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Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Determina¢ao da compatibilidade de desenvolvimento
de culturas bacteriocinogénicas e fermento lactico

Determination of the growth compatibility between bacteriocinogenic and starter cultures

Maristela da Silva do NASCIMENTO**, Izildinha MORENO?, Arnaldo Yoshiteru KUAYE!

Resumo

Além da utilizagdo como bioconservantes de alimentos, algumas culturas bacteriocinogénicas estdo sendo empregadas para acelerar a maturagao
de queijos. Porém a compatibilidade de desenvolvimento destas culturas com o fermento lactico é essencial para a obten¢ao de produtos
caracteristicos. O objetivo deste estudo foi avaliar a compatibilidade de desenvolvimento de Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454,
Lactobacillus plantarum ALC 01 e Enterococcus faecium FAIR-E 198 com duas marcas comerciais de fermentos lacticos. Inicialmente, foi
determinada a sensibilidade in vitro dos fermentos as culturas bacteriocinogénicas, somente Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 foi capaz
de promover a inibi¢do de ambos os fermentos. Durante desenvolvimento associativo em leite a 35 °C, as culturas bacteriocinogénicas
nao afetaram significativamente a produgéo de acido lactico pelos fermentos. Estes, por sua vez proporcionaram aumento significativo da
atividade de pediocina AcH e enterocina FAIR-E 198 e supressao da atividade da nisina. Dentre todas as culturas lacticas, Lb. plantarum
ALC 01 apresentou a maior atividade de aminopeptidases (0,226 a 0,390). Portanto, baseado nos resultados em questdo, Lb. plantarum
ALCO01 e E. faecium FAIR-E 198 apresentam caracteristicas de compatibilidade de desenvolvimento com o fermento mesofilico tipo O para
serem empregadas como adjuntas no processamento de queijos.

Palavras-chave: bacteriocina; aminopeptidase; queijo.

Abstract

In addition to being used as food bioconservants, some bacteriocinogenic cultures have been employed to accelerate cheese ripening.
However, the compatibility between their growth and starter cultures is essential to obtain the characteristic products. The purpose of this
study was to evaluate the growth compatibility between Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454, Lactobacillus plantarum ALC 01, and
Enterococcus faecium FAIR-E 198 and two commercial starter cultures. Initially, the sensibility in vitro of the starter to bacteriocinogenic
cultures by an agar well diffusion assay was determined. Only Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 was able to cause the inhibition of both
starters. During the associative growth in milk at 35°C, the bacteriocinogenic cultures did not affect the lactic acid production due to the
starter cultures. Futhermore, the starter cultures provided a significant increase in the activity of pediocina AcH and enterocin FAIR-E 198.
They also suppressed the nisin activity. Among all lactic cultures, Lb. plantarum ALC 01 showed the highest aminopeptidase activity (0,226
t0 0,390). Therefore, according to these results Lb. plantarum ALC 01 and E. faecium FAIR-E 198 showed growth compatibility characteristics
with the starter cultures and thus can be used as adjunct cultures in cheese making.

Keywords: bacteriocin; aminopeptidase; cheese.

1 Introdugao

ISSN 0101-2061

As bacteriocinas produzidas por bactérias lacticas tém
despertado o interesse da industria de alimentos como con-
servantes naturais, visto que apresentam habilidade de inibir
o desenvolvimento de muitos microrganismos deteriorantes e
patogénicos, incluindo Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Clostridium botulinum (DE VUYST;
VANDAMME, 1994). Outra aplicagdo interessante das culturas
bacteriocinogénicas e suas bacteriocinas é a reduc¢éo do periodo
de maturagio de queijos, resultante da libera¢ao de aminopep-
tidases intracelulares na matriz do queijo, em decorréncia da
lise celular do fermento lactico promovida por estas culturas,
contribuindo com a proteolise e formacao de flavour desejaveis
(MORGAN et al., 2002).

Existem muitas controvérsias na literatura cientifica sobre
a capacidade acidificante e atividade de aminopeptidases das
culturas produtoras de bacteriocinas. Andrighetto et al. (2001)
e Sarantinopoulos et al. (2001) relataram baixa atividade acidi-
ficante de culturas bacteriocinogénicas, e Oumer et al. (2001b)
e Garde et al. (2002) nao observaram alteragao significativa do
pH de queijo Hispanico tanto na presenca de E. faecalis quanto
na de Lc. lactis subsp. lactis. Contudo, Oumer et al. (2001a) e
Avila et al. (2005a) verificaram alteragio no pH de leite e queijo
quando empregaram culturas bacteriocinogénicas.

Com relacio a atividade de aminopeptidases, Avila et al.
(2005b) encontraram baixa atividade utilizando culturas bacterio-
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cinogénicas em leite, enquanto Garde et al. (2006) e Oumer et al.
(2001D) relataram aumento da atividade de aminopeptidases em
queijos fabricados com culturas produtoras de bacteriocinas.

Para determinar a viabilidade de aplicagao de culturas
bacteriocinogénicas na fabricagio de queijos, como culturas
iniciadoras ou adjuntas, Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454,
Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 foram avalia-
das quanto a capacidade de inibi¢do in vitro de duas marcas
comerciais de fermento lactico. Também, foram estudadas
as capacidades de acidificagdo e de produgdo de bacteriocina
durante cocultivo em leite desnatado destas culturas com os
fermentos lacticos comerciais. Além disso, foi determinada a
atividade de aminopeptidases.

2 Material e métodos

2.1 Origem e manutengdo dos microrganismos

Foram avaliadas as culturas produtoras de bacteriocinas,
Lactobacillus plantarum ALC 01, produtora de pediocina AcH e
isolada de queijo Munster (ENNAHAR etal., 1996), Enterococcus
faecium FAIR-E 198, produtora de enterocina e isolada de queijo
Feta (ACA-DC 1618, Universidade de Agricultura de Atenas,
Atenas, Grécia) e Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454,
produtora de nisina (BCCM-LMG Bacteria Collection, Gent,
Bélgica). Foram utilizadas duas diferentes marcas comerciais
(A e B) de fermento mesofilico tipo O, constituido por diferentes
linhagens de Lc. lactis subsp. lactis e Lc. lactis subsp. cremoris.
Para arealizagdo dos testes, todas as culturas foram propagadas
duas vezes consecutivas em caldo MRS (Difco®, Sparks, EUA),
com incubagio a 30 °C para Lc. lactis subsp. lactis e a 37 °C para
as demais culturas por 16 a 24 horas.

Listeria monocytogenes Scott A, fornecida pelo Banco de
Culturas do Laboratério de Higiene (Faculdade de Engenharia
de Alimentos, Unicamp, Campinas, SP), foi utilizada como
cultura indicadora para produgédo de bacteriocina.

2.2 Determinagdo da sensibilidade do fermento ldctico as
culturas bacteriocinogénicas

A sensibilidade dos fermentos lacticos comerciais as cultu-
ras produtoras de bacteriocinas foi avaliada in vitro, utilizando-
se 0 método de difusdo em dgar por inoculagio em pogos,
adaptado de Tagg e McGiven (1971).

Em 20 mL de agar MRS (Difco®) semi-sélido (0,9% éagar),
foi inoculado 0,2 mL das suspensdes dos fermentos lacticos
comerciais (10°-10” UFC.mL™), resultando em uma populagao
entre 10* e 10° UFC.mL". Apds solidifica¢do, foram feitos trés
orificios de 5 mm de didmetro no agar e estes foram inocula-
dos com 50 UL dos sobrenadantes obtidos por centrifugacio
(7500 x g por 20 minutos a 4 °C) a partir das culturas bacte-
riocinogénicas. Antes da utilizagdo, os sobrenadantes tiveram
seu pH ajustado para 6,5 e foram esterilizados por filtracdo em
membrana filtrante 0,22 um (Millipore®, Carrigtwohill, Irlanda)
(MORENQO, 1995). As placas foram incubadas a 35 °C/24 horas
e analisadas quanto a presenca de halos de inibi¢do ao redor dos
orificios inoculados. Os testes foram realizados em triplicata.
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2.3 Determinagdo da capacidade acidificante e produgdo
de bacteriocinas durante desenvolvimento associativo das
culturas bacteriocinogénicas com os fermentos ldcticos

Inoculagdo dos fermentos ldcticos e das culturas
bacteriocinogénicas

Os fermentos lacticos em concentragio de 1% (200 LLL)
foram inoculados em tubos de ensaio contendo 20 mL de leite
desnatado reconstituido (LDR) a 10%. Em seguida, foram adi-
cionadas as culturas produtoras de bacteriocinas nas concentra-
¢0es 0,1% (20 uL) e 0,5% (100 LL) e os tubos foram incubados a
35°C/24 horas (adaptado de OUMER et al., 2001a). Foi utilizado
como controle LDR 10% inoculado apenas com os fermentos
lacticos ou com as culturas bacteriocinogénicas.

Determinagdo da atividade acidificante

O pH de cada cultivo foi determinado em pHmetro (Hanna
Instruments HI9110, Singapura) ap6s 8 e 24 horas de incubagio
a35°C.

Determinagdo do titulo das bacteriocinas

O titulo das bacteriocinas foi determinado pelo método
de diluicéo critica, adaptado de Mayr-Harting et al. (1972). Os
sobrenadantes dos cultivos das culturas bacteriocinogénicas
foram preparados conforme o item 2.2. Em seguida, foram
diluidos sucessivamente na propor¢do de 1:2 em solugdo
tampao fosfato de s6dio 10 mM a pH 7,0, utilizando placas
de microtitulagdo. Entéo, 10 UL de cada dilui¢do foram depo-
sitados sobre placas contendo TSA-YE (Difco®) semissdlido
(0,9% agar), previamente inoculado com 0,2 mL de cultivo de
L. monocytogenes Scott A (10°-10’ UFC.mL™"), que foi utilizada
como microrganismo indicador. As placas foram incubadas a
35 °C/24 horas. O titulo de bacteriocina, expresso em unidade
arbitraria de bacteriocina por mililitro (UA.mL""), foi definido
como a reciproca da maior diluicdo que apresentou halo de
inibi¢ao, multiplicada por 100.

2.4 Determinagdo da atividade de aminopeptidase

Apés incubagdo em caldo MRS (Difco®) por 24 horas a
30 °C (Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 e fermentos lacticos)
e a 37 °C (Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198),
os cultivos foram centrifugados (Centrifuga Digital CIENTEC
- CT 6000R - EQ - TL. 249, Palo Alto, EUA) a 5000 X g por
15 minutos a 4 °C. O concentrado celular obtido foi triturado
com alumina (Sigma®, St Louis, EUA) adicionada na propor¢ao
de 1:2 (DAKO et al,, 1995). Em seguida, o material foi trans-
ferido para um tubo de microcentrifuga contendo pérolas de
vidro e, entdo, submetido 4 agitacdo por 3 ciclos de 1 minuto
(BOUTROU et al.,, 1998). Apés centrifugagdo a 20000 X g por
10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi removido e o extrato
enzimatico foi reservado para analise.

A atividade de aminopeptidases foi determinada através da
medida da extensdo da hidrélise dos substratos cromogénicos:
alanina-p-nitroanilida (Ala-p-NA, Sigma®), arginina-p-nitroa-
nilida (Arg-p-NA, Sigma®), leucina-p-nitroanilida (Leu-p-NA,
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Sigma®) e lisina-p-nitroanilida (Lys-p-NA, Sigma®), segundo o
método descrito por Garde et al. (1997). A mistura de reagéo foi
composta por 0,4 mL do extrato enzimatico, 0,5 mL de tampao
fosfato de potassio 10 mM pH 7,0 (Merck®, Darmstadt, Alema-
nha) e 0,1 mL de substrato cromogénico 25 mM dissolvido em
metanol. Apés incubagdo a 35 °C/4 horas, a absorbéancia foi
mensurada a 410 nm em Espectrofotometro DU-70 (Beckman
Coulter®, Fullerton, EUA). A unidade de atividade enzimatica
foi definida como a varia¢do de 0,01 unidade de absorbancia
em 1 minuto (0,01 U/min).

2.5 Andlise estatistica

A andlise de variancia paramétrica (ANOVA) e a compara-
¢do de média pelo teste de Tuckey ao nivel de significancia de
95% foram utilizadas com a finalidade de avaliar estatisticamen-
te os resultados obtidos a partir de diferentes culturas lacticas.

3 Resultados e discussiao

3.1 Sensibilidade dos fermentos ldcticos as culturas
bacteriocinogénicas

Foram avaliadas duas diferentes marcas comerciais de
fermento mesofilico tipo O, constituido por Lc. lactis subsp.
lactis e Lc. lactis subsp. cremoris, quanto a sensibilidade as bac-
teriocinas produzidas por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454,
Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198. Lc. lactis subsp.
lactis ATCC 11454 promoveu zona de inibicdo de 6 mm em
ambas as marcas de fermento lactico. Outros autores j& haviam
mencionado a sensibilidade de Lc. lactis subsp. lactis e Lc. lactis
subsp. cremoris as bacteriocinas produzidas por linhagens homo-
logas (CONVENTRY et al., 1997, BENKERROUM et al., 2002,
ELOTMANI et al., 2002). J& Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium
FAIR-E 198 ndo demonstraram atividade sobre os fermentos ava-
liados, confirmando os relatos de Franz et al. (1996), Ennahar et al.
(1996), Leroy et al. (2003) e Alvarado et al. (2005).

3.2 Determinagdio da capacidade acidificante e da produgio
de bacteriocinas durante desenvolvimento associativo

Capacidade acidificante

As culturas bacteriocinogénicas avaliadas apresentaram
lenta produgdo de acido lactico, uma vez que, apds 8 horas a
35 °C, os valores médios de pH do leite variaram entre 6,27 e
6,34 (ApH 0,11-0,18) e entre 6,04 e 6,13 (ApH 0,32-0,41) para
concentragdes de 0,1 e 0,5% de culturas bacteriocinogénicas,
conforme Tabela 1. Estes resultados condizem com alguns relatos
daliteratura (ROBERTS et al., 1992, ANDRIGHETTO et al., 2001,
SARANTINOPOULOS et al.,, 2001) que afirmam que culturas
produtoras de bacteriocinas ndo apresentam caracteristicas
tecnoldgicas satisfatorias para serem utilizadas isoladamente
como fermentos lacticos na fabricagdo de queijos.

Ayad et al. (2004) pesquisaram a habilidade de produgéo
de 4cido e atividade de aminopeptidase em 755 linhagens de
bactérias lacticas isoladas de leite e derivados. Sessenta por cento
(60%) dos Lc. lactis subsp. lactis mostraram média atividade aci-
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dificante (redugido de 0,4 unidades apds 3 a 5 horas). A maijoria
das linhagens de Lb. plantarum demonstrou baixa capacidade
acidificante (redugdo de 0,4 unidades apds periodo maior que
5 horas) e as linhagens E. faecium apresentaram atividade aci-
dificante variando entre baixa e média.

Apo6s 24 horas, E. faecium FAIR-E 198 e Lb. plantarum ALC
01 apresentaram ApH de 1,23 e de 1,15 quando empregados na
concentragdo de 0,5%. Lc. lactis subsp. lactis, porém, mesmo apos
o aumento da concentragdo de 0,1% para 0,5%, manteve ApH
abaixo de 0,5. Avila et al. (2005a), ap6s 8 e 23 horas de incubagio
em leite, obtiveram valores mais altos de pH para Lb. plantarum
e E. faecium do que os observados no presente estudo e valores
semelhantes ou inferiores aos verificados para Lc. lactis subsp.
lactis ATCC 11454 em ambas as concentragdes utilizadas.

A adigdo de Lb. plantarum ALC 01, E. faecium FAIR-E 198
e mesmo de Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, cuja bacterio-
cina demonstrou inibi¢do dos fermentos lacticos no teste de
difusdo em 4gar por inoculagdo em pogos, tanto a 0,1% quanto
a 0,5%, nao afetou significativamente (p > 0,05) a producio
de acido lactico por ambos os fermentos analisados apos 8 e
24 horas de incubagdo a 35 °C (Tabela 1). Garde et al. (2002)
e Oumer et al. (2001b) também ndo observaram alteragdes
de pH em queijo Hispanico fabricado com culturas adjuntas
produtoras de bacteriocinas. Contudo, Oumer et al. (2001a)
obtiveram altera¢do significativa do pH do leite em pelo menos 4
diferentes amostras de fermentos mesofilicos quando associados
a Lc. lactis subsp. lactis, Lb. plantarum e E. faecium.

O fato de Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 promover
inibi¢do dos fermentos lacticos no teste de difusdo em agar e
ndo afetar o desenvolvimento e consequente producéo de acido
lactico destes durante cocultivo em leite pode ser atribuido a
inameros fatores como velocidade de crescimento da cultura
bacteriocinogénica em leite (NASCIMENTO, 2007), menor pro-
dugdo de bacteriocina em leite quando comparado ao meio de
cultura (MORENO, 1995; NASCIMENTO, 2007) ou interagdo
da bacteriocina com compostos do leite (DAESCHEL, 1990).

Determinagdo da produgdo de bacteriocinas

A Tabela 2 mostra a atividade das bacteriocinas produzidas
por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, Lb. plantarum ALC 01
e E. faecium FAIR-E 198, em duas concentragdes de indculos
(0,1% e 0,5%), apds 24 horas de incubagdo a 35 °C em leite, em
cultivo puro e em desenvolvimento associativo com os fermen-
tos lacticos comerciais A e B. Nenhuma producio de bacterio-
cina foi detectada para os fermentos lacticos analisados.

Em cultivo puro, as trés culturas bacteriocinogénicas de-
monstraram aumento da atividade de bacteriocina, quando a
concentragao foi elevada de 0,1% para 0,5%. O resultado mais
expressivo foi detectado para Lb. plantarum ALC 01, cuja ativi-
dade passou de 50 UA.mL" para 400 UA.mL"' com o aumento
da concentragio do cultivo. A associagdo dos fermentos lacticos
A e B com Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198, em
ambas as concentrag¢des, proporcionou significativo aumento da
atividade das bacteriocinas destas linhagens. Na concentragio de
0,5%, houve um aumento da atividade de 400 para 800 UA.mL!
para Lb. plantarum ALC 01 e de 100 para 400 a 800 UA.mL"! para
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E. faecium FAIR-E 198. Uma possivel explicagao para este fato
seria a rdpida degradagdo das caseinas promovida pelas protei-
nases dos fermentos lacticos, disponibilizando, assim, nutrientes
para o desenvolvimento mais rdpido das culturas adjuntas e
consequentemente aumento da producéo de bacteriocina. Esta
hipotese teve como base os resultados obtidos por Moreno et al.
(2002) que mencionaram que a baixa atividade proteolitica dos
enterococos prejudicaria a produgdo de bacteriocinas, devido
a indisponibilidade de nutrientes para o desenvolvimento mi-
crobiano, e por Sarantinopoulos et al. (2002) que obtiveram
maior taxa de crescimento e maior produgdo de bacteriocina
(100 UA.mL™") por E. faecium FAIR-E 198 quando suplementaram
o leite desnatado com 1,4% de caseina hidrolisada.

Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 em cultivo puro a
0,5% apresentou 100 UA.mL™" de atividade de nisina sobre
L. monocytogenes Scott A, contudo nao foi observada atividade
desta bacteriocina quando a linhagem produtora foi associada
aos fermentos lacticos. Esta auséncia de atividade pode estar
relacionada a ndo produgdo de nisina pela linhagem, devido
as suas condi¢oes de desenvolvimento durante cocultivo em

leite (NASCIMENTO, 2007) ou a degradagao da bacteriocina
por proteases liberadas pelo fermento, como observado por
Giraffa et al. (1995) utilizando E. faecium 7C5 em cocultivo
com fermento comercial.

3.3 Determinagdio da atividade de aminopeptidase

A medida da atividade de aminopeptidases livres no extrato
de queijo constitui-se numa importante fonte de informagao
nao somente para avaliar a ocorréncia de autélise como tam-
bém para determinar a contribui¢io da microbiota nas reages
proteoliticas envolvidas na maturagio.

No sentido de determinar a atividade proteolitica, as
culturas bacteriocinogénicas e os fermentos lacticos foram
caracterizados quanto a atividade de aminopeptidase sobre os
substratos cromogénicos Ala-p-NA, Arg-p-NA, Leu-p-NA e
Lys-p-NA. Pelos resultados apresentados na Tabela 3, verifica-se
que, dentre as culturas avaliadas, Lb. plantarum ALC 01 apre-
sentou a maior atividade especifica (0,226 a 0,390) sobre todos
os substratos utilizados. Dako et al. (1995) também observaram

Tabela 1. Valores de pH de LDR 10% inoculado com 0,1% e 0,5% de Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, Lb. plantarum ALC 01, E. faecium
FAIR-E 198 e fermentos ldcticos (1%) ap6s 8 e 24 horas de incubagio a 35 °C.

Culturas e fermentos lacticos pH do leite*
0,1% cult. bacterioc. 0,5% cult. bacterioc.
8 horas 24 horas 8 horas 24 horas
Fermento A 5,100 ** 4,244 4,900 4,26"
Fermento A + E. faecium FAIR-E 198 5,020 4,224 4,74> 4,18°
Fermento A + Lb. plantarum ALC 01 5,02° 4,234 4,76° 4,15
Fermento A + Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 5,03> 4,294 4,87° 4,27°
Fermento B 5,06° 4,244 4,89° 4,25°
Fermento B + E. faecium FAIR-E 198 4,95b 4,244 4,800 4,210
Fermento B + Lb. plantarum ALC 01 4,97° 4,244 4,84° 4,20°
Fermento B + Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 5,00° 4,274 4,80° 4,26
E. faecium FAIR-E 198 6,27% 5,72¢ 6,132 5,22°
Lb. plantarum ALC 01 6,34° 6,10° 6,08° 5,30°
Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 6,28* 5,97° 6,04* 5,99*

*pH inicial do leite = 6,45; e **médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05).

Tabela 2. Atividade das bacteriocinas determinada pelo método de diluigdo critica, utilizando Listeria monocytogenes Scott A como cultura

indicadora.
Culturas e fermentos lacticos Atividade de bacteriocina (UA.mL")*
0,1% cult. bacterioc. 0,5% cult. bacterioc.
Fermento A 0 0
Fermento B 0 0
E. faecium FAIR-E 198 0 100
Fermento A + E. faecium FAIR-E 198 400 400
Fermento B + E. faecium FAIR-E 198 200 800
Lb. plantarum ALC 01 50 400
Fermento A + Lb. plantarum ALC 01 400 800
Fermento B + Lb. plantarum ALC 01 300 800
Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 0 100
Fermento A + Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 0 0
Fermento B + Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 0 0
*Unidade arbitraria de bacteriocina por mililitro (UA.mL"") = reciproca da maior dilui¢io que apresentou halo de inibi¢ao multiplicada por 100.
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Tabela 3. Atividade de aminopeptidases das culturas bacteriocinogénicas e dos fermentos lacticos comerciais.

Culturas e fermentos lacticos

Unidade de atividade enzimatica*

Ala-p-Na** Arg-p-Na Leu-p-Na Lys-p-Na
Fermento A 0,068 0,046 0,054 0,032
Fermento B 0,092 0,057 0,059 0,057
E. faecium FAIR-E 198 0,081 0,078 0,053 0,092
Lb. plantarum ALC 01 0,256 0,365 0,226 0,390
Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 0,134 0,050 0,080 0,035

*Unidade de atividade enzimatica = variagio de 0,01 unidade de absorbancia em 1 minuto (0,01 U/min); e **-p-Na: p-nitroanilida.

maior atividade de aminopeptidases (5 a 100 vezes) no género
Lactobacillus quando comparado a Lactococcus e Pediococcus.
Baseado nestes resultados, o emprego desta linhagem néo
seria indicado para queijos frescos como o Minas Frescal, ja
que poderia promover a descaracterizagdo do produto através
do aumento da proteoélise. Porém, para queijos maturados, sua
adicdo seria desejavel, pois contribuiria para a aceleragdo da
maturacdo, conforme observado por Morgan et al. (2002) para
outras linhagens bacteriocinogénicas.

Para E. faecium FAIR-E 198 e Lc. lactis subsp. lactis
ATCC 11454, foi encontrada atividade entre 0,053 e 0,092 e
entre 0,035 e 0,134, respectivamente. Por se tratar de atividades
relativamente baixas, estas linhagens nao promoveriam aumento
na proteolise, podendo ser empregadas como adjuntas ao fer-
mento lactico tanto para queijos frescos quanto para maturados.
Sarantinopoulos et al. (2001), avaliando esta mesma linhagem
de E. faecium, em uma escala de 0 a 4 de atividade, encontraram
2 para leucina e zero para lisina. Em um estudo realizado por
Ayad etal. (2004), 50% das linhagens de Lactococcus analisadas,
70% de Lactobacillus e 68% de Enterococcus apresentaram baixa
atividade de aminopeptidases.

Ambas as marcas de fermento lactico demonstraram baixa
atividade de aminopeptidases, com valores entre 0,032 e 0,054
para a marca A e entre 0,057 e 0,092 para a marca B. Estes re-
sultados condizem com os relatados por Oumer et al. (2001a),
portanto, estes fermentos apresentam capacidade acidificante,
porém baixa atividade proteolitica, de acordo com sua classifi-
cagdo comercial de fermento mesofilico tipo O.

4 Conclusoes

As trés culturas bacteriocinogénicas apresentaram baixa
capacidade acidificante, ndo podendo ser empregadas como
culturas iniciadoras. Com exce¢éo da nisina que foi suprimida,
a produgdo de pediocina AcH e enterocina foi potencializada
pela presenca dos fermentos lacticos. Dentre todas as culturas
lacticas, Lb. plantarum ALC 01 apresentou a maior atividade
de aminopeptidases. Portanto, considerando as caracteristicas
tecnoldgicas avaliadas, Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium
FAIR-E 198 sdo indicadas como culturas adjuntas, visando
aumentar a seguranca microbiologica de queijos maturados e
frescos, respectivamente.
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