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Apresentacao

Bactérias laticas sdo microrganismos associados a elaboracao de
diversos tipos de alimentos, destacando-se sua grande importancia na
producao de derivados de leite.

Apesar da disponibilidade de diversos fermentos laticos comerciais,
é constatado que, quando se deseja reproduzir um produto artesanal
atendendo as normas legais, muitas vezes o uso desses fermentos
laticos comerciais altera as caracteristicas originais do alimento
artesanal.

Assim, busca-se isolar de produtos artesanais microrganismos mais
adequados a fabricacao desses produtos e que contribuam para a
manutencao das caracteristicas sensoriais, além de garantirem a
qualidade do alimento e a seguranca microbioldgica dos consumidores.

Com esse objetivo, o presente documento apresenta um resumo e
discussao de técnicas Uteis empregadas na caracterizacado tecnolégica
de bactérias laticas, fundamentais para a selecao de microrganismos
que possam ser utilizados na elaboracao de fermentos laticos para
producao de alimentos.

Lucas Antonio de Sousa Leite
Chefe-Geral da Embrapa Agroinddstria Tropical
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Caracterizacao Tecnoldgica de
Bactérias Laticas Visando a
sua Aplicacao na Producao de
Fermentos Laticos

Laura Maria Bruno
Terezinha Feitosa Machado

Introducéo

Bactérias acido-laticas (BAL) sdo microrganismos Gram positivos que
nao produzem esporos, sao catalase-negativos, resistentes a acido,
com pH 6timo de crescimento entre 4,0 e 4,5 e temperaturas 6timas
de crescimento de 30 °C e 42 °C para espécies mesofilas e terméfilas,
respectivamente, podendo apresentar-se na forma de cocos ou bacilos
(SABO et al., 2014).

Esses microrganismos sao frequentemente utilizados na fermentacao
de alimentos. Contribuem para extensao da vida util do alimento, pela
diminuicdo do pH, ou ainda, pela producao, por algumas espécies, de
peptideos antagonistas contra outras bactérias. Devido ao acumulo
de acido, as BAL também modificam as propriedades reolégicas e
organolépticas dos produtos (MADERA et al., 2003).

Outra caracteristica das BAL € interferir na intensidade do sabor e
aroma dos alimentos fermentados. Em queijos, por exemplo, esse
efeito esta ligado a atividades metabdlicas como a protedlise secundaria,

o metabolismo dos carboidratos remanescentes e a capacidade de produzir
aminodacidos livres e metaboliza-los, levando a formacao de compostos
flavorizantes (BURNS et al., 2012; GUARCELLO et al., 2016).
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A busca por novas espécies de BAL com caracteristicas tecnolégicas
de interesse para a industria de alimentos é constante, tanto para a
producdo como para a inovacdo de produtos fermentados. E constituida
de vérias etapas que incluem a coleta, o isolamento, a identificacao
morfolégica e bioquimica, a caracterizacao e a preservacao dos
microrganismos responsaveis pelas caracteristicas desejadas do
produto fermentado (BRUNO, 2011). A caracterizacado tecnoldégica
consiste em avaliar atividades metabdlicas relacionadas ao crescimento
e sobrevivéncia em matrizes alimenticias, a capacidade acidificante,
proteolitica, viabilidade, resisténcia a bacteriéfagos, producao de
aminas biogénicas entre outras, que serao discutidas a seguir.

Crescimento em leite

Uma das mais importantes caracteristicas tecnoldgicas na avaliacao
de BAL, sobretudo se serao utilizadas em alimentos derivados de
leite, é verificar se crescem e sobrevivem em meios a base de leite
(VINDEROLA et al., 2008).

A cultura do microrganismo deve ser cultivada em caldo Man, Rogosa e
Sharp (MRS) a 37 °C por 16 horas, centrifugada (6.000 g, 15 min, 4 °C)
e lavada duas vezes em solucao tampao fosfato-salina (1 M, pH 7,4).
As células devem ser ressuspendidas ao mesmo volume do cultivo inicial
em meio leite desnatado reconstituido (LDR) a 10% (por exemplo, se
foram cultivadas em 5 mL de MRS, devem ser ressuspendidas em 5 mL
de LDR). Em seguida, uma aliquota da suspensédo (25% v/v) é inoculada
em tubos contendo 10 mL de LDR e incubada a 37 °C em anaerobiose.
As mudancas no pH do leite devem ser acompanhadas nos tempos O,
6, 12, 24 e 48 horas de incubacao (VINDEROLA et al., 2008). Assim,
é possivel verificar se a bactéria é um acidificante rapido (acidifica o
leite em até 16 horas) ou lento (necessita de mais do que 36 horas para
acidificar o leite), bem como determinar a cinética de acidificacao em
leite pelo acompanhamento da diminuicdo do pH ao longo do tempo
(BRIGGILER-MARCO et al., 2007; GEORGIEVA et al., 2009).
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VariacOes desse teste sao descritas por Briggiler-Marcé et al. (2007)

e Georgieva et al. (2009). A primeira variacdo se refere ao tamanho
do inéculo que serd utilizado. Ambos os grupos recomendam que

uma aliquota de 2% (v/v) da suspensao seja inoculada em LDR 10%.
Também é recomendado que, além de realizar o ensaio em LDR, sejam
utilizados também LDR suplementado com glucose, LDR suplementado
com caseina hidrolisada e ainda LDR suplementado com glucose e
caseina hidrolisada. Também é possivel usar extrato de levedura no
lugar da caseina hidrolisada. Essa avaliacdao permite determinar se

0 microrganismo consegue se desenvolver apenas em leite ou se
necessita de fonte de carbono e/ou de nitrogénio adicionais.

A determinacao dessas caracteristicas indica se o microrganismo sera
utilizado como cultura iniciadora ou “starter” (cepas de acidificacao
rdpida) ou como culturas adjuntas (cepas de acidificacao lenta).

Atividade proteolitica

A atividade proteolitica das BAL exerce influéncia nas caracteristicas
sensoriais do produto como sabor, aroma e textura do alimento (NIETO-
-ARRIBAS et al., 2009) e é mensurada por ensaios espectrofotométricos,
como o método o-phtaldeido (OPA) (CHURCH et al., 1983). Apds o
crescimento da bactéria em leite, como descrito no tépico anterior,

uma aliquota de 5 mL da suspensao bacteriana é transferida para um
tubo de 20 mL, adicionada de dgua destilada estéril (1 mL) e de acido
tricloroacético 0,75 N (10 mL). A mistura é agitada em vértex, mantida em
repouso por 10 minutos e filtrada em papel de filtro Whatmann 40. Para
realizacdo do OPA, adiciona-se, numa cubeta de quartzo, 2 mL de solucéo
de OPA (CHURCH et al., 1983) e 100 uL de filtrado. Apds repouso de 2
minutos, realiza-se a leitura em espectrofotdbmetro em comprimento de
onda de 340 nm. Recomenda-se fazer uma testemunha com o meio LDR
sem cultivo e outra com agua destilada.

Outros protocolos, como o método de Hull (1947) e de Citti et
al. (1963), também sdo empregados. As bactérias sao cultivadas
em LDR 10% e também ha um tratamento da amostra com éacido
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tricloroacético. Depois da etapa de filtracdo, uma aliquota do filtrado

é adicionada a uma solucéo de carbonato de sédio 15% e pirofosfato
de sédio 2%, aquecida a 40 °C, acrescentando-se o reagente fenol
Folin-Ciocalteau. A densidade 6tica é lida em espectrofotémetro a 650
nm, e a atividade proteolitica é expressa em micrograma de tirosina por
mililitro de amostra, apds a comparacao com os valores de uma curva
de calibracao de tirosina.

Cepas com baixa atividade proteolitica sdo empregadas como culturas
adjuntas em diferentes tipos de queijos. Elas contribuem para o
aumento da quantidade de pequenos peptideos e aminoéacidos livres,
principais precursores dos compostos especificos responsaveis pelo
aroma e sabor dos alimentos.

Producao de aminas biogénicas

A producédo de aminas biogénicas é uma caracteristica indesejavel para
bactérias usadas na fermentacao, devido aos problemas toxicolégicos
provocados pela ingestdao de alimentos que contenham alto nivel dessas
substancias. Assim, para serem consideradas seguras, as bactérias
laticas nao devem produzi-las.

A metodologia descrita por Bover-Cid e Holzapfel (1999) avalia o
potencial de producao das aminas biogénicas tiramina, histamina,
putrescina e cadaverina pela adicdo de 1% (p/v) de cada um de seus
aminodacidos precursores (sal de tirosina dissédica, monohidrocloreto
de L-histidina, monohidrocloreto de L-ornitina e L-lisina) ao 4gar MRS
contendo puUrpura de bromocresol a 0,06%. O aparecimento de cor
purpura sobre as placas ou o desaparecimento do precipitado de
tirosina em torno das colbnias é considerado como reacao positiva.

Como a producao de aminas biogénicas em alimentos ocorre
principalmente devido a descarboxilacdao do aminoacido correspondente
pela sua enzima especifica, também é possivel analisar a presenca

de genes que codificam aminoéacido descarboxilases, tais como hAdc7

e hdc?2 (histidina descaborxilase), odc (ornitina descarboxilase) e tdc
(tirosina descarboxilase) (SANTOS et al., 2015).
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Bover-Cid e Holzapfel (1999) ainda alertam para o fato de que
resultados negativos para producao de aminas biogénicas em meios
sintéticos nado implicam um comportamento similar no alimento, o qual
é um sistema complexo com grande nimero de fatores que influenciam
0 crescimento microbiano e sua atividade metabdlica.

Inibicdo de bactérias patogénicas

A capacidade de inibicdo de bactérias patogénicas por bactérias

laticas pode ser avaliada “in vitro” pelo ensaio de difusdo em agar
(VINDEROLA et al., 2002a). A bactéria é cultivada a 37 °C por 16
horas. Apds o crescimento, a suspensao é centrifugada (3.300 g,

20 min, b °C), e o sobrenadante livre de células (SLC) é recolhido,
esterilizado por filtracdo em membranas (didametro de poro 0,45 um)

e mantido congelado (-20 °C) até o momento de uso. Os patdégenos

a serem avaliados também sao ativados por 16 horas, e uma aliquota
(200 pL) do cultivo é adicionada a 20 mL de agar nutritivo (Sa/monella,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli) ou de agar BHI (Listeria
monocytogenes), fundido a temperatura de 45 °C, agitada em voértex
e vertida em placa de Petri. Apés a solidificacdo do agar, sao feitos
pocos (10 mm de didmetro), nos quais sdo inoculados 180 uL de cada
SLC. As placas sdo incubadas em aerobiose a 37 °C durante 24 horas.
A presenca de um halo transparente ao redor do poco indica inibicdo do
patégeno.

A inibicdo de bactérias patogénicas por bactérias laticas é uma
caracteristica positiva porque estd associada ao aumento da seguranca
do alimento. Porém, em caso de resultado positivo no ensaio de
difusdo em &gar, ou seja, formacao de halo de inibicdo, é necessario
investigar a natureza quimica das substancias inibidoras de patégenos
presentes nos SLC das bactérias laticas. Guglielmotti et al. (2007)
recomendam que o SLC seja submetido aos seguintes tratamentos:
inativacao térmica (121 °C, 15 min), neutralizacdo com NaOH e
tratamento (1 hora, 37 °C) com proteinase K e pepsina (200 pg/mL).
Apds os tratamentos, o SLC é esterilizado por filtracao (membranas de
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diametro de poro 0,45 um) e congelado a -20 °C até a realizagao do
ensaio de difusdo em agar como ja descrito. Se a substancia inibidora
for de natureza proteica, o halo verificado no primeiro ensaio devera
desaparecer apds os tratamentos térmico e enzimatico e investigacoes
posteriores poderao ser realizadas para identificar a substancia inibidora.
Se a inibicao for ocasionada pelo carater acido do sobrenadante, o halo
desaparecera apenas apds a neutralizacdo do SLC.

Resisténcia a fagos

A resisténcia a fagos é uma caracteristica determinante na selecao
de novos microrganismos (BRUNO; LIMA, 2011). A susceptibilidade
da bactéria a um fago diminui a sua viabilidade e geralmente interfere
na sua capacidade de producao de &cido, tornando-a muito lenta

ou completamente nula, o que conduz ao colapso do processo
fermentativo e, consequentemente, a perdas econdmicas. Portanto,
essa caracteristica representa um sério desafio na producao de
produtos lacteos fermentados.

O teste de turbidez (SVENSSON; CHRISTIANSSON, 1991) é um dos
testes empregados para analisar a sensibilidade das cepas de lactobacilos
a fagos. Para realizacdo do teste, é necessario utilizar fagos liticos e
suas cepas sensiveis de referéncia, os quais podem ser adquiridos de
colecdOes de cultura, e sdo empregados para controle do ensaio. Em
relacdo aos fagos, outra possibilidade é proceder ao seu isolamento no
ambiente de processamento (LIMA et al., 2012). As cepas sensiveis e as
cepas de bactérias laticas séo cultivadas em caldo MRS a 37 °C por
aproximadamente 24 horas. Aliquotas de 200 uL de cada cepa e de
100 pL de cada fago sao inoculadas em tubos contendo 5 mL de MRS-Ca
(caldo MRS adicionado de 50 pL de CaCl, 1 M). O crescimento de cada
cepa em cada condicao é observado por aproximadamente 6 horas, por
trés repiques consecutivos. Uma cepa é considerada sensivel se houver
lise celular ao menos no terceiro repique. Se nao ocorrer lise em nenhum
dos trés repiques, considera-se a cepa resistente ao fago em analise.
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Interacdo entre bactérias laticas

O ensaio de difusdo em agar com SLC de lactobacilos (VINDEROLA et
al., 2002a) também é utilizado para investigar a capacidade de cepas
de determinada bactéria latica inibirem o desenvolvimento de outras
cepas do mesmo género e espécie, bem como de cepas de outros
géneros. Esse ensaio é importante quando se deseja adicionar uma
cepa cuja funcado nao é necessariamente promover a fermentacao.
Considere-se, por exemplo, o caso de uma cepa de Lactobacillus que
sera adicionada a um iogurte para atuar como cepa probidtica. No
iogurte, a fermentacao é conduzida por um cultivo latico composto de
Lactobacillus e Streptococcus. Nesse caso, é importante verificar se o
Lactobacillus probiético nao interfere no desenvolvimento de nenhum
dos microrganismos que compdem o fermento latico e vice-versa, para
garantir que a fermentacao aconteca e que o Lactobacillus probidtico
também se desenvolva no alimento.

O ensaio é realizado do mesmo modo que o ja descrito para estudar a
ocorréncia de inibicdo de patégenos, utilizando o SLC da bactéria que
estd sendo estudada e inoculando, ao invés de patégenos, as bactérias
que compdoem a cultura latica usada para a fabricacao do produto.

Conservacdo de bactérias laticas

Existem diversos métodos de preservacao de microrganismos, tais
como o congelamento a -20 °C e -80 °C e a secagem das células.
Atualmente, a secagem tem adquirido um papel importante na producéao
comercial de culturas microbianas, pois oferece vantagens como a
preservacao dos microrganismos por um longo periodo, estabilidade
celular e conveniéncia no transporte, armazenamento e dosagem das
culturas (KATECHAKI et al., 2009). Dentre as técnicas baseadas em
secagem, destaca-se o uso de liofilizacdo para conservacao das células
de bactérias laticas (AMPATZOGLOU et al., 2010; KATECHAKI et al.,
2009; CHAMPAGNE et al., 1991).
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De acordo com Otero et al. (2007), cepas de Lactobacillus podem ser
liofilizadas em meios como LDR 6% (p/v), LDR 6% (p/v) e lactose 6%
(p/v), LDR 6% (p/v) e sacarose 6% (p/v) e 4gua destilada. As células
sdo ativadas em caldo MRS a 37 °C por 14 horas, centrifugadas
(6.000 g/10 min, 4 °C), lavadas duas vezes e ressuspendidas em
volume de agua destilada 10% menor em relacdo ao volume usado para
o cultivo em MRS. Essa suspensao é dividida em fracdes de 20 mL, as
quais sao centrifugadas e ressuspendidas em 20 mL de cada um dos
meios sugeridos anteriormente. Em seguida, aliquotas de 0,4 mL de
cada suspensao sao distribuidas em ampolas, congeladas (-70 °C/18 h)
e liofilizadas sob vacuo (0,3 mbar/12 h). Apés a liofilizacao, as ampolas
sdo seladas e estocadas sob refrigeracao.

E importante ressaltar que, mesmo que se deseje promover a liofilizacdo
de microrganismos de uma mesma espécie, é necessario adequar as
condicoes do processo para cada bactéria que se pretenda preservar.

Avaliacao da viabilidade de
bactérias laticas

Para avaliar a viabilidade das BAL em relacdo ao método de
conservacao, realiza-se a contagem das células vidveis em agar MRS
no inicio do processo, ou seja, antes das células serem submetidas a
secagem, imediatamente apds o processo e durante a estocagem por
um periodo de, por exemplo, 120 dias (LAVARI et al., 2015).

Caracteristicas desejaveis de
bactérias laticas para a industria de
alimentos

A escolha dos ensaios utilizados na caracterizagao tecnolégica de BAL
para uso em alimentos depende muito da fungdo que o microrganismo
exercera no produto, bem como do préprio produto ao qual ele sera
adicionado. Assim, além dos ensaios ja descritos, encontra-se na
literatura uma série de outros protocolos que podem ou nao ser
realizados de acordo com a aplicacdao que seréd dada a bactéria.
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Por exemplo, no caso de bactérias que serao usadas em bebidas lacteas
fermentadas, é recomendavel avaliar a influéncia da incorporacao

de aditivos (KCI, NaCl, sacarose, lactose, acesulfame, aspartame,
corantes naturais, flavorizantes, nisina, etc.), sucos naturais de frutas

e compostos aromaticos, como diacetil, acetaldeido e acetoina, no
crescimento de bactérias laticas (VINDEROLA et al., 2002b).

Georgieva et al. (2009) e Vinderola et al. (2008) sugerem que, em
leites fermentados, também seja estudada a viabilidade das bactérias
laticas durante a estocagem em baixa temperatura, por meio do
acompanhamento de mudancas no pH do produto, para garantir a
presenca de microrganismos vivos até o momento do seu consumo.

Nieto-Arribas et al. (2009) propdem a realizacao da investigacao da
atividade de peptidase em queijos maturados, devido ao papel que
aminopeptidases desempenham na hidrélise de peptideos amargos e na
formacao de flavor indesejavel nesse produto.

A atividade lipolitica, sobretudo para queijos maturados, é outra
caracteristica que deve ser avaliada. E desejavel que a atividade
lipolitica seja baixa, pois as bactérias laticas geralmente estao presentes
em alto nimero, e a quebra da gordura do leite durante a maturacao
deve ser lenta com o objetivo de assegurar a producao de aroma, mas
evitando a rancidez (GEORGIEVA et al., 2009; NIETO-ARRIBAS et al.,
2009).

Outra caracteristica que pode ser avaliada para bactérias laticas que
atuarao durante a maturacao de queijos é a atividade autolitica, a qual
esté relacionada a liberacao de enzimas intracelulares que influenciam
nas propriedades de sabor, aroma e textura dos queijos (LAZZI et al.,
2016; NIETO-ARRIBAS et al., 2009).

Os ensaios apresentados para caracterizacao tecnolégica de BAL séao
relativamente simples e possiveis de ser realizados em laboratério de
microbiologia, tendo sempre em vista a aplicacao que sera dada ao
microrganismo.
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