um
parametro entre 25 a 250 unidades formadoras de colénias (UFC) por placa. As colbnias
foram contadas e multiplicadas pela reciproca da diluicdo utilizada e o resultado apontado
como unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC. mL™) ou por gramas (UFC. g™)
(SILVA, 2007).

As caracteristicas fenotipicas das col6nias, como cor, formato, opacidade ou brilho e
rugosidade, assim como posicionamento, profundidade ou superficie na placa, foram
considerados para a escolha de quais colonias seriam identificadas posteriormente. Para cada
amostra plaqueada, foram selecionadas de uma a dez col6nias de ambos os meios de cultura
(MRS e M17). Colbnias de cada grupo (caracteristicas distintas) foram retiradas das placas

com o uso de alca de platina calibrada em 0,1 mL e repicadas em 10 mL de caldo MRS
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acidificado até pH 5,4 e em caldo M17 com 10 % de lactose e incubadas a 30 e 42 °C por
periodo entre 18 e 24 h, para mesofilos e termofilos, respectivamente. Apds o
desenvolvimento em caldo, 0,1 mL foi plaqueado pelo método de estrias em placas contendo
agar MRS acidificado até pH 5,4 e em agar M17 com 10 % de lactose, e incubadas a 30 e 42
°C por periodo entre 24 e 48 h, em anaerobiose e aerobiose, respectivamente. As col6nias
viaveis purificadas em placas, apds os repiques, foram submetidas a coloracdo de Gram e
observadas em Microscopio Optico, usando objetiva de imersdo 100x, assim como ao teste de
catalase. Colbnias cujo crescimento em placas foi julgado como insuficiente para estoque,
foram repicadas em 30 mL de caldo, nas mesmas condi¢cdes provenientes e apos 18 h de
incubacdo foram centrifugadas a 2000 rpm por 8 min, sendo o pellet formado estocado. As
células (bacilos e cocos) Gram positivo e catalase negativa, provenientes diretamente da placa
ou do pellet centrifugado, foram estocadas em criotubos com capacidade para 2 mL, contendo
80 % de meio de cultivo e 20 % de glicerol, ambos estéreis. O glicerol foi utilizado como
crioprotetor e os cultivos foram, entdo, congelados a — 80 °C, até o0 momento da identificacéo,

resultando num banco de culturas contendo 313 isolados.

4.3 - Triagem dos isolados

Para a identificacdo genotipica e caracterizacdo foram utilizados apenas 0s micro-
organismos isolados das amostras provenientes do laticinio B, que compdem o banco de
cultura. O queijo Mussarela de bafala do laticinio B era elaborado artesanalmente com o uso
de leite in-natura e coalho, sem a adicdo de cultura starter e a fermentacdo da massa
acontecia de forma esponténea pelos micro-organismos presentes no leite e no ambiente.

Portanto, a populacdo de BAL presente durante a producdo e periodo de estocagem é
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composta por uma diversidade de micro-organismos nativos ou bactérias acido-laticas nédo
starter (NSLAB), que sdo responsaveis por caracteristicas sensoriais particulares e
importantes para o produto (BUZI et al., 2009).

Foram selecionadas 82 culturas isoladas das amostras coletadas do queijo Mussarela
recém-processado, com 14 e 28 dias de estocagem para a técnica de RAPD e construcdo do
dendrograma.

As culturas selecionadas para o sequenciamento foram as representativas da dindmica
populacional pertencentes aos diferentes clusters e/ou culturas que apresentavam similaridade
menor que 90 % no dendograma, totalizando 10 culturas.

Para a caracterizacdo das culturas, foram selecionadas 20 culturas isoladas das
amostras com 28 dias de estocagem, em diferentes coletas, pertencentes aos diferentes
clusters. Foi considerado o final da estocagem, pois as culturas presentes neste periodo sao

aquelas que apresentam maior resisténcia ao microambiente do queijo.

4.3.1 - Cinética de acidificacdo

Para a determinagdo da cinética de acidificagdo foram utilizadas 20 culturas isoladas
do queijo Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem. Foram utilizadas duas culturas
comerciais, Streptococcus thermophilus (cepa STM5) e Lactobacillus casei (Lc-1, Chr.
Hansen) como referéncia. As culturas foram reativadas em meio liquido e cultivadas em agar,
utilizando os meios de cultivo (M17 e MRS) e as mesmas condi¢des em que foram isoladas.
Para o preparo do inoculo, uma aliquota de 0,1 pL de cada cultura plagueada em agar, foi
inoculada em 25 mL de leite de bufala previamente esterilizado e incubada por 2 h.

Posteriormente, 5 % do indculo foram adicionados ao leite de bufala estéril. A fermentacéo
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foi realizada em banho maria sob as mesmas temperaturas utilizadas para o isolamento das
culturas (30 ou 42 °C). A cinética de acidificacédo foi calculada por meio do monitoramento do
valor do pH, com o auxilio de um registrador durante a fermentacdo, até atingir pH 5,0.
Foram determinados os parametros: velocidade méaxima de acidificacdo (pH/min), tempo para
atingir a velocidade maxima (h) e tempo necessario para atingir pH 5,0 (h) (ALMEIDA,;
TAMIME; OLIVEIRA, 2009). As analises foram realizadas em duplicata

As culturas foram classificadas de acordo com a taxa de acidificacdo em rapidas,
médias ou lentas. As culturas foram consideradas rapidas, médias ou lentas quando a variagao
do valor de pH (ApH) em relacdo ao pH inicial atinge 0,4U de pH em menos de 3 horas, entre

3 e 5 horas, ou mais de 5 horas, respectivamente (AYAD et al., 2004).

4.3.2 - Determinacao da atividade proteolitica

Para a avaliacdo da atividade proteolitica, as culturas isoladas do queijo Mussarela de
bafala com 28 dias de estocagem (20 culturas) foram reativadas meio liquido e cultivadas em
agar M17 e MRS nas mesmas condi¢cGes em que foram isoladas. Para a determinacdo do
tamanho do halo indicativo de prote6lise, uma aliquota de 0,1 pL da colénia foi plaqueada em
agar leite no centro da placa. O agar leite foi elaborado com 5 % de peptona de caseina, 3 %
de extrato de levedura, 1,2 % de &gar bacteriologico e 50 % de leite desnatado UHT, seguindo
a metodologia usada por Nornberg e colaboradores (2009). Apos plaqueadas em agar leite, as
culturas foram incubadas por 48 h, sob condicdes de anaerobiose e aerobiose, a 30 e 42 °C,
respectivamente para mesofilos isolados de MRS e termdfilos isolados de M17. Apds o
periodo de incubacdo foi feita a medicdo do diametro do halo proteolitico. As analises foram

realizadas em duplicata.
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4.3.3 - Determinacao da assimilacéo de citrato

A utilizacdo de citrato pelas culturas laticas foi avaliada usando o método de Kempler
e Mckay (1980), que consiste em verificar a incidéncia de bactérias citrato positivo (CIT +).
Um meio diferencial foi elaborado contendo 1 % (peso/volume) de leite desnatado, 0,25 % de
peptona de proteina-hidrolisada do leite, 0,5 % de dextrose e 1,5 % de agar. O pH foi ajustado
a 6,6 antes da esterilizacdo. Foram elaboradas duas solugdes: solugdo 1 contendo 10 % de
ferricianida de potéssio e solugdo 2 contendo 1 g de citrato férrico e 1 g de citrato de sodio
adicionado a 40 mL de agua peptonada 0,1 %. A presenca de citrato no meio inibe a reacao
entre o ion férrico e ferricianida de potassio. Col6nias capazes de utilizar o citrato iniciam a
reacao entre estes ions, resultando na formacdo de coldnias azuis escuras. As solugdes foram
autoclavadas a 100 °C por 30 min. Dez mL de cada solucdo foram adicionados em 1 litro do
meio diferencial. O meio diferencial adicionado das solucBes foi distribuido em placas
estéreis, seguido de incubacédo a 30 °C por 24 h.

As culturas das bactérias acido-laticas isoladas de queijo Mussarela de bafala com 28
dias de estocagem (20 culturas), previamente reativadas e cultivadas sob as mesmas condicoes
em que foram isoladas, foram plaqueadas pelo método de estrias no meio diferencial e
incubadas em anaerobiose a 30 °C ou 42 °C por 48 h. As andlises foram realizadas em
duplicata. Bactérias citrato positivo (CIT +) apresentaram coloragdo coldnias azul escuro e
bactérias citrato negativo (CIT -), col6nias brancas. Cepa de Streptococcus lactis subsp.

diacetylactis (ATCC 11007) (CIT+) foi utilizado como controle.
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4.3.4 - Caracterizacdo dos compostos volateis

Para a determinacdo dos compostos volateis, foram utilizadas as amostras de leite
fermentado pelas culturas isoladas do queijo Mussarela de bufala com 28 dias de
estocagem até atingir pH 5,0 (20 amostras). Apo6s a fermentacdo, os leites fermentados
foram colocados em frascos estéreis com capacidade para 50 mL e congelados a -20 °C
até o0 momento da anéalise. Para as anélises, aliquotas de 3 mL das amostras de leite
fermentado foram transferidas para um frasco com capacidade para 10 mL, as quais eram
mantidas a 40 °C. Os compostos volateis foram capturados da fase vapor (head-space) por
micro-extracdo em fase sélida (HS-SPME) com fibra Carbowax'™- divinilbenzeno. Vinte
e nove padr@es analiticos comumente presentes em produtos lacteos fermentados foram
utilizados para a identificacdo dos compostos volateis: acetaldeido, heptano, dimetil sulfeto,
acetona, butilaldeido, 2-butanona, 3-metil-butanal, isopropanol, etanol, pentanal, diacetil,
butanoato de etila, tolueno, acetato de butila, hexanal, 2 metil propanol, etil benzeno, butanol,
xileno, limoneno, 3 metil butanol, hexanoato de etila, pentanol, estireno, 3-hidoxi 2-butanona,
hexano, acido acético, &cido butirico, &cido hexandico. As analises foram realizadas em
triplicata utilizando cromatégrafo gasoso HP 6859 acoplado a coluna capilar FFAP (30m
x 0,2 mm x 0,22 um) com detector de ionizagdo de chama (FID). A inje¢ao da amostra no
cromatografo foi realizada no modo splitless, empregando nitrogénio como gas de arraste
(1 mL/min.). A programacao térmica da coluna cromatografica foi de 50 °C por 1 min,
com taxa de aquecimento de 10 °C por min até a temperatura final de 220 °C e mantida
por 10 min. Temperatura do injetor e detector: 250 °C. A caracterizagcdo do perfil de
compostos volateis foi realizada no Laboratorio de Quimica Analitica, do IBILCE — UNESP,

por colaboracéo do Prof. Dr. Mauricio Boscolo.
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4.4 - 1dentificacdo genotipica dos isolados

4.4.1 - Extracao do DNA com Kit “Easy DNA” TM

Oitenta e duas culturas acido-laticas isoladas das amostras de queijo Mussarela de
bufala recém processado, com 14 e 28 dias de estocagem provenientes do laticinio B,
estocadas a -80°C, foram revitalizados em 10 mL de caldo MRSs4 e M17, incubados a 30 °C
e 42 °C por 24 h, respectivamente para meséfilos e termdfilos, e repicados em placas
contendo a4gar MRSs 4 € M17, sob as mesmas condi¢des.

Depois de purificada, a colonia foi incubada overnight em caldo MRSs 4, e M17 a 30
°C e 42 °C, respectivamente. Em seguida, 1,5 mL do caldo foi adicionado em um tubo de
Eppendorf e centrifugado a 1089 g por 10 min. O pellet obtido foi utilizado para a extracao do
DNA genomico bacteriano, utilizando o Kit “Easy DNA” TM (Invitrogen, Carlsbad,
California), seguindo as recomendac@es do fabricante.

Apos a centrifugacdo, ao pellet obtido foram adicionados 350 pL da solugao de lise e
incubado a 65 °C por 10 min. Posteriormente, foram adicionados 150 pL da solugdo
precipitante e a mistura foi agitada vigorosamente até ficar homogénea. Em seguida, foram
adicionados 500 pL de cloroformio no tubo contendo a mistura, a qual foi agitada até a
obten¢do de uma solucdo homogénea. O tubo foi centrifugado a 1.089 g a 4 °C por 15 min
para a separacdo das fases. A fase superior, o sobrenadante, foi transferida para um novo tubo,
sendo adicionado 1 mL de etanol absoluto (Merck Chemicals) a -20 °C. Depois de
homogeneizado, o tubo foi incubado em gelo por 30 min.

Em seguida, o tubo contendo o sobrenadante foi centrifugado a 18.900 g a 4 °C por 15
min. O etanol foi removido e 0 DNA precipitado foi lavado com 500 uL de etanol a 70 % a -
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20 °C. As etapas de homogeneizacdo e centrifugacdo foram repetidas por mais uma vez. O
sobrenadante foi descartado e, apos completa evaporagédo do etanol em temperatura ambiente,
0 pellet foi ressuspendido em 100 pL de solucdo tamponante TE (10 mM Tris e 1 mM EDTA,
pH 8,0) adicionado de 2 pL. de RNAse (2 mg/mL) (Fermentas). O tubo foi incubado a 37 °C
por 30 min. Os calculos de concentragdo do DNA foram feitos a partir de 1,0 uL. de amostra
usando o equipamento Thermo NanoDrop (Uniscience) em comprimento de onda de 260 nm.

O DNA obtido foi armazenado em freezer a -20 °C para posterior utilizagéo.

4.4.2 - Andlise por RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)

As amostras de DNA, previamente extraidas usando o usando Kit “Easy DNA” TM
(Invitrogen, Carlsbad California) e quantificadas, foram amplificadas pela técnica de RAPD
usando o primer universal M13 (5 GAGGGTGGCGGTTCT 3'), seguindo a metodologia
usada por De Dea Lindner (2008), com adaptacdes.

A PCR foi realizada com volume final de 25 pL, seguindo o protocolo: 2,5 pL de
tampé&o (10x), 1,6 pL de dioxinucleosideo trifosfato (2,5 mM), 1,25 pL de primer (2 puM)
(Sigma), 3,5 pL de MgCl;, (25 mM), 0,2 uL de Taq DNA Polimerase (5U/uL) (Fermentas) e
1,0 uL de DNA (2,5 ng/uL), e completando o volume com &gua ultra - pura Milli Q
(INVITROGEN). A PCR foi realizada em termociclador GeneAmp® PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA). O DNA foi submetido a 40 ciclos de amplificagdo com as
etapas de desnaturacdo a 94 °C por 60 s, anelamento a 45 °C por 20 s, extenséo a 72 °C por 2
min e extensdo final de 10 min a 72 °C. Os fragmentos de DNA gerados pela PCR foram

separados por eletroforese em gel de agarose a 2,0 %, previamente adicionado de brometo de
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etidio (0,8 uL/100 mL). A cletroforese foi realizada em 3 h (30” a 100 V e 2 horas ¢ 30” a 50
V). Foram aplicados 3 pL de marcador de massa molecular de 1000 pb (Invitrogen).

O resultado foi observado sob luz ultravioleta e fotografado utilizando o aparelho
Kodak Gel Logic 2200 Imaging System (Molecular Imaging Software). Foram calculadas as
porcentagens de desacordo e o0s gendtipos foram agrupados pelo método UPGMA
(unweighted pair-group method using arithmetic averages) para posterior construcdo de um
dendrograma com o auxilio do software BioNumerics ™ (Applied Maths BVBA, Belgium).
O calculo de similaridade dos perfis do PCR fingerprinting foi baseado no Coeficiente de
Correlacdo de Pearson. Perfis com similaridade de coeficiente maior que 90 % no

dendrograma foram consideradas seguindo o mesmo biotipo.

4.4.3 - Reacdo de PCR para o sequenciamento do gene 16S rRNA

Para a amplificacdo da sequéncia conservada do gene 16s rRNA dos biotipos
representantes das linhagens obtidas por RAPD foram sequenciados (DE DEA LINDNER,
2008) usando os primers 16 46 “forward” (5’-GCY TAA CAC ATG CAA GTC GA-3")e 16
536 “reverse” (5’-GTATTA CCG CGG CTG CTG G -3°) (SIGMA).

A reacdo de PCR foi realizada com o volume final de 50 pL contendo: 5,0 uL de
solugdo tampao (10x), 4,0 uL de DNTPs (0,25mM), 1 pL de cada primer (20 uM), 3,0 uL de
MgCl; (2,5 mM), 5,0 uL de Taq DNA polimerase (2,5 U/100uL) e 2 uLL de DNA (50 ng/ uL)
completando o volume final com agua ultra - pura Milli Q (INVITROGEN). Esta reacédo foi
realizada em termociclador GeneAmp® PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Para a amplificacdo do gene, o DNA foi submetido a 30 ciclos com as etapas de desnaturacéo

a 95 °C por 30 s, anelamento a 59 °C por 30 s, extensdo a 72 °C por 45 s e extensao final de 10

65



min a 72 °C. Os fragmentos de DNA gerados pela PCR foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5 %, previamente adicionado de brometo de etidio (0,8 uL/100 mL). A
eletroforese foi realizada a 70 volts de gel por 2,5 h. Foi utilizado marcador de peso molecular
de 1000 pb (y DNA — BstEIl Digest, BioLabs) para determinar o tamanho dos fragmentos

obtidos.

4.4.3.1 - Purificacdo dos produtos de PCR para o sequenciamento

Os produtos obtidos pelas reacdes de PCR foram purificados com etanol, de acordo
com metodologia descrita por Sambrook e Russel (2001). Os amplicons foram transferidos
para tubos de 1,5 mL onde foi realizada a purificacdo. A estes tubos foram adicionados 3 pL
de acetato de sodio (3 M) seguido de 150 uL de etanol 100 %. Os tubos foram entédo levados a
freezer -80 °C por 20 min para a precipitacdo do DNA. Posteriormente, os tubos foram
submetidos a centrifugacdo a 20.442 g (rotor Eppendorf F45-24-11) por 20 min a 4 °C, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 100 pL de etanol 70 % (Merck). Em
sequida, foi realizada centrifugacdo a 20.442 g por 10 min a 4 °C, para obtengcdo de um
precipitado. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi homogeneizado em 20 pL de

agua ultra - pura Milli Q (INVITROGEN).

4.4.3.2 - Sequenciamento da regido 16S rRNA.

As seqiiéncias da regido 16S rRNA foram determinadas utilizando-se o kit Big Dye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA), segundo recomendac6es do fabricante. Foram

utilizados ambos os primers 16 46 “forward” (5’-GCY TAA CAC ATG CAA GTC GA-3") e
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16 536 “reverse” (5-GTA TTA CCG CGG CTG CTG G -3°) (SIGMA). A PCR para
seqlienciamento foi realizada com volume final de 20 pL, onde foram utilizados 2,0 uL de
Big Dye Terminator, 4,0 uL de solugdo tamponante (5x), 1,0 uL de primer (3,2 uM), 5,0 uL
do DNA purificado com concentragao aproximada de 200 ng/mL e 8 uL de agua ultra - pura
Milli Q (INVITROGEN) suficiente para completar a reacdo. A amplificacdo foi submetida a
25 ciclos com as etapas de desnaturacao a 96 °C por 30 s, a hibridizacdo a 50 °C por 15 s, a
extensdo a 60 °C por 4 min e a extensdo final a 4 °C. O sequenciamento foi realizado no
aparelho 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequéncias foram submetidas a consulta de similaridade de nucleotideos por meio
do programa Blastn (Basic Local Alignment Search Tool) que gerou arquivos com
eletroferograma de cada seqiiéncia comparadas com seqléncias homdélogas depositadas no
banco de dados publico mundial GenBank (National Center for Biotechnology Information —

NCBI) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Isolamento das bactérias acido-laticas (BAL)

As bactérias acido-laticas (BAL) foram isoladas de diferentes etapas do processamento
do queijo Mussarela de bufala imersa ao soro, assim como durante o periodo de estocagem, a
fim de observar a sucessao da microbiota latica presente.

A populagdo de micro-organismos Vvidveis apresentou-se de forma bastante
heterogénea, ndo seguindo um padréo nas diferentes etapas do processo e tempo de estocagem

do queijo Mussarela e soro de conservacdo (Anexos de 2 a 9). Esta heterogeneidade,
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possivelmente foi influenciada pelas distintas condi¢des ambientais e higiénicas encontradas a
cada coleta realizada, assim como a temperatura, manipuladores, a origem e a qualidade do
leite. Os resultados para micro-organismos isolados dos laticinios A e B estdo apresentados
nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

No laticinio A, para o processo tecnologico da fabricacdo do queijo Mussarela de
Bufala, o leite era pasteurizado e culturas starters comerciais eram adicionadas, acelerando o
processo de fermentacéo.

Culturas starters sdo principalmente as espécies de bactérias laticas que sao
adicionadas ao leite tendo como papel principal o de iniciar a producéo de acido latico para o
processo de fabricacdo do queijo (DE DEA LINDNER, 2008). No entanto, estas culturas
cumprem outras fun¢Ges importantes, tais como a inibicdo do desenvolvimento de micro-
organismos patogénicos e padronizagdo da qualidade dos queijos (DE ANGILES et al., 2008).

A adicdo de culturas starters em derivados lacteos proporciona uma rapida
acidificacdo e uma certa estabilidade do produto final, em contrapartida, seu uso tem causado
um decréscimo na biodiversidade da microbiota natural presentes nestes produtos (MOREA,
1999; WOUTERS et al.,, 2002). A composicdo da microbiota latica presente no queijo
Mussarela de bufala tem sido estudada e definida como um conjunto de bidtipos essenciais
para o processo tecnoldgico, influenciando diretamente na qualidade deste queijo (COPPOLA

et al., 1990; ERCOLINI et al., 2004).
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Tabela 1 - Populagcdo de bactérias laticas mesofilas e termofilas, isoladas das amostras

coletadas no laticinio A, durante as etapas do processamento, assim como do produto acabado

(queijo Mussarela e soro de conservacdo), recém processado, com 14 e 28 dias de estocagem

a4°C.
Coletas
Amostras 1 2 3
Leite in-natura UFC. mL™! 1,5 x 10° 2,6x10° 43x10°
Leite pasteurizado UFC. mL™ 2,8x10° 9,9 x 10° 1,6 x 10°
Leite com adicéo de cultura starter e coalho UFC. mL™ 4,0 x 108 1,9x10° 3,2x10°
Massa durante a filagem UFC. g 2,0 x 108 4,8 x 107 2,4 x10°
o Queijo mussarela recém processado UFC. g 1,3x10° 2,0 x10° 2,1x10°

~

S S Queijo mussarela 14 dias UFC. g™ 28%10° 5,4 x 107 1,0 x 10°
Queijo mussarela 28 dias UFC. g™ 4,0 x 10? 1,3x10° 1,5 x10°
Soro de conservacéo recém processado UFC. mL™ <10 9,0 x 10* 1,0 x 10*
Soro de conservacéo 14 dias UFC. mL" 3,3x10° 9,6 x 10° 3,0 x 10°
Soro de conservaco 28 dias UFC. mL" 5,0x10* 2,1x10° 10
Leite in-natura UFC. mL™* 1,7 x 10° 1,4 x 10° 5,4 x 10°
Leite pasteurizado UFC. mL™ <10 5,0 x 10* 3,0x10*
Leite com adicao de cultura starter e coalho UFC. mL™* <10 2,8x10° <10
Massa durante a filagem UFC. g* <10 0 <10

S Queijo mussarela recém processado UFC. g* 1,0 x 102 10 4,0 x 102

% j% Queijo mussarela 14 dias UFC. g* a0 0 1,0 x 10°
Queijo mussarela 28 dias UFC. g* 5,0 x 102 0 1,0 x 10°
Soro de conservagéo recém processado UFC. mL™ <10 0 1,0 x 10*
Soro de conservagdo 14 dias UFC. mL" a0 10 8,3 x 101
Soro de conservacao 28 dias UFC. mL" 3,0 x 10* 0 3,0 x 10*

*UFC: Unidade Formadora de Coldnias por mL para amostras liquidas e por g para amostras sélidas. Culturas

cultivadas em agar MRS acidificado a 5,4 e agar M17 com 10 % de lactose e 10 % de soro de fabricacéo e

incubadas a 30 e 42 °C por 48 h, em anaerobiose e aerobiose, respectivamente.
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Nas amostras coletadas no laticinio A, as contagens de BAL em leite in-natura variou
entre 2,6 x 10° e 1,5 x 10° UFC. mL™, ambas para terméfilos cultivados em M17. Nas trés
coletas, houve uma reducdo na populacdo para os meios M17 e MRS no leite apés a
pasteurizacdo, com excecdo da coleta 2 (Figura 3). As BAL cultivadas em meio MRS
perderam a viabilidade desde a pasteurizagdo do leite (<10 UFC. g™). As amostras coletadas
apos a adicdo de coalho e da cultura starter termofila, apresentaram um aumento para as
contagens de colénias em meio M17, relacionado a adicdo do Streptococcus termophilus,
enquanto a filagem contribuiu para a reducdo da densidade populacional das BAL em UFC. g
! para ambos os meios de cultivo, indicando a sensibilidade ao tratamento térmico usada
durante esta etapa. Estes resultados sdo semelhantes aos observados por Ercolini et al, (2004),
que afirma que, a contagem de micro-organismos termofilos em placas de M17 diminui
significadamente apds a etapa de filagem.

De acordo com a Normativa N° 51 de 18/09/2002, a contagem padrdo em placas do
leite refrigerado tipo A in-natura deve apresentar no méximo 1 x 10° UFC/mL e do leite
pasteurizado 1 x 10° UFC/mL, entretanto, estes valores ndo foram observados nas amostras de
leite in-natura e pasteurizado coletadas no laticinio A.

No produto acabado (queijo Mussarela de bufala) recém processado, houve aumento
dos micro-organismos mesofilos cultivados em MRS (5,0 x 10 UFC. g™*) e um declinio de
terméfilos (1,3 x 10° UFC. g™) cultivados em M17, quando comparado com a etapa de
filagem, provavelmente, pelo desenvolvimento de BAL autoctones. Com vinte e oito dias de
estocagem do queijo Mussarela, houve uma reducdo de micro-organismos termoéfilos nas
coletas 1 e 2. Estes resultados sdo semelhantes aos observados por De Angelis e
colaboradores (2008), na avaliacdo de queijo Mussarela durante a estocagem. Na coleta 3

houve aumento das BAL no final da estocagem. Para as BAL mesofilas ndo houve um
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comportamento padrdo para as trés coletas. Estas variacGes nas contagens podem ser indicios
de uma competicdo entre BAL presentes. Também podem ser variagdes entre as amostras de
um mesmo lote de fabricacdo, uma vez que a cada analise, uma nova amostra era aberta para a
avaliacdo.

Assim como no periodo de estocagem do queijo Mussarela de bufala, houve tambeém
uma alternancia nas contagens de col6nias dos micro-organismos presentes no soro de
conservacdo. Em geral, foram baixas as contagens de para BAL mesofilas no soro de
conservacdo, com excecdo da amostra da terceira coleta aos quatorze dias (8,3 x 10** UFC.
mL™). Para as BAL termdfilas, em geral, houve aumento da populacio durante todo o periodo
de estocagem.

No laticinio B, a tecnologia de fabricacao do queijo Mussarela de bdfala usava leite in-
natura sem a adicdo de cultura starter e a fermentacdo da massa acontecia de forma
espontanea pelos micro-organismos presentes no leite e no ambiente.

Apesar da importancia da pasteurizacdo para a qualidade do produto acabado, assim
como na Italia, muitos laticinios no Brasil trabalham com leite in-natura na elaboracdo do
queijo Mussarela de bufala, com o propdsito de ndo alterar o processo tecnoldgico, além de
garantir as caracteristicas sensoriais particulares e inerentes ao produto (BUZI et al., 2009).

No tradicional queijo Mussarela fabricado com o leite in-natura, as BAL presentes no
leite constituem a populagdo de micro-organismos, os quais influenciam diretamente a
qualidade do produto acabado (ERCOLINI et al., 2001b, 2004), proporcionando sabores
caracteristicos e desejados quando comparados aos queijos fabricados com leite pasteurizado
(ALBENZIO et al., 2001).

No laticinio B, por utilizar leite ndo pasteurizado, as populac6es de BAL, assim como

no leite in-natura, no leite com adicdo de coalho e na massa durante a filagem, foram
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elevadas (2,2 x 10° a 6,5 x 10™) em todas as coletas. Porém houve uma reducéo de contagens
de UFC. g™ durante a filagem em MRS, indicando uma maior sensibilidade para meséfilos ao
tratamento térmico.

No queijo Mussarela durante a estocagem ndo houve um comportamento uniforme nas
trés coletas; nas coletas 1 e 2 houve aumento na populacdo de mesofilos e termdfilos durante

a estocagem, enquanto na terceira coleta, houve uma reducao.
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Tabela 2 - Populagdo de bactérias laticas mesofilas e termofilas, isoladas das amostras
coletadas no laticinio B, durante as etapas do processamento, assim como do produto acabado

(queijo Mussarela e soro de conservacdo), recém processado, com 14 e 28 dias de estocagem

a4°C.
Coletas
Amostras 1 2 3
Leite in-natura UFC. mL™! 1,3 x 10° 3,1x 10" 6,5x 107
Leite com adic&o de coalho UFC. mL™ 7,1x10° 2.4 x 101 2,4 x10%
Massa durante a filagem UFC. g* 1,3x108 6,5 x 101 2,2 x 108
Queijo mussarela recém processado UFC. g 5,8 x 10° 7,5 x 107 2,6 x 10°
~ g Queijo mussarela 14 dias UFC. g’ 6,5 x 101 3,1x10° 1,5 x 107
= ¥ Queijo mussarela 28 dias UFC. g™* 1,8 x 10%° 2,2 x 10% 1,0 x 10°
Soro de conservacéo recém processado UFC. mL™ 1,2 x 107 6,1 x10° 1,1 x10°
Soro de conservacio 14 dias UFC. mL" 1,0 x 10° 9,7 x 10° 1,7 x 10
Soro de conservacio 28 dias UFC. mL~ 9,0 x 10° 2,5 x 10° 1,0 x 10*
Leite in-natura UFC. mL™* 3,3x10° 3,4 x 10" 6,5x 107
Leite com adic&o de coalho UFC. mL™ 57 x10° 3,0x 10° 1,5 x 10%2
Massa durante a filagem UFC. g* 4,6 x 10 4,7 x 10 1,2 x 10°
Queijo mussarela recém processado UFC. g* 4,4 x 107 5,8 x 10° 1,3 x 10°
@ g Queijo mussarela 14 dias UFC. g™* 1,1x10% 3,6 x 10° 1,0 x 10°
= ° Queijo mussarela 28 dias UFC. g™ 6,5 x 107 4,8 %10’ 3,0x10°
Soro de conservacao recém processado UFC. mL™ 1,5 x10° 4,0 x 10* <10
Soro de conservagéo 14 dias UFC. mL 1,3x 10° 6,2 x 107 <10
Soro de conservago 28 dias UFC. mL" 2,7x10° 1,0 x 10* 1,0 x 10*

*(UFC): Unidade Formadora de Col6nias por mL para amostras liquidas e por g para amostras sélidas. Culturas
cultivadas em agar MRS acidificado a 5,4 e agar M17 com 10 % de lactose e 10 % de soro de fabricacéo e,

encubadas a 30 e 42 °C por 48 h em anaerobiose e aerobiose respectivamente.

De maneira geral a populacdo de BAL mesofilas ndo apresentou grandes variagdes

durante a estocagem refrigerada, provavelmente pelo uso de sorbato de potassio.
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Para as trés coletas de soro de conservacgdo, a populacdo de termdfilos cultivados em
M17 foi semelhante, enquanto em MRS aumentou com 28 dias, com excecao da coleta 2.

Segundo Ercolini e colaboradores (2004), as contagens de micro-organismos
mesofilos cultivados em MRS foram mais altas em todas as amostras de queijo Mussarela de
bufala em relagdo a micro-organismos termofilos cultivados em M17. Em contrapartida, no
presente estudo, os micro-organismos termofilos foram prevalentes em queijo Mussarela
recém processados e com 28 dias para todas as coletas, sendo condizente com a pesquisa
realizada por Ottogalli (2000), onde geralmente as espécies termofilicas foram as principais

envolvidas na elaboracdo desse queijo.

5.2 - Identificacdo por coloracdo de Gram e teste de catalase

Para a identificacdo por coloracdo de gram, foram selecionadas coldnias bactérias
acido-laticas que se desenvolveram em meio seletivo M17 a 42 °C e MRS a 30 °C,
provenientes das amostras dos laticinios A e B. As col6nias selecionadas apresentavam
caracteristicas distintas de cor, formato, opacidade ou brilho e rugosidade, assim como
posicionamento, profundidade ou superficie na placa. Seguindo um padrdo de uma a dez
coldnias selecionadas com caracteristicas distintas de cada amostra plagueada, se obteve entre
cocos e bacilos, 131 isolados das amostras advindas do laticinio A (Tabela 3) e 182 isolados
do laticinio B (Tabela 4).

Os micro-organismos isolados das col6nias selecionadas que apresentaram o resultado
positivo no teste de coloracdo de gram foram submetidos ao teste de catalase. Todas as

amostras apresentaram o resultado negativo no teste.
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Dentre os micro-organismos isolados de todas as coletas do laticinio A, 57,25 % foram
provenientes do cultivo em meio M17 incubados 42 °C, sendo representados por culturas
termofilas e 42,75 % cultivados em meio MRS, incubados a 30 °C, representados por
mesofilos. Os cocos termofilos foram predominantes (38,17 %), seguindo de cocos mesofilos
(24,43 %), bacilos termofilos (19,08 %) e bacilos mesofilos (18,32 %).

Em geral, os cocos foram prevalentes nas amostras durante todo o processo de
producdo do queijo Mussarela de bdfala e no periodo de estocagem sob refrigeracéo a 4 °C,
com excecdo da amostra do leite in-natura, onde os bacilos mesofilos apresentaram maior
diversidade. Este resultado esta relacionado ao processo de fabricacdo do queijo, que utilizou
leite in-natura, passou pela a etapa da pasteurizacdo e posterior adicdo de cultura latica
comercial composta por Streptococcus thermophilus. Entretanto, foi possivel observar que o
nimero de bacilos mesofilos reduziu drasticamente durante a producdo e o periodo de

estocagem.
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Tabela 3 - Total de bactérias acido-laticas isoladas aleatoriamente das amostras provenientes

das trés coletas do Laticinio A.

Bacilos Cocos Bacilos cocoides Total
Amostras M17 MRS M17 MRS M17 MRS M17 MRS
Leite in-natura 3 11 9 8 1 0 13 19
Leite pré-pasteurizado 5 6 4 1 3 2 12 9
Leite com adicéo de cultura starter e coalho 4 0 12 3 0 0 16 3
Massa durante a filagem 0 0 1 0 0 0 1 0
Queijo mussarela recém processado 0 1 2 1 0 1 2 3
Queijo mussarela 14 dias 0 0 6 3 1 0 7 3
Queijo mussarela 28 dias 2 2 4 7 1 0 7 9
Soro de conservacao recém processado 2 0 1 1 0 0 3 1
Soro de conservacao 14 dias 0 0 9 3 1 1 10 4
Soro de conservacao 28 dias 1 0 2 5 1 0 4 5
Total 17 20 50 32 8 4 75 56

As culturas foram cultivadas em agar M17 com 10 % de lactose e 10% de soro de fabricacdo e em agar MRS

acidificado até pH 5,3 e incubadas a 42 e 30 °C por 48 h, em aerobiose e anaerobiose, respectivamente.

Mesmo com a pasteurizacao do leite e a adi¢cdo de cultura starter termofila, a presenca
de bacilos mesofilos e termofilos foi observada durante o processamento e periodo de
estocagem, indicando a importancia das NSLAB (Non Starter Lactic Acid Bacteria) no queijo
Mussarela de bufala. Segundo Francioisi e colaboradores (2009), os ambientes naturais sdo
ricos em biodiversidade e pode ser considerado como fonte de linhagens e espécies de BAL
que influenciam diretamente na qualidade do queijo Mussarela.

No laticinio B, foram selecionados 182 micro-organismos, seguindo 0S mMesmos
padrbes de selecdo do laticinio A. Entre os micro-organismos isolados de amostras de queijo
Mussarela de bufala do laticinio B, 54,95 % foram provenientes do cultivo em meio MRS

incubados 30 °C, sendo representados por culturas mesofilas e, 45,05 % cultivados em meio
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M17, incubado a 42 °C, representado por termofilos. Cocos termofilos foram predominantes
(40,66 %), sequindo de bacilos meséfilos (34,07 %), cocos mesofilos (20,88 %) e bacilos
termofilos (4,39 %).

Tabela 4 - Total de bactérias acido-laticas isoladas aleatoriamente das amostras provenientes

das trés coletas do Laticinio B.

Bacilos Cocos Bacilos cocoides Total

Amostras M17 MRS M17 MRS M17 MRS M17 MRS
Leite in-natura 2 3 4 4 0 3 6 10
Leite com adicédo do coalho 2 5 1 7 0 3 3 15
Massa durante a filagem 0 8 6 0 0 0 6 8
Queijo mussarela recém processado 1 12 12 0 2 1 15 13
Queijo mussarela 14 dias 0 9 12 7 0 1 12 17
Queijo mussarela 28 dias 0 8 13 7 0 0 13 15
Soro de conservagao recém processado 0 4 7 0 0 0 7 4
Soro de conservacao 14 dias 0 3 12 7 0 1 12 11
Soro de conservacao 28 dias 1 1 7 6 0 0 8 7
Total 6 53 74 38 2 9 82 100

As culturas foram cultivadas em dgar M17 com 10 % de lactose e 10 % de soro de fabricacdo e em 4gar MRS

acidificado até pH 5,3 e incubadas a 42 e 30 °C por 48 h, em aerobiose e anaerobiose, respectivamente.

Os cocos termofilos isolados foram prevalentes nas amostras durante o periodo de
estocagem sob refrigeracdo a 4 °C e bacilos mesoéfilos durante a producdo. Segundo Morea e
colaboradores (1998) e Morea, Baruzzi e Cocconcelli (1999), a microbiota representada por
cocos é maior em relacdo a bacilos nas amostras coletadas durante o processamento do queijo
mussarela tradicional, diferindo das amostras das coletas do laticinio B durante a produgé&o.

Embora lactobacilos ndo sejam a microbiota dominante em pesquisas realizada com

queijo Mussarela, varios autores apontam sua importancia para a produgdo desse derivado
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lacteo (COPPOLA et al., 1990; MOREA et al., 1998, 1999), sendo encontrados durante a
fermentacao e no produto acabado. Pesquisa desenvolvida por Morea e colaboradores (1998)
mostra que cepas de Lactobacillus estdo presentes durante todos os estagios do processamento
do queijo Mussarela, sendo encontradas diferentes espécies homofermentativas e
heterofermentativas.

Pesquisa realizada por Ercolini e colaboradores (2001b) mostra que a microbiota latica
presente na elaboracdo do queijo Mussarela de bufala tradicional € representada pelo género
Streptococcus e Lactobacillus, obtendo uma média de 108 UFC/mL para ambos os géneros

termofilos e mesofilos.

5.3 - Identificacdo genotipica

5.3.1 - Anélise por RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)

Para a extracdo do DNA e para a técnica de RAPD, foram selecionadas 82 culturas
provenientes do queijo Mussarela de bifala recém processado, com 14 e 28 dias de
estocagem, provenientes amostras coletadas no laticinio B.

A imagem de eletroforese em gel de agarose (Figura 3) ilustra a amplificacdo dos
fragmentos de DNA destas culturas.

Para a construgdo do dendrograma (Figura 4), as 82 culturas foram submetidas a
reacdo de RAPD e os fragmentos de DNA revelados em gel de agarose a 2 % e agrupados

conforme a similaridade das bandas.
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*A - Amostra; B - Branco; MM - Marcador de Massa Molecular.

Figura 3 - Fragmentos de DNA separados por eletroforese em gel de agarose 2,0 % em TAE
1X, seguindo o protocolo utilizado por De Dea Lindner (2008), com algumas modificaces. A
reacdo de PCR foi submetida a 45 ciclos de amplificacdo, com a etapa de desnaturacéo inicial
a 95 °C/min, desnaturacdo a 94 °C/60 s, anelamento a 40 °C/1 min, extensdo a 72 °C/2 min e
extensdo final a72 °C/10 s. A eletroforese foi realizada em 3 h (30 min a 100 V e 2,5 h a 50
V). Os DNAs utilizados foram extraidos usando Kit “Easy DNA” TM (Invitrogen, Carlsbad

California. Foi aplicado 3 pL de marcador de massa molecular de 1000 pb.
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Figura 4 - Anélises de clusters dos padrGes de RAPD usando o primer M13 seguindo a
metodologia de De Dea Lindner (2008), com algumas modificacbes. Foram analisadas 82
culturas isoladas do queijo Mussarela de bufala. > 90% de similaridade, os clusters foram
considerados sendo 0 mesmo biotipo. As chaves representam os clusters com > de 90 % de
similaridade. Os clusters I, Il, VI, IX, X e XIII sdo compostos pelas culturas isoladas de

diferentes dias de coleta.
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De acordo com POGACIC e colaboradores (2010), a microbiota presente em queijos é
complexa e responsavel pelas caracteristicas sensoriais de aroma, sabor e textura. A técnica de
RAPD tem sido extensivamente utilizada na identificagio da microbiota presente em
ambientes complexos como os dos queijos (RANDAZZO; CAGGIA e NEVIANI, 2009). Esta
técnica de RAPD envolve a amplificacdo aleatoria do genoma bacteriano usando um Unico
primer para casos menos especificos (SINGH et al., 2008). Assim, considera-se que somente
clusters com coeficientes de correlacdo acima de 80 % pertencem ao mesmo biotipo
(GIRAFFA, 2000; PLATERO et al., 2009).

Neste trabalho, considerando a complexa microbiota presente no queijo Mussarela de
bufala, visando um maior poder discriminatorio, apenas as culturas que apresentaram
coeficiente correlacdo superiores a 90 % no dendrograma foram classificadas como sendo do
mesmo biotipo.

Das culturas isoladas do queijo Mussarela de bafala foram observados 54 clusters que
apresentam o mesmo padrdo de RAPD. As chaves representam as cepas agrupadas com mais
de 90 % de similaridade (Figura 4). Dentre o padrdo observado, baseados nos polimorfismos
das bandas, seis clusters sdo representados por cepas isoladas de diferentes dias de estocagem
e de diferentes coletas. O Anexo 10 mostra o agrupamento das amostras nos clusters e a
origem das amostras.

Segundo Ben Amor e colaboradores (2007), a técnica de RAPD é amplamente
utilizada para estimar a ecologia microbiana presente em queijos, permitindo a diferenciacéo
entre as especies, ou mesmo, entre as linhagens da mesma espécie. Este € considerado um
método confiavel para discernir entre as espécies starter e ndo starter de queijo ou monitorar

mudancas na comunidade de BAL durante a fermentacdo e estocagem do queijo.
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Apesar de ser uma técnica simples e eficiente, a reprodutibilidade da técnica de RAPD
é importante, e sua padronizacdo deve ser considerada, uma vez que se trata de uma técnica
sensivel a variacBes, como temperatura e qualidade do DNA (BEN AMOR; VAUGHAN; DE
VOS, 2007).

A reprodutibilidade do método utilizado foi observada pela repeticdo do polimorfismo
das bandas nos géis da reacdo de PCR das amostras (Figura 3). Importante observar também
que as espécies de L. fermentum e L. delbrueckii identificadas (Figura 4), se encontram
préximas filogeneticamente no dendrograma, evidenciando o mesmo perfil de fragmentos de
DNA para as espeécies intimamente relacionadas.

Usando a técnica de RAPD, cepas de Lactobacillus e Strepetococcus. termofilicos
foram identificados em queijo Mussarela fabricado com leite bubalino e bovino (MOREA et
al., 1998). Assim como cepas de S. thermophillus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus foram
detectadas durante o processo de fabricacdo de queijo Mussarela e outros queijos de massa
filada (BARUZZ]I et al., 2000).

Varios estudos usaram a técnica de RAPD para identificacdo de BAL em queijos. Uma
diversidade de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis foi detectada em queijos duros e semi-
duros (GIRAFFA et al., 2003). Da mesma forma, uma heterogeneidade de espécies de
Lactobacillus kefir e Lactobacillus paracasei foi detectada em ricotta (BARUZZI et al., 2000)
e uma variedade de Lactococcus ssp. presente em queijo Mussarela foi identificada por Morea
e colaboradores (1999). Esta técnica tambem foi utilizada para identificar a diversidade de
Leuconostoc presentes em queijos frescos (PEREZ et al., 2003) e demais produtos lacteos
(MOSCHETTI et al., 2000) e no estudo da biodiversidade de S. thermophilus de diferentes

fontes (LAZZI et al., 2009).
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Em um estudo comparativo realizado por Roy e colaboradores (2000), a técnica de
RAPD foi a mais adequada para a discriminacdo entre linhagens de L. gallinarum e L.
helveticus.

Coppola e colaboradores (2006) analisaram padrées de RAPD-PCR de espécies de L.
lactis isolados do leite in-natura, da coalhada ¢ do queijo “Fior di latte”. Cinco biotipos foram
isolados do leite in-natura e persistiram até o produto acabado.

Uma grande diversidade de especie de BAL foi identificada. Dentre elas Lactobacillus
mesofilos (L. plantarum e Lactobacillus casei subsp. casei) e termofilos (L. helveticus, L.
delbrueckii subsp. lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus e Lactobacillus fermentum), assim
como Streptococcus (S. thermophilus) e Enterococuus (Enterococcus durans, Enterococcus

faecium, Enterococcus faecalis e Enterococcus sp.) (DE ANGILES et al., 2008).

5.3.2 - Sequenciamento da regido 16S rRNA.

Dez culturas isoladas do queijo Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem foram
submetidas ao sequenciamento da regido 16S rRNA, aquelas representativas da dindmica
populacional pertencentes aos diferentes clusters e/ou culturas que apresentavam similaridade
menor que 90 % no dendograma.

As sequéncias do gene 16s rRNA das culturas foram comparadas com as sequéncias

depositadas no banco de dados GenBank (National Center for Biotechnology Information —

NCBI) (HTTP:// www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. Foi possivel a identificacdo de 6 culturas:
Lactobacillus fermentum, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus bulgaricus subsp.
delbrueckii e Lactobacillus casei (Tabela 5). Quatro culturas ndo apresentaram similaridade

significativa com o banco de dados.
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Tabela 5 - Similaridade (%) e codigo de acesso das sequéncias depositadas no banco
de dados GenBank (National Center for Biotechnology Information — NCBI) das culturas
isoladas do queijo Mussarela de bdfala com 28 dias de estocagem e identificadas a partir do

sequenciamento de 500 pb do gene 16S rRNA.

Codificacéo Culturas Similaridade Codigo de acesso
37 Lactobacillus casei 97% HQ293094.1
41 Lactobacillus fermentum 99% HQ008219.1
42 Lactobacillus fermentum 98% HQ293047.2
55 Leuconostoc mesenteroides 97% AB593362.1
57 Lactobacillus delb. subsp. bulgaricus 97% HQ293055.1
76 Lactobacillus delbrueckii 98% AB289094.1

As culturas acido-laticas isoladas do queijo Mussarela de bufala com 28 dias de
estocagem apresentaram elevada similaridade com as sequéncias depositadas no banco de
dados, mostrando que as técnicas genotipicas utilizadas permitiram a identificacdo com exito.

Segundo Botina e colaboradores (2006), o gene 16S rRNA traz informacgdes de
diferencas relativamente pequenas entre as espécies. As estimativas de similaridade do gene
ribossomal podem ser obtidas para subespécies correspondendo a homologias do gene 16S
rRNA de sequéncias ndo inferior a 97 %.

Segundo Ogier e colaboradores (2002), BAL pertencentes aos géneros de
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus e Streptococcus foram

isolados de diversos produtos lacteos e identificados a partir do sequenciamento da regido
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ribossomal conservada do gene 16S rRNA.

A associacdo natural de BAL no queijo Mussarela de bufala imerso ao soro foi
investigada por Coppola e colaboradores (1988, 1990), porém com poucas informacgdes sobre
a microbiota latica envolvida. Sobretudo, cepas de Lactobacillus ssp. pertencentes a espécies
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Lactobacillus fermentum e cocos como Streptococcus thermophilus,
Lactococcus ssp., Leuconostoc mesenteroides, assim como Enterococcus faecalis tém sido
encontrados nesse queijo (ERCOLINI et al., 2001b; ERCOLINI, 2004).

Os Lactobacilos constituem o grupo de BAL mais representativo entre 0S grupos
presentes em leite e seus derivados. O L. fermentum estd presente em varios produtos
(CHERIGUENE et al., 2007), como os queijos, fazendo parte do processo tecnoldgico, ou
mesmo em outros derivados lacteos fermentados, associados as propriedades terapéuticas
(KLAYRAUNG, OKONOGI, 2009).

Cepas de Lactobacillus ssp. homofermentativos e heterofermentativos foram isoladas
de amostras coletadas durante o processamento do queijo Mussarela de bufala e identificadas
usando a técnica de RAPD e sequenciamento do gene 16S rRNA. No entanto, L. fermentum
7542 representou 96,5 % no total de lactobacilos encontrados (MOREA et al., 1998). Em uma
pesquisa realizada por Ercolini e colaboradores (2001b), essa espécie foi isolada de amostras
de queijo Mussarela de bufala, cultivada em meio M17, mas ndo em meio MRS, que é proprio
para 0 género. Neste trabalho, as culturas 41 e 42 ambas identificadas como Lactobacillus
fermentum, foram isoladas do meio MRS.

De forma semelhante ao observado no laticinio B, cepas de Lactobacillus casei foram

identificadas usando o sequienciamento do gene 16S rRNA em amostras da coalhada, do soro
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durante o processo de fabricacdo (Morea et al., 1998) e do queijo Mussarela de bufala
(COPPOLA, 2001

Cepas Lactobacillus delbrueckii identificadas pelo sequenciamento da regido 16S
rRNA foram isoladas de queijos de massa filada tipo provolone e de iogurtes (GIRAFFA et
al., 2003). Segundo Singh e colaboradores (2008), Lactobacillus delbrueckii é o terceiro
grupo mais importante entre os Lactobacillus ssp. e tem sido identificados com alto grau de
homologia pelo sequenciamento do gene 16S rRNA (VANDAMME et al., 1996). Este grupo
é representado por subspecies muito semelhantes entre si: L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus e L. delbrueckii subsp. lactis, sendo as duas ultimas comumente
utilizadas como iniciadoras para a fermentacéo dos produtos lacteos.

O género Leuconostoc também é importante para producdo de derivados lacteos.
Apesar de sua pequena habilidade acidificante e proteolitica, é usado nos produtos lacteos
como coadjuvantes para a producdo de aromas (HASSAN; FRANK, 2001). As espécies deste
género capazes de utilizar o citrato sdo amplamente encontradas em derivados lacteos, como
0s queijos (SAVIOKI; INGMER; VARMANEN, 2006). Cepas de Leuconostoc
mesenteroides foram isoladas de queijo Mussarela de bufala, e identificadas através do
sequenciamento do gene 16S rRNA em pesquisa realizada por Morea e colaboradores (1999).
Esta cultura representou mais de 70 % dos micro-organismos isolados de soro fermento usado

na elaboracédo desse produto (VILLANI et al., 2008).
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5.4 - Cinética de acidificacéo

Na determinacdo da atividade acidificante, vinte culturas acido-laticas isoladas do
queijo Mussarela de bufala com vinte e oito dias de estocagem foram avaliadas. As culturas
isoladas atingiram a velocidade maxima de acidificacdo entre 20 min e 18 h 50 min do inicio
da fermentacdo, com valores de velocidade maxima entre 0,005 a 0,0305 unidades de pH/min.
O tempo necessario para atingir o pH 5,0 variou de 4 h 50 min a 60 h de fermentacéo, sendo
que, em geral, as espécies termofilicas acidificaram o leite mais rapidamente que as
mesofilicas (Tabela 6). As culturas acido-laticas comerciais (controles) apresentaram valores
de velocidade méxima de acidificacdo entre 2 h 50 min e 20 h 50 min, e tempo de
fermentacao entre 3 h e 32 h 30 min para Streptococcus thermophilus (STM5) e Lactobacillus
casei (LC-1 Chr. Hansen), respectivamente. As curvas de acidificacdo das culturas isoladas e
dos controles estdo ilustradas nas Figuras 5 e 6. Estas culturas acido-laticas foram
classificadas como lentas (70 %), entre mesdfilas e termdéfilas, como rapidas (20 %) e médias
(10 %), para ambas as culturas termofilicas.

As curvas de acidificacdo das BAL isoladas e dos controles. Foi possivel observar
maior variacdo no valor de pH durante o periodo de fermentacédo até atingir pH 5,0 para as
culturas 5, 34, 55, 14 e 56. Estas variacGes sdo relacionadas a sensibilidade do eletrodo e do
resgistrador de dados.

Dois aspectos importantes a serem considerados para a fermentacdo de produtos
lacteos é a velocidade de acidificacdo e a intensidade de producéo de &cidos (MAURICIO,
2003). A quantidade de acidos produzidos por algumas espécies de Lactobacillus é maior em
relacdo a outras comercialmente usadas, como as espécies de Streptococcus. Entretanto, na

temperatura 6tima de cultivo, as espécies termofilicas acidificam o leite mais rapidamente que
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as espécies mesofilicas, e na forma de culturas puras, os Streptococuus ssp. normalmente sdo
mais rapidos que os Lactobacillus ssp.

O controle Streptococcus thermophilus (STM5) € comumente usado como cultura
starter na elaboracdo do queijo Mussarela. A cepa 20 tem bom potencial para esta finalidade,
uma vez que apresentou perfil de acidificacdo préximo ao controle, nas mesmas condi¢des de
cultivo. As cepas 5, 26 e 29 também podem ser consideradas boas para a elaboracdo do queijo
Mussarela de bufala, uma vez que foram classificadas como rapidas, sendo interessantes para

a fabricacdo deste queijo.
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Tabela 6 - Cinética de acidificacdo das culturas acido-laticas isoladas do queijo Mussarela e comerciais.

Amostras Culturas Meic_m de UEC. mL_l ) pl—_| TpHS Vméx(pH/min) TVmax T aph=0,4 Classificacao
cultivo inicial

3 Cocos M17 76%10 6,24 11h 0,007 7h40min 7h150min Lento
5 Cocos M17 76x10 6,10 8h40min 0,008 4h20min 3h Rapido
14 Cocos M17 1,2 x 10Y7 6,28 25h30min 0,008 5h50min 6h20min Lento
17 Cocos M17 1,6 x 10 6,26 12h30min 0,0055 2h10min 5h20min Lento
20 Cocos M17 12x10° 5,95 4h50min 0,0126 20min 1h Rapido
25 Cocos M17 1,9 x 10* 6,24 17h40min 0,0045 12h 6h Lento
26 Cocos M17 15x10° 6,28 6h20min 0,249 1h50min 2h10min Rapido
28 Cocos M17 10x10 6,29 10h40min 0,0055 5h30min 3h20min Médio
29 Cocos M17 1,4 x 10% 6,03 8h40min 0,011 6h10min 3h Répido
65 Bacilos M17 4,0 x10% 6,02 10h50min 0,007 9h50min 6h Lento
68 Cocos M17 6,0 x 10° 6,21 10h50min 0,006 20min 3h30min Médio

Controle S. thermophilus M17 1,9 x 10® 6,07 3h10min 0,013 2h50min 1h30min Rapido
34 Bacilos MRS 4,0 x 108 6,08 60h 0,0266 15h10min 22h Lento
35 Bacilos MRS 4,0 x 108 6,25 41h10min 0,005 2h10min 20h10min Lento
37 L. casei MRS 1,5 x 10% 6,22 31h 0,007 13h50min 13h30min Lento
42 L. fermentum MRS 6,0 x 108 6,17 33h50min 0,0305 18h50min 25h10min Lento
55 L. mesenteroides MRS 25%10 6,46 24h20min 0,009 18h30min 17h Lento
56 Bacilos MRS 4,2 x 108 6,30 36h30min 0,014 11h40min 21h20min Lento
57 L. delb. subsp. bulgaricus MRS 43 x 104" 6,09 18h20min 0,0115 14h50min 13h Lento
76 L. delbrueckii MRS 8,0 x 10 6,15 15h30min 0,007 7h50min 7h50min Lento
78 Cocos MRS 28%10 6,36 16h 0,0065 30min 5h20min Lento

Controle L. casei MRS 4,0 x 10° 6,15 32h30min 0,08 20h50min 17h20min Lento

Médida da duplicata.Tps - tempo necessario para atingir pH5,0; Vax (PH/min) - velocidade maxima atingida; Tymax - tempo necessario para atingir a velocidade maxima; T,n=4 - tempo

necessario para atingir a diferenga de 0,4 unidades de pH com relagdo ao pH inicial.
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Figura 5 — Curvas de acidificagdo das culturas mesdfilas isoladas do queijo Mussarela de bdfala com
28 dias de estocagem, cultivas em agar MRS. As culturas fermentaram o leite de bufala até atingir o

pH 5,0. A cepa comercial Lactobacillus casei (LC-1 Chr. Hansen) foi usada como controle.
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Figura 6 — Curvas de acidificagdo das culturas termofilas isoladas do queijo Mussarela de bdfala
com 28 dias de estocagem, cultivas em agar M17. As culturas fermentaram o leite de bufala até
atingir o pH 5,0. A cepa comercial Streptococcus thermophilus (STM5, Fundacdo André Tosello) foi

usada como controle.
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A escolha de uma cultura rapida para a fabricacdo do queijo Mussarela €
fundamentada na necessidade da rapida obtencdo do pH ideal para a filagem (4,9 a 5,2),
visando diminuir a0 maximo a sinérese durante a fermentacdo e garantir a consisténcia
adequada do produto (MAURICIO, 2003).

As cepas 37 (Lactobacillus casei) e 42 (Lactobacillus fermentum) obtiveram tempo
necessario para atingir pH 5,0 préximo ao do controle Lactobacillus casei (LC-1 Chr.
Hansen), assim, estas culturas mesofilicas apresentam potencial para aplicacdo industrial na
elaboracdo de leites fermentados, ou como culturas adjuntas para a elaboracédo de queijos.

Lactobacillus casei geralmente esta presente na elaboragdo de iogurtes pela sua funcédo
probidtica. Frequentemente estd associado a fermentacdo secundaria durante a maturacdo de
alguns queijos, como o queijo Cheddar (BERESFORD E WILLIAMS, 2004), ou presentes
como NSLAB compondo as culturas laticas artesanais (CROW et al., 2001).

Em diferentes variedades de queijos, elaborados com leite in-natura ou pasteurizado, a
classe dominante de NSLB séo lactobacilos facultativos homofermentativos, especialmente
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus curvatus, e estritos
heterofermentativos, particularmente Lactobacillus brevis, sendo encontrado em menor
quantidade (BERESFORD; WILLIAMS, 2004).

Cepas de Lactobacillus fermentum s&o encontradas com menor frequéncia no
processo de fermentacdo de queijos, pois podem produzir sabores indesejaveis e gases durante
0 periodo de maturacdo (BERESFORD; WILLIAMS, 2004).

Cepas de Lactobacillus ssp. isoladas de queijos foram classificadas como rapidas no
trabalho realizado por Ayad e colaboradores (2004), diferindo dos perfis de fermentacéo
encontrados para Lactobacillus ssp. isolados do queijo Mussarela de bufala. Por outro lado,

cepas de Leuconostoc mesenteroides foram isoladas e classificadas como lentas (Ayad et al.,
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2004), semelhantes ao perfil de acidificacdo do Leuconostoc mesenteroides (cultura 55),
isolado experimentalmente.

Linhagens de Lactobacillus delbrueckii cultivadas a 42 °C foram classificadas como
rapidas por Ayad e colaboradores (2004), sendo esta a temperatura 6tima de crescimento para
a espécie, enquanto a cultura 76, isolada do queijo Mussarela de budfala e identificada como
Lactobacillus delbrueckii foi classificada como lenta, sendo cultivada a 30 °C.

O potencial das cepas para utilizacdo na producdo de queijos se da tanto em funcédo da
temperatura 6tima de crescimento do micro-organismo, quanto as diferencas entre as cepas de
mesma espécie (MAURICIO, 2003).

A cultura 57, identificada como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus é
classificada como lenta, mas acidificou o leite rapidamente no final da fermentacdo. Segundo
Saccaro e colaboradores (2009), essa espécie é responsavel pela pos-acidificacdo em leites
fermentados. Em geral, em leites fermentados, como os iogurtes, utilizando co-culturas de S.
thermophilus e L. bulgaricus, a fermentacdo € rapida até atingir pH 4,5. Neste caso, ha uma
protocoperacdo entre as espécies (SACCARO, 2008), onde L. bulgaricus hidrolisa as
proteinas do leite liberando aminoacidos para o desenvolvimento de S. thermphilus.

A reducdo do pH no inicio da fermentacdo tem importancia crucial para a fabricagao
de queijos, uma vez que € essencial para a coagulacdo e reducdo da microbiota contaminante
(AYAD et al., 2004; ARAUJO, 2008). Assim, cepas classificadas como rapidas s&o utilizadas
como starters (BRIGGILER-MARCO; CAPRA; QUIBERONI, 2007), enquanto as lentas e
médias podem ser utilizadas como parte de culturas secundarias, uma vez que a atividade
acidificante excessiva pode causar acidificacdo exagerada do coagulo e alterar o teor de
umidade do queijo (CROW et al.,, 2001). Além disso, por causa da baixa atividade

acidificante, as cepas mais lentas podem ser combinadas com cepas comerciais para o preparo
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de culturas starters definidas (AYAD et al., 2000). Assim, no caso de utilizar culturas mistas

para a fabricacdo de queijo Mussarela, o ideal é utilizar o minimo necessario para a obtencéo

do pH desejado no tempo requerido (MAURICIO, 2003).

5.4.1 Determinacdo da atividade proteolitica

As culturas isoladas do queijo Mussarela de bdfala com 28 dias de estocagem

apresentaram halo de hidrolise em agar leite, com excecdo da cultura mesofilica 78 (Tabela

7).

Tabela 7 - Atividade proteolitica das culturas &cido-laticas isoladas do queijo

Mussarela de bufala.

Codificacao da Cultura Meio de Cultivo Diametro do halo

cultura Mm
3 Cocos M17 10,66
5 Cocos M17 14,50
14 Cocos M17 13,83
17 Cocos M17 10,50
20 Cocos M17 12,66
25 Cocos M17 12,50
26 Cocos M17 13,66
28 Cocos M17 11,33
29 Cocos M17 12,00
65 Bacilos M17 17,83
68 Cocos M17 15,50
34 Bacilos MRS 14,16
35 Bacilos MRS 17,50
37 L. casei MRS 16,16
42 L. fermentum MRS 19,66
55 L. mesenteroides MRS 11,16
56 Bacilos MRS 12,00
57 L. delb. subsp. bulgaricus MRS 11,66
76 L. delbrueckii MRS 12,66
78 Cocos MRS Né&o formou halo

Média de duplicata.
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A Figura 7 ilustra a formacdo de halo de hidrélise das culturas &cido-laticas

proteoliticas isoladas do queijo Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem.

Figura 7 - Formacéo de halo de hidrdlise por culturas acido-laticas proteoliticas.

O diametro do halo de hidrélise em &gar leite representando a atividade proteolitica
das culturas variou entre 10,55 e 19,66 mm. Para cocos termdfilos e bacilo mesofilo
identificado como Lactobacillus fermentum, respectivamente.

De acordo com EI-Gaish e colaboradores (2010), o agar leite é um meio eficaz e
rapido para detectar a atividade das proteases extracelulares produzidas por BAL. Assim, a
atividade destas enzimas resulta na formagé&o de halo de hidrélise ao redor da cepa inoculada.

A cultura 42, identificada como Lactobacillus fermentum, apresentou o maior halo de
hidrolise entre as culturas isoladas neste trabalho, indicando uma maior atividade proteolitica.

Segundo El-Gaish e colaboradores (2010), a cepa de Lactobacillus fermentum IFO

3656 isolada de queijo, apresentou alta atividade proteolitica, mostrando um potencial de
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hidrolise de 73 % da caseina total, sendo a B-caseina a mais hidrolisada revelada por SDS-
PAGE.

A capacidade de produzir proteases extracelulares é uma caracteristica muito
importante de BAL (EL-GAISH et al., 2010). Estas proteases catalisam a hidrélise das
proteinas do leite, fornecendo os aminoacidos essenciais para o seu crescimento (FIRA et al.,
2001) e, consequentemente, altera a textura, sabor e aromas dos produtos fermentados
(McSWEENEY; SOUSA, 2000; SHIHATA; SHAH, 2000).

No trabalho realizado por Franciosi e colaboradores (2008), o objetivo foi de formar
culturas secundarias adjuntas (SAC) vinculada as caracteristicas do produto final. As culturas
NSLAB foram isoladas e caracterizadas pela capacidade acidificante e proteolitica. Desta
forma, NSLAB com baixo potencial para acidificacdo e alta atividade proteolitica foram
indicadas para compor estas culturas secundarias. Assim, as culturas que nao apresentam alta
atividade acidificante durante a fermentacdo, como as culturas 42 (L. fermentum) e 65, ambas
isoladas do queijo Mussarela de bdfala, podem serem indicadas para a fabricacdo de produtos
lacteos por sua elevada atividade proteolitica.

Cepas distintas de lactobacilos presentes em queijos influenciam na producdo de
compostos volateis resultante da atividade proteolitica (KLAYRAUNG et al., 2009).

Segundo Beresford e colaboradores (2004), em queijos, a protedlise primaria é
efetuada pela adicdo da quimosina e enzimas enddgenas presentes no leite enquanto pequenos
peptideos e aminoacidos livres sdo liberados a partir da acdo de BAL proteoliticas como
protedlise secundéaria. Entretanto, a proteolise secundaria contribui diretamente para o
desenvolvimento de flavours nos queijos, principalmente pela liberacdo de aminoacidos

precursores de aromas (YVON, 2006). Durante o periodo de maturacdo, a reacdo bioquimica
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de protedlise é responsavel pelas alteracbes de textura e sabor do requeijdo e de queijos
maturados (SHIHATA e SHAH 2000).

De acordo com Gerningon e colaboradores (2009), lactobacilos termofilos tém
atividade proteolitica mais intensa que cocos termofilos, conforme observado neste trabalho.
A cultura 65 (bacilo termofilo) isolada do queijo Mussarela de bufala apresentou halo de
hidrolise maior que os cocos termofilos.

Entre os lactobacilos termofilos, L. helveticus € o mais proteolitico, seguido do L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ou L. delbrueckii subsp. lactis (GERNINGON; SCHUCK;
JEANTET, 2009). Lactobaciluus delbrueckii subsp. bulgaricus codifica uma variedade de
enzimas capazes de hidrolisar as proteinas do leite (LIU et al., 2010). O conjunto destas
enzimas o classifica como BAL proteolitica, podendo ser indicado para a producdo de
iogurtes, em co-cultura com S. thermophilus (SIEUWERTS et al., 2008). Também pode ser
utilizado como cultura starter na producdo de diversos produtos lacteos apresentando alta
importancia econdmica (DE DEA LINDNER, 2008).

A cultura 55, identificada como L. mesenteroides apresenta baixa atividade
proteolitica, indicada pela formacdo do halo de hidrélise em agar leite, conforme relatado por
Gongalvez (2009). O genoma deste micro-organismo codifica poucas enzimas proteoliticas,
sendo que, linhagens desta espécie podem ou ndo expressar proteases extracelulares,
dependendo da cepa (LIU et al., 2010). Em um trabalho realizado por GONZALEZ e
colaboradores (2010), cepas de Leuconostoc GE 2002 apresentaram alta atividade proteolitica
enquanto Leuconostoc GE 2068 apresentaram baixas.

A cultura 37, identificada como L. casei apresentou atividade proteolitica
intermediaria. Espécies de Lactobacilos, como L. casei, utilizadas como bactérias probioticas,

possuem diversas enzimas proteoliticas e peptidoliticas com potencial para a hidrolise das
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proteinas presentes no leite. L. casei subsp. paracasei sdo capazes de produzir
aminopeptidases as quais possuem importante papel na hidrolise de peptideos precursores de
gosto amargo. Além disso, cepas com alta atividade de aminopeptidase podem aumentar a
protetlise e melhorar o aroma dos queijos (GONZALEZ et al, 2010).

De acordo com Morea et al (1998), cepas de L. casei subsp. casei apresentam
potencial proteolitico para a producdo de queijo Mussarela de bafala. Assim, a cultura 37 (L.
casei) isolada neste trabalho, que apresentou potencial proteolitico em agar leite, pode ser
indicada como cultura adjunta para a producéo deste queijo.

Cepas distintas de Lactobacillus casei apresentam atividade proteolitica com variacfes
significativas. Em um trabalho realizado por Guo et al. (2009), L. casei Shirota apresentou
alta atividade proteolitica em um processo de fermentacdo de 24 h, enquanto L. casei
rhamnosus apresentou baixa atividade, resultando na formacdo de 13,89 mmol/L e 2,247
mmol/L de aminoacidos livres, respectivamente.

A proteolise promovida pelas enzimas produzidas por BAL em derivados lacteos,
como queijos e iogurtes, € um processo desejavel (EL-GAISH et al., 2010). Adicionalmente,
além da producdo de caracteristicas sensoriais, alguns peptidios formados podem ser
considerados bioativos com funcdo analgésica, anticarcinogénica e anti-hipertensivos

(SMACCHI; GOBBETT], 2000).
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5.4.2 - Utilizacéo de citrato

Foi analisada a capacidade de metabolizar citrato pelas culturas isoladas do queijo
Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem. Todas as culturas testadas apresentaram a
capacidade de utilizarem o citrato. Um exemplo do cultivo das BAL esté ilustrado na Figura

8.

Figura 8 - Imagem representando o cultivo de bactérias acido-laticas capazes de utilizar o

citrato.

As BAL capazes de utilizar o citrato apresentam interesse industrial para a fabricacdo
de produtos que requeiram aromas e sabores particulares (MARTINEZ, 2005). Desta forma,
as cepas isoladas do queijo Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem, capazes de utilizar
citrato, podem ser empregadas para a producdo de aromas na fabricacdo de produtos
fermentados.

Apesar de o citrato estar presente em baixos niveis no leite, este é o precursor de
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varios compostos aromaticos importantes de algumas variedades de queijo (MARTINEZ,
2005). A metabolizacdo do citrato pelas BAL (Figura 1, pag 40) pode resultar na producao de
compostos como o acetato, formato, etanol, acetaldeido, acetoina, 2,3-butanediol, diacetil e
dioxido de carbono.

Estes compostos contribuem para o desenvolvimento do flavour em alimentos
fermentados e sdo produzidos em diferentes quantidades de acordo com a espécie e/ou a cepa,
permitindo que a comunidade de BAL influencie significativamente na qualidade do produto
(MAURIELLO et al., 2001).

O citrato pode ser metabolizado pelas bactérias homo e heterofermentativas.
Entretanto, algumas BAL homofermentativas sdo capazes de produzir CO; a partir do uso de
citrato. O CO, produzido pode ser responsavel pela formacdo de olhaduras desejaveis em
alguns queijos holandeses. Entranto, pode afetar negativamente a textura de outras variedades
de queijos (MARTINEZ, 2005).

A capacidade de metabolizar o citrato é amplamente disseminada entre as bactérias
acido-laticas, tais como Lactococcus lactis, Leuconostoc spp., Lactobacillus casei, L.
plantarum, L. rhamnosus, Enterococcus faecalis, E. faecium e Oenococcus oeni e espécies do
género estreptococos, como Streptococcus lactis subsp. diacetylactis (VANINGELGEM et
al., 2006).

De acordo com Hemme e Foucaud-Scheunemann (2004), as culturas mistas de BAL
mesofilas utilizadas como starters no processo de fermentagdo de varios queijos séo
compostas por cepas de L. lactis subsp. lactis e subsp. cremoris, responsaveis pela
acidificacdo, e por cepas fermentadoras de citrato como L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis e/ou espécies do género Leuconostoc, responsaveis pela producdo de aromas.

Segundo Martinez (2005), um dos principais papeis dos Leuconostoc ssp. em produtos
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fermentados é a producdo de aromas como diacetil e acetato.

Algumas espeécies do género Enterococos também sdo capazes de metabolizar citrato
(CENTENO et al., 1996; ARAUJO, 2003) produzindo os compostos acetaldeido e acetoina
(COPPOLA et al., 1988; PARENTE et al., 1998). Segundo Williams e colaboradores (2000),
é provavel que o citrato seja catabolizado por culturas de Lactobacillus ssp. ndo starters

embora ndo seja utilizado como fonte de energia por estes microrganismos.

5.4.3- Producdo de compostos volateis

As culturas de BAL isoladas do queijo Mussarela de buafala, utilizadas na

fermentacdo do leite de bufala foram capazes de produzir os compostos volateis:

acetona, acetaldeido, etanol, 3-metil-1-butanol, 3-hiroxi-2-butanona, acido acético, além de

varios outros compostos nédo identificados pelos padrdes utilizados (Tabela 8).
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Tabela 8 - Compostos volateis produzidos pelas bactérias acido-laticas isoladas do

queijo Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem.

Codificacéo da Cultura Meio de Compostos produzidos
cultura Cultivo

3 Cocos M17 3-metil-1-butanol
5 Cocos M17 NI
14 Cocos M17 NI
17 Cocos M17 Acetona
20 Cocos M17 NI
25 Cocos M17 acetaldeido, acetona, etanol + NI
26 Cocos M17 NI
28 Cocos M17 3-hidroxi-2-butanona
29 Cocos M17 acetona, etanol
65 Bacilos M17 NI
68 Cocos M17 NI
34 Bacilos MRS acetaldeido, acetona + NI
35 Bacilos MRS acetaldeido, acetona + NI
37 L. casei MRS NI
42 L. fermentum MRS NI
55 L. mesenteroides MRS acido — acético + NI
56 Bacilos MRS acetaldeido, acetona, etanol
57 L. delb.subsp. bulgaricus MRS NI
76 L. delbrueckii MRS acetaldeido, acetona
78 coCos MRS NI

(NI) Compostos ndo identificados pelos padrdes utilizados.

As Figuras de 9-12 ilustram o perfil de compostos volateis produzidos pelas culturas

isoladas. Houve muita variacdo entre os cromatogramas obtidos, demonstrando variacdo na

conversdo de compostos presentes no leite em compostos de aroma.
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Figura 9 - Cromatograma representando os compostos produzidos pela cultura 3 isolada do

queijo Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem.
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Figura 10 - Cromatograma representando os compostos produzidos pela cultura 25 isolada do

queijo Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem.
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Figura 11 - Cromatograma representando os compostos produzidos pela cultura 28 isolada do

queijo Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem.
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Figura 12 - Cromatograma representando o0s compostos produzidos pela cultura 55
(Leuconostoc mesenteroides) isolada do queijo Mussarela de bufala com 28 dias de

estocagem.
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Figura 13 - Cromatograma representando o0s compostos produzidos pela cultura 76

(Lactobacillus delbrueckii) isolada do queijo Mussarela de bufala com 28 dias de estocagem.

Segundo Mauricio (2003), os principais compostos volateis produzidos por BAL séo:
acido formico, etanol, acido acético, diacetil, acetoina e acetaldeido. Entretanto, dentre as
BAL importantes para a producdo de compostos aromaticos Lactococcus lactis subsp. lactis
var. diacetylactis e 0 Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris se destacam. Estas podem

produzir grandes quantidades de diacetil e acetaldeido.

106



A formacgdo dos compostos volateis precursores de aromas pode ocorrer a partir do
metabolismo da lactose, citrato, gorduras e da caseina presente no leite. Entretanto, BAL
utilizada durante a fermentacao de produtos lacteos é a principal fonte de enzimas envolvidas
na formacéo destes compostos. Portanto, BAL starters, tais como Lactococcus lactis, espécies
de Lactobacillus e Streptococcus, Leuconostoc mesenteroides e alguns lactobacilos mesofilos
ndo starters sdo fontes de enzimas responsaveis pela formagdo de compostos flavourizantes
(SMIT; SMIT; ENGELS, 2005).

No caso da utilizacdo dos carboidratos (citrato e lactose) por BAL para a formacéao de
compostos volateis, um conjunto de enzimas esta envolvido, com a formacdo do piruvato, o
qual é posteriormente metabolizado por diferentes vias, podendo resultar em aromas
diferentes, tais como o diacetil, acetoina, acetaldeido, acido acético, alguns dos quais
contribuem para os tipicos sabores de iogurte e queijos (MAURICIO, 2003; SMIT; SMIT;
ENGELS, 2005).

As BAL lipoliticas hidrolisam as gorduras presentes no leite resultando na formacéo
de é&cidos graxos livres, que podem produzir compostos precursores de sabor, como
metilcetonas, &lcoois secundérios, ésteres e lactonas (SMIT; SMIT; ENGELS, 2005).
Entretanto, para um sabor especifico, as BAL proteoliticas convertem estes compostos e a
caseina em aminoacidos, resultando na formacao de varios alcoois, aldeidos, acidos, ésteres e
enxofre (CURTIN et al., 2005).

O acido acético e o etanol produzidos por BAL podem ser obtidos a partir da
fermentagdo da lactose (ENGELS et al.,1997; SILVA, MORENO; VAN DENDER 2006).

O etanol, composto produzido por cepas termofilas e mesofilas isoladas nesse
trabalho, pode fornecer o flavour de frutas e nozes, caracteristico de alguns queijos.

Entretanto, a presenca de etanol ndo contribui diretamente para o desenvolvimento de aromas,
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mas na formacdo de etil ésteres, responsaveis pelo aroma de queijos (RODRIGUEZ-
ALONSO; CENTENO et al., 2009).

Em queijos Parmesdo e Gruyére Suico, o acido acético produz sabor de vinagre,
contribuindo para a obtencédo do flavour caracteristico (ENGELS et al., 1997). Desta forma,
a cultura de Leuconostoc mesenteroides isolada do queijo Mussarela de bufala,
produtora de acido acético, apresenta potencial para a fabricacdo destes queijos.
Entretanto, os relatos da literatura ndo citam esse micro-organismo como produtor de &cido
acetico.

A presenca de alcoois, como 3-metil-1-butanol, produzido pela cultura 3 isolada neste
trabalho, resulta na producéo de odores alcodlicos e de frutas, podendo ser responsavel pelo
aroma de queijos frescos (THIERRY, MAILLARD, 2002). Este composto pode ser produzido
por espécies de Lactococcus e Streptococcus thermophilus, isoladas de diversos produtos
lacteos e formado pela reducéo do seu aldeido correspondente, derivado da leucina (MOIO et
al., 1993; ENGELS et al.,1997; MAURIELLO et al., 2001; MAURIELLO et al., 2003).

O acetaldeido estd presente em varios produtos lacteos e é responsavel pelo aroma
caracteristico do iogurte. Este aldeido é formado pela metabolizagdo primaria do etanol, na
rota de conversio a acido acético (MAURICIO, 2003). O S. thermophilus apresenta
capacidade de produzir até 4 mg/mL de acetaldeido.

De acordo como Mauricio (2003), cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis var.
diacetylactis também produzem quantidades significativas de acetaldeido. Na forma de
cultura pura, pode produzir excesso de acetaldeido, originando em aroma de iogurte nos
queijos. Assim, uma opcdo para equilibrar a quantidade de acetaldeido em queijos € a

associacdo de cepas de Ln. mesenteroides subsp. cremoris capazes de consumir o acetaldeido.
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Em queijos com aromas mais acentuados, como o0 parmesao, o Lactobacillus casei
subsp. rhamnosus deve ser usado como co-cultura, pois, além de melhorar as caracteristicas
sensoriais é possivel amenizar o escurecimento dos queijos por sua capacidade de metabolizar
acucares residuais (MAURICIO, 2003).

Segundo Rodriguez-Alonso, Centeno e Garabal, (2009), o composto 3-hidroxi 2-
butanona (acetoina) ¢ formado principalmente pelo metabolismo do citrato. Este composto,
assim como as demais cetonas, geralmente sdo requeridas pelas industrias lacteas,
proporcionando aroma agradavel em uma vasta gama de produtos lacteos, desempenhando
importante papel no aroma de queijos ndo maturados (BRUNO, CARVALHO, 2009). Assim,
a cepa termofilica isolada (cultura 28) produtora de acetoina e as outras cepas produtoras de
acetona (culturas 17, 25, 29, 34, 35, 56 e 76) podem ser utilizadas com este proposito na
industria de alimentos fermentados.

Em queijos semi-duros produzidos com leite de cabra, culturas mistas contendo L.
lactis subsp. lactis, L. casei subsp. casei, L. plantarum, L. mesenteroides subsp. dextranicum e
L. paramesenteroides apresentaram melhores atributos de sabor e aroma (Rodriguez et al.;
1997). O sabor do queijo Cheddar também foi mais acentuado com a adi¢do de Lactobacilos
ndo starters devido ao aumento da formacdo de alguns aminoacidos precursores de aromas
(LYNCH et al., 1996).

Drake e colaboradores (1999) mostraram que diferentes cepas de Lactobacillus ssp.
presentes em queijos influenciaram na producdo de diferentes compostos volateis,
provavelmente em funcao da atividade proteolitica de cada cultura.

Seefeldt e Weimer (2000) analisaram o0s niveis e tipos de compostos volateis
sulfurados produzidos por Lactococcos e de Lactobacilos a partir da metionina e observaram

diferencas entre as espécies e subespécies. Segundo Mauriello e colaboradores (2001),
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compostos volateis como 3-metil-1-butanol e 2-feniletanol foram produzidos por espécies

puras de Streptococcus thermophilus e Lactococcus.
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6 - CONCLUSAO

Para os dois laticinios as BAL termofilicas prevaleceram sobre as mesofilicas,
indicando que as culturas termofilicas sdo as principais envolvidas no processo de fabricacédo
do queijo Mussarela de bufala, assim como no periodo de estocagem. De maneira geral os
cocos termofilicos foram prevalentes.

As técnicas utilizadas para a identificacdo genotipica de BAL foram eficazes. A
técnica de RAPD demonstrou ser reprodutiva permitindo visualizar a complexa ecologia das
BAL presentes na matriz do queijo Mussarela de bufala por meio dos perfis dos amplicons e
dos clusters obtidos. O seqiienciamento do gene 16S rRNA permitiu a identificacdo das
culturas com boa similaridade daquelas depositadas no banco de dados.

As culturas laticas 20, 37, 42 e 55 apresentaram potencial para aplicacbes
tecnoldgicas, em funcdo de a atividade acidificante ser semelhante a de culturas comerciais.
As culturas laticas mesofilicas 5, 20, 26 e 29 acidificaram rapidamente o leite de bufala
durante o processo de fermentacdo. Portanto, apresentam potencial tecnoldgico como culturas
starters na fabricac@o de queijos e leites fermentados.

Todas as culturas apresentaram capacidade de utilizarem o citrato e producdo de
aromas. Com excecdo da cultura 78, todas as culturas apresentaram atividade proteolitica. De
maneira geral, as culturas isoladas podem ser utilizadas para a producdo flavours em
derivados lacteos.

A cultura 42, identificada como Lactobacillus fermentum e a cultura 65 apresentaram
alta atividade proteolitica, sendo indicadas para a fabricagdo de queijos maturados. De modo

geral, os bacilos apresentaram maior atividade proteolitica em relacdo aos cocos.
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ANEXQOS

Métodos Descricao Vantagens Desvantagens Amostras Referéncias
DGGE (PCR- DGGE - desnaturantes Estas técnicas permitem Diferencas nos resultados para Queijos JANY;
Denaturing Gradient quimicos em gel de 0 monitoramento das a amplificacéo da regido BARBIER,
Gel Electrophoresis) e acrilamida como gradiente de mudancas da variavel do gene 16S rRNA (2008);
TTGE (PCR- desnaturacéo linear a uma comunidade microbiana.  e/ou para ampliagdo da mesma POGACIC et al.
Temporal temperatura constante, entre regido com diferentes primers (2010);
Temperature Gradient 55 e 65°C; TTGE —a universais; Problemas com a RANTSIOU;
Electrophoresis) desnaturagdo é obtida pela reprodutibilidade para os CONCOLIN,
variagdo da temperatura ao amplicons na PCR; Dificil a (2006)
longo do tempo sem o uso de padronizagao do marcador.
produtos quimicos.
RT (reverse- RT-PCR-DGGE (baseado no Métodos utlizados para Sensibilidade do RNA e Queijos POGACIC et al.
transcribed) RNA) e PCR-DGGE estudos da dindmica problemas para a deteccdo da (2010)
(baseada no DNA). populacional microbiota minoritaria.
possibiltando saber os
grupos microbianos
ativos presentes nas
diferentes etapas e
periodos de maturagéo.
SSCP-PCR (Single- PCR usando gel de Permite o Problemas para a deteccédo da Queijos artesanais. FEURER et al.
Strand Conformation acrilamida ou um monitoramento da microbiota minoritaria. (2004)
Polymorphism-PCR) sequenciador automatizado complexa comunidade
com separacéo do gradiente microbiana em queijos
por capilaridade. Utiliza-se artesanais.
primers universais ou mesmo
primers para diferentes
regides do gene 16S rRNA.
FISH (Fluorescence in  Uso de sondas fluorescentes Permite verificar a Auto - custo. Queijos. POGACIC et al.
situ hybridization) marcadas que se hibridizam distribuicdo espacial dos (2010)
as partes do cromossomo em micro-organismos. E
que a seqiiéncia apresenta uma técnica capaz de
alto grau de similaridade. identificar e quantificar
0S micro-organismos.
gPCR (real time PCR) Monitoramento da Répido, sensivel e Sensibilidade do RNA. Queijos e iogurtes. ZAGO et al.
amplificacdo do DNA alvo quantitativo. Possibilita a (2009)
em tempo real. O gPCR detecgéo do produto da
PCR sem a necessidade
de um pds-
processamento, COmo
PCR em gel ou
eletroforese capilar.
T-RFLP (Terminal T-RFLP - Técnica baseada Métodos rapidos, Dificuldade para estimar o logurtes e queijos RANDAZZO;
Restriction Fragment nas variaveis do gene 16S sensiveis e reprodutivos, numero de espécies presentes recém processados CAGGIA;
Length rRNA, analisando o capazes de detectar a na amostra. e periodo de NEVIANI,
Polymorphism) e LH- polimorfismo de diferentes dindmica e as variagdes maturagao. (2009);
PCR (Length genes, usando enzimas de da comunidade POGACIC et al.
Heterogeneity PCR) restricdo. LH-PCR - Usa microbiana (2010)

enzima de restri¢do, com o
objetivo de distinguir
diferentes organismos com
base nas variagdes no
tamanho das seqtiéncias de
16S rRNA.

Anexo 1- Metodos independentes de cultivo utilizados para a identidicacao de bacterias acido-laticas.
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Anexo 2 - Avaliacdo dos micro-organismos viaveis, provenientes das amostras coletadas do
Laticinio A durante o processamento do queijo Mussarela de bufala e periodo de estocagem.
As amostras foram cultivadas em agar M17 acrescido de 10% de lactose e 10% de soro de
fabricacdo (M17s109%) em aerobiose, a 42°C por 48 horas. Os resultados estdo expressos por

log de UFC. mL™ para amostras liquidas e por log de UFC. g™* para as amostras sélidas.
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Anexo 3 - Avaliagdo dos micro-organismos vidveis, provenientes das amostras coletadas do
soro de conservacao no tempo zero e periodo de estocagem (Laticinio A). As amostras foram
cultivadas em agar M17 acrescido de 10% de lactose e 10% de soro de fabricagdo (M17s100)

em aerobiose, a 42°C por 48 horas. Os resultados est&o expressos por log de UFC. mL™
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Anexo 4 - Avaliagdo dos micro-organismos vidveis, provenientes das amostras coletadas do
Laticinio A durante o processamento do queijo Mussarela de bufala e periodo de estocagem.
As amostras foram cultivadas em agar MRS acidificado até pH 5,4, em anaerobiose, a 30°C
por 48 horas. Os resultados estdo expressos por log de UFC. mL™ para amostras liquidas e por

log de UFC. g™ para as amostras sélidas.
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Anexo 5 - Avaliacdo dos micro-organismos viaveis, provenientes das amostras coletadas
durante o processamento do queijo Mussarela de bufala e periodo de estocagem (Laticinio A).
As amostras foram cultivadas em agar MRS acidificado até pH 5,4, em anaerobiose, a 30°C

por 48 horas. Os resultados est&o expressos por log de UFC. mL™.
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Anexo 6 - Avaliacdo dos micro-organismos viaveis, provenientes das amostras coletadas do
Laticinio B durante o processamento do queijo Mussarela de bufala e periodo de estocagem.
As amostras foram cultivadas em agar M17 acrescido de 10% de lactose e 10% de soro de
fabricacdo (M17s109%) em aerobiose, a 42°C por 48 horas. Os resultados estdo expressos por

log de UFC. mL™ para amostras liquidas e por log de UFC. g™* para as amostras sélidas.
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Anexo 7 - Avaliacdo dos micro-organismos viaveis, provenientes das amostras coletadas do
soro de conservacdo no tempo zero e periodo de estocagem (Laticinio B). As amostras foram
cultivadas em agar M17 acrescido de 10% de lactose e 10% de soro de fabricacdo (M17s109)

em aerobiose, a 42°C por 48 horas. Os resultados est&o expressos por log de UFC. mL™.
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Anexo 8 - Avaliacdo dos micro-organismos viaveis, provenientes das amostras coletadas do
Laticinio B durante o processamento do queijo Mussarela de bafala e periodo de estocagem.
As amostras foram cultivadas em agar MRS acidificado até pH 5,4, em anaerobiose, a 30°C
por 48 horas. Os resultados estdo expressos por log de UFC. mL™ para amostras liquidas e por

log de UFC. g™ para as amostras sélidas.

150



N ~ 00 W

-
2
o 4 -
T
2 31

2 - =

Coleta 1
1= Coleta2
0 - Coleta 3
e "2 )
Qb\'b bﬁ’\% %b{b
PRe) R V
44 70 70
& e R
& & &
& & &
o) NS N\
< o o
A < <
& b@ b@
L o o

Y ‘10& 50\

Anexo 9 - Avaliacdo dos micro-organismos viaveis, provenientes das amostras coletadas
durante o processamento do queijo Mussarela de bufala e periodo de estocagem (Laticinio B).
As amostras foram cultivadas em agar MRS acidificado até pH 5,4, em anaerobiose, a 30°C

por 48 horas. Os resultados est&o expressos por log de UFC. mL™.
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Cluster Codificaclo da Amostra Meio de Cultivo Identificagdo das Amostras

Coleta Dia de Processamento
A 06 M17 1 RP
A 08 M17 1 RP
A 10 M17 3 RP
A 13 M17 1 14d
Al4 M17 1 28d
Al5 M17 3 RP
| A 18 M17 2 RP
A 19 M17 1 RP
A2l M17 1 28d
A22 M17 3 14d
A 20 M17 1 28d
A 05 M17 3 28
Al2 M17 1 RP
A?24 M17 3 RP
| A 59 MRS 2 28d
A 26 M17 1 28d
A 29 M17 2 28d
11 A 07 M17 2 RP
A 09 M17 2 RP
AV A 25 M17 2 28d
A58 MRS 2 28d
Vv A 67 M17 2 14d
AT70 M17 2 RP
VI A 02 M17 3 14d
A 04 M17 1 14d
Al7 M17 3 28d
AT79 M17 2 14d
A 69 M17 1 14d
VIl ATl M17 3 RP
AT2 M17 3 RP
A 46 MRS 1 14d
A 47 MRS 1 14d
A 68 M17 3 28d
VI A 42 L. fermentum MRS 3 28d
A 43 MRS 3 14d
A4l MRS 1 28d
A 32 MRS 3 14d
A8l MRS 1 14d
A 36 MRS 2 14d
A 40 MRS 3 14d
A 60 MRS 3 14d
AT73 M17 3 RP
AT4 M17 3 14d
A 35 MRS 2 28d
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Cluster Codificacdo da Amostra Meio de Cultivo Identificagdo das Amostras

Coleta Dia de Processamento
A 37 L. casei MRS 1 28d
A6l MRS 1 14d
IX A 38 MRS 3 RP
A48 MRS 2 RP
X A5l MRS 1 RP
Ab52 MRS 2 RP
A 80 MRS 1 RP
A 33 MRS 2 14d
A34 MRS 1 28d
A3l MRS 2 14d
A 63 MRS 2 14d
A 64 MRS 2 14d
X1 A54 MRS 1 28d
A 55 L. mesenteroides MRS 1 28d
Ad4 MRS 2 14d
AT8 MRS 1 28d
A16 M17 1 RP
A 53 MRS 2 14d
A01 M17 1 14d
A 23 M17 1 14d
A 30 MRS 1 14d
A 39 MRS 1 RP
A 66 MRS 1 14d
A 03 M17 3 28d
A 62 MRS 2 14d
All M17 3 RP
A 82 M17 3 RP
Xl A27 M17 2 28d
A28 M17 2 28d
A 56 MRS 3 28d
X1 A 49 MRS 3 RP
A 50 MRS 1 RP
A 57 L. delb. subsp. MRS 3 28d
bulgaricus
A 76 L. delbrueckii MRS 3 28d
A 45 MRS 3 14d
A 65 M17 3 28d
75 M17 2 14d
e M17 2 14d

*A — Amostra; RP — Queijo Mussarela recém processado; 14 d — Queijo Mussarela com 14

dias de processamento; 28 d — Queijo Mussarela com 28 dias de processamento

Anexo 10 - Coletas e culturas representadas pelos clusters no dendrograma.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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