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RESUMO

O queijo de Coalho é um produto tipico do Nordeste do Brasil com
microbiota bastante diversificada, inclusive bactérias acido laticas e leveduras.
Estes micro-organismos influenciam nas caracteristicas organolépticas do
produto, e ainda podem atuar como probioticos ou na producéo de substancias
de interesse industrial, tais como: enzimas, compostos aromaticos, acido latico,
entre outros. O objetivo deste trabalho foi isolar, identificar e avaliar o potencial
tecnoldgico e enzimatico de bactérias acido laticas e leveduras obtidas a partir
de queijo de Coalho artesanal proveniente da regido Agreste do Estado de
Pernambuco (Municipios de Arcoverde, Capoeiras e Venturosa). No total foram
isoladas 125 bactérias acido laticas e 15 leveduras, com predominancia dos
géneros Enterococcus (52,8%) e Candida (46,66%), respectivamente. As
bactérias acido laticas se mostraram mais promissoras quanto a producéo do
composto aromético diacetil em relagdo as leveduras. A maioria das bactérias
acido laticas (96%) possui alta capacidade de acidificacdo. Na producdo de
proteases extracelulares utilizando o meio de soja, a levedura Galactomyces
geotrichum foi a melhor produtora com 120,5+1,2 U/mL em 24h. Em relacao a
producdo de proteases utilizando MRS caldo como meio de cultivo obtiveram-
se resultados baixos, onde o isolado 6C, Enterococcus sp. foi o melhor
produtor com 34,2+0,43 U/mL em 48h. Quanto a producado de [(galactosidase
em soro de leite bovino, as leveduras foram melhores que as bactérias acido
laticas, onde a maior atividade obtida foi 33,840,26 U/mL para a [
galactosidase extracelular neutra em 48h. Pode-se concluir que bactérias acido
laticas e leveduras isoladas de queijo de Coalho artesanal podem ser
excelente fonte para aplicacdo industrial, principalmente nas industrias de

alimentos.

Palavras-chave: bactérias acido laticas, enzimas extracelulares, leveduras,
queijo de Coalho, alimentos.



ABSTRACT

The Coalho cheese is a typical product of Northeastern Brazil. The
microbiota of this cheese is very diverse, including lactic acid bacteria and
yeasts. These microorganisms influence the organoleptic characteristics of the
product and may act as probiotics or to the production of substances of
industrial interest, such as enzymes, aromas, acid lactic, others. The objective
of this study was to isolate, identify and assess technological and enzymatic
potential of lactic acid bacteria and yeasts obtained from artisanal Coalho
cheese of the Wasteland region of the State of Pernambuco (City Arcoverde,
Capoeiras and Venturosa). In total, 125 lactic acid bacteria and 15 yeasts were
isolated from artisanal Coalho cheese with predominance of the genus
Enterococcus (52.8%) and Candida (46.66%), respectively. The lactic acid
bacteria are most promising for the production of diacetyl flavor. Most of lactic
acid bacteria (96%) have a high acidification. To the production of extracellular
proteases using the medium of soybeans, the yeast Galactomyces geotrichum
was more effective obtained 120.5+1.2 U/mL to proteolytic activity at 24 hours
of growth. The production of extracellular protease using MRS broth as a
growth medium was lower being the sample 6C, Enterococcus sp. the best
producer with 34.2+0.43 U/mL at 48h. The production of B-galactosidase in
whey, yeasts were better than the lactic acid bacteria. The highest activity
obtained was 33.8+£0.26 U/mL for extracellular B-galactosidase neutral at 48h. It
can be concluded that lactic acid and yeasts isolated from artisanal Coalho
cheese can be excellent source to industrial application, especially in food

industries.

Key-words: lactic acid bacteria, extracellular enzymes, yeasts, Coalho cheese,

food
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1. INTRODUCAO

Os produtos alimentares vém alcan¢ando lugar de elevado destaque nos
meios cientificos, isto devido a ascendente tendéncia mundial em se consumir

produtos naturais e com propriedades funcionais (WROBLEWSKA et al., 2009).

Os laticinios detém valores bastante relevantes no mercado brasileiro.
Em 2013 o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
constatou que foi produzido cerca de 34 milhdes de leite (BRASIL, 2013). Além
disso, o leite é utilizado como matéria-prima para a formulacdo de diversos
produtos lacteos fermentados, os quais necessitam da adicdo de bactérias
acido laticas para sua coagulacdo. Essas bactérias possuem propriedades
probioticas, e ainda podem produzir metabdlitos secundarios associados a
promocéao da saude (MILLS et al., 2011).

As bactérias acido laticas (BAL) constituem um grupo heterogéneo de
micro-organismos que possuem capacidade de fermentar agucares, sendo
geralmente empregadas para contribuir com a textura, aroma, seguranca
microbiana e valor nutricional dos alimentos fermentados (SETTANNI e
CORSETTI, 2008).

Além das BAL, as leveduras também podem ser encontradas
participando da producdo de alimentos fermentados. Elas s&o seres
eucariontes, quimiorganotréficos e pertencentes ao Reino Fungi (BARNETT,
2000). Contribuem para o desenvolvimento do sabor dos queijos por
produzirem metabdlitos resultantes da fermentacdo da lactose, pela atividade
proteolitica e lipolitica (WELTHAGEN e VILJOEN, 1998; PEREIRA-DIAS et al.,
2000; CORBO et al., 2001; LOPANDIC et al., 2006; PRICE et al., 2014).

A utilizacdo de BAL e leveduras para produzir produtos lacteos com
funcdes especiais representam um grande avanco na busca por habitos
saudaveis e melhoria na saude da populacdo em geral, contribuindo desta
forma para a qualidade de vida das pessoas (SOOMRO, MASUD e ANWAAR,
2002; GOLIC et al., 2013).
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Além disso, os micro-organismos representam uma fonte tecnolégica em
potencial, devido & capacidade destes para produzir inameras substancias, tais
como, enzimas proteoliticas, metabdlitos secundéarios, exopolissacarideos,
entre tantas outras que acabam por influenciar na qualidade final do alimento.
E estas substancias podem ser isoladas e aplicadas nas diversas industrias
(OLEMPSKA-BEER et al., 2006; EL-GHAISH et al., 2011).

Nas ultimas décadas verificou-se o aumento do ndmero de casos de
doencas alérgicas alimentares, principalmente quanto a alergia ao leite de vaca
(ALV), visando minimizar ou solucionar esta problematica tem se buscado
diversas alternativas (HOCHWALLNER et al., 2013). Uma delas refere-se ao
uso de proteases especiais, essas enzimas sao produzidas por muitos micro-
organismos considerados GRAS (Generally Recognized as Safe), ou seja, que

nao oferecem risco ao consumidor.

As proteases sdo capazes de degradar as proteinas do leite de vaca
aumentando a digestibilidade do produto e consequentemente diminuindo seu
potencial alergénico (JACOB et al.,, 2010), pois apesar do leite ser um dos
alimentos mais completos, algumas pessoas nao conseguem ingeri-lo, devido a

presenca de proteinas com epitopos alergénicos (LIRA et al., 2010).

Além das proteases, outras enzimas contribuem para aumentar a
digestibilidade do leite de vaca, € o caso da [-galactosidase, enzima
responsavel por degradar a lactose - principal carboidrato presente no leite -

em dois monossacarideos, sao eles, glicose e galactose (IQBAL et al., 2010).

A [B-galactosidase, conhecida popularmente por lactase, possui grande
valor para a induastria alimenticia, principalmente no desenvolvimento de
produtos sem lactose. Pois as industrias buscam alternativas para atender ao
publico que apresenta intolerancia a lactose (SONG et al., 2010). Além disso,
as industrias querem minimizar ou solucionar as dificuldades tecnoldgicas
observadas em produtos lacteos refrigerados, por exemplo, a cristalizagdo da
lactose (HARJU, KALLIOINEN e TOSSAVAINEN, 2012).
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Sendo assim, pelo exposto, é relevante a avaliacdo do potencial
tecnologico com vistas a producdo de substancias aditivas para a industria de

alimentos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

» Avaliar o potencial tecnologico e enzimatico de bactérias acido laticas e
leveduras isoladas de queijo de Coalho artesanal produzido no Estado

de Pernambuco.

2.2 Objetivos especificos

» Isolar bactérias acido laticas e leveduras a partir de queijo de Coalho
artesanal produzido no Estado de Pernambuco;

» Identificar as bactérias acido laticas e leveduras isoladas de queijo de
Coalho artesanal produzidos no Estado de Pernambuco através de
testes fenotipicos e bioquimicos;

» Determinar o potencial aromatico através da presenca do composto
diacetil produzido pelas bactérias &cido laticas e leveduras isoladas de
queijo de Coalho produzido no Estado de Pernambuco;

e Analisar o potencial de patogenicidade de leveduras isoladas de queijo
de Coalho artesanal produzido no Estado de Pernambuco;

» Avaliar o perfil enzimatico de bactérias &cido laticas e leveduras isoladas
de queijos de Coalho artesanal produzido no Estado de Pernambuco.



3. CAPITULOI

REVISAO BIBLIOGRAFICA

17
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3.1QUEIJO DE COALHO

O queijo de Coalho € um produto tipicamente do Nordeste brasileiro,
muito popular e amplamente consumido pela populagdo local e em todo o
Brasil. E um queijo com sabor acido e levemente salgado, resistente ao calor,

assim o mesmo pode ser consumido assado (SILVA et al., 2012a).

Figura 1. Queijo de Coalho (Fonte: http://www.sindfrutas.com.br)

Trata-se de um produto de grande valor comercial, devido
principalmente a simplicidade da tecnologia de fabricacdo e elevado
rendimento do processo. Sua producdo € realizada principalmente por
pequenos e médios laticinios, além de propriedades do segmento da
agricultura familiar, assim, tem contribuido para o crescimento socioeconémico
desta regido de maneira efetiva (SILVA et al., 2010; ARAUJO et al., 2012).

Os queijos podem ser classificados segundo diversos critérios, incluindo
os tipos de micro-organismos envolvidos no processo de maturacdo, se a
matéria prima é crua ou pasteurizada e se existe algum tratamento térmico
(SETTANNI e MOSCHETTI, 2010).

A Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) do Ministério da Agricultura,
através do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de queijo de
Coalho, define este produto como um queijo de consisténcia semi-dura e
elastica, com textura compacta e macia, podendo apresentar algumas
olhaduras. Em geral este possui cor branca amarelada uniforme, sabor brando,
acidez leve, salgado, com aroma caracteristico (SDA, 2001; SILVA et al.,
2012a).
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Denomina-se queijo de Coalho artesanal aquele que é fabricado a partir
de leite cru, isto é, que ndo sofre processo de pasteurizacdo. Este tipo de
qgueijo apresenta propriedades organolépticas tipicas e aroma particular que
estdo associados a atributos do proprio leite, relacionados a raca e ao tipo de
nutricdo das vacas, ao processo de fabricacdo basico do queijo tradicional e a
microbiota natural autéctone, responséveis pela fermentacdo e maturacéo
préprias da regido produtora Essa microbiota é composta em sua maioria por
bactérias acido laticas selvagens, presentes na regido e com diferencas
metabdlicas proprias que acabam por inferir caracteristicas particulares a cada
produto (SILVA et al., 2012b).

O queijo de Coalho é um produto bastante fabricado em todos os
Estados do Nordeste, mas a maior produgédo concentra-se nos Estados de
Pernambuco, Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba (QUEIROZ, 2008;
MENEZES, 2011). Em Pernambuco, o queijo de Coalho € um dos principais
produtos produzidos na Regido Agreste adquirindo importancia fundamental na
economia dos pequenos municipios, uma vez que constitui a principal fonte de
renda da propriedade familiar e Iimpulsiona a economia da regido
(CAVALCANTE et al., 2007; ARAUJO et al., 2012).

O queijo de Coalho possui uma microbiota composta por bactérias acido
laticas e leveduras, esses micro-organismos contribuem para os atributos

sensoriais observados neste queijo.

3.2BACTERIAS ACIDO LATICAS: TAXONOMIA E IMPORTANCI A

Bactérias acido laticas compdem um grupo bastante heterogéneo de
micro-organismos que apresentam inumeras diferencas fisioldégicas. Esse
termo bactérias acido laticas advém da capacidade destas para fermentar os
acucares primarios em 4cido latico através da via metabdlica homofermentativa
ou heterofermentativa (MILLS et al., 2011). Essas bactérias podem estar
presentes em produtos lacteos, como normalmente relatado, ou ainda podem
ser encontradas em diversos outros alimentos (RIVERA-ESPINOZA e
GALLARDO NAVARRO, 2010).
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Dentre os noves géneros que compdem as bactérias acido laticas,
apenas cinco sdo amplamente encontrados em queijos: Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus (CAVALCANTE,
2007; POT, 2008).

As bactérias acido laticas sdo Gram-positiva, catalase negativa, nao
formadora de esporos, baixa quantidade de guanina e citosina, anaerdbia
facultativa (SETTANNI e MOSCHETTI, 2010). Como mencionado
anteriormente, elas podem ser classificadas em dois subgrupos bioquimicos
com base nos produtos da sua fermentacdo. Nesta classificacdo, as bactérias
homofermentativas compreendem aquelas que convertem glicose a acido
latico, enquanto que as heterofermentativas sdo aquelas que produzem além
do acido latico, outros produtos como dioxido de carbono, acido acético e
etanol (FOX, 2000; CARR, CHILL e MAIDA, 2002). Essa classificacdo pode ser
observada abaixo, na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo dos géneros de bactérias &cido laticas presentes em
gueijos de acordo com a morfologia, temperatura 6tima de crescimento e tipo

de fermentacéo do acucar.

Géneros Morfologia Temperatura Tipo de fermentacéo

Otima
Lactococcus Cocos 30°C Homofermentativo
Streptococcus Cocos 42°C Homofermentativo
Enterococcus Cocos 42°C Homofermentativo
Leuconostoc Cocos 30°C Heterofermentativo

Homofermentativo /

Lactobacillus Bastdes 30 e 42°C .
Heterofermentativo

Fonte : Adaptado de Fox et al. (2000) e Carr, Chill e Maida (2002)

Devido suas propriedades metabdlicas, essas bactérias sdo geralmente
empregadas em alimentos fermentados, devido sua significante contribuicdo na
formulagdo de aroma, sabor, textura, valor nutricional e seguranca
microbiolégica (CAPLICE e FITZGERALD, 1999; SETTANNI e MOSCHETTI,

2010), tais como vinhos, producdo de embutidos fermentados, queijos,
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iogurtes, entre outros alimentos (ROJO BEZARES et al., 2006; GONZALEZ et
al., 2010).

As bactérias acido laticas sdo realmente muito importantes para a
industria de alimentos, haja vista que elas sdo capazes de produzir acidos
organicos, substancias antimicrobianas e outros metabolitos a partir de
acucares, e assim promover melhoria nos produtos comerciais (CIZEIKIENE et
al., 2013; MAGGI et al., 2013). Esse compostos provocam diminui¢do do pH do
leite, e consequentemente cria condicbes adversas a proliferacdo de micro-
organismos patogénicos (AYAD et al., 2004; CIZEIKIENE et al. 2013;
SETTANNI et al., 2013).

A fermentacao realizada pelas bactérias acido laticas também envolve
processos bioquimicos, como protedlise e lipolise (DEETH, 2002; LOPEZ-
KLEINE e MONNET, 2011), e contribuem ainda mais para o desenvolvimento
de aromas e sabores especificos presentes nos fermentados (RINCON-
DELGADILLO et al., 2012).

Quando os alimentos séo produzidos de forma tradicional ou artesanal, o
sensorial do produto geralmente é mais intenso e marcante, por que o leite ndo
passou pelo processo de pasteurizagcdo, o qual desnatura proteinas, modifica o
sabor e diminui a com centracdo de bactérias acido laticas, as quais séo
responsaveis por inumeras caracteristicas organolépticas apreciaveis em
gueijos (SILVA, 2013).

Como o potencial enzimatico de espécies usadas como fermentos na
producdo de queijos comerciais € restrito, a pesquisa por novas espécies com
uma maior producdo e diversidade enzimatica tem aumentado, porque a
industria alimenticia necessita de inovagfes e produtos mais apreciaveis
(GONZALEZ et al., 2010; STEELE et al., 2013).

O desenvolvimento do aroma e sabor dos queijos € um processo
bioquimico dindmico e complexo que é influenciado por trés fatores primordiais:
composicao do leite, condigcOes de processamento, e micro-organismos e suas
enzimas presentes na matriz do queijo (CARVALHO, 2007; STEELE et al.,
2013). Assim esses fatores devem ser bem controlados para garantir a

qualidade do produto fabricado.
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Além das bactérias acido laticas, as leveduras também tem ganhado
destaque nos processos fermentativos que originam produtos alimenticios com

gualidades organolépticas especiais.

3.3LEVEDURAS: TAXONOMIA E IMPORTANCIA

As leveduras pertencem ao reino Fungi, inseridas mais precisamente,
nos filos Ascomycota e Basidiomycota, e entre os fungos mitospdricos, antigos
Deuteromycetes (FUNKE et al.,, 2011). Possuem distribuicdo abrangente,
podendo ser encontradas nos mais diversos substratos, por exemplo, solo,
agua, vegetais, animais, e até bebidas e alimentos (CAPECE e ROMANO,
2009; PERRICONE et al., 2014).

As leveduras apresentam um talo predominantemente unicelular, podem
realizar reproducdo assexuada por brotamento ou fissdo, e ndo formam corpos
de frutificacdo, estas caracteristicas as diferenciam dos demais fungos.
Entretanto as leveduras ainda pode apresentar reproducao sexuada, onde sdo
capazes de formar esporos ou ainda serem dimorficas, isto €, apresentar tanto
a reproducdo assexuada quanto sexuada a depender da influéncia do meio
externo (PURRINOS et al., 2013).

Elas ainda caracterizam-se por apresentar parede celular rigida, nucleo
organizado com membrana nuclear (célula eucariética), aclorofiladas, nutricdo
do tipo heterotréfica por absorcdo e auséncia de motilidade (BARNETT et al.,
2000; FORSYTHE, 2013).

A taxonomia convencional de leveduras caracteriza-se por ser uma
tarefa laboriosa, visto que esta se baseia em aproximadamente 100 testes
morfolégicos e bioquimico/fisiolégicos. Essas técnicas classicas detém alta
credibilidade no mundo cientifico, pois muitas ja foram bem estudadas por
diversos pesquisadores, tais como, KREGER VAN RIJ (1984), YARROW
(1998) e BARNETT et al. (2000), os quais afirmam que a rotina de identificacdo
classica de leveduras € um trabalho longo que envolve diversos parametros,

entre eles:
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a) caracterizacao morfologica da col6nia através de exames macroscopicos da

coldnia e microscopicos;
b) tipo de reproducéo;

c) caracterizacdo bioquimica através de testes de assimilacdo e fermentagéo
de carboidratos, sais, etc;

d) caracterizagdo fisiolégica com crescimento da colénia em diferentes

temperaturas;

e) testes complementares como hidrélise da uréia, degradacdo de amido,
reagdo ao corante diazonium blue b (DBB), producdo de &cido acético, entre

outros.

Outra alternativa para a identificacdo é a biologia molecular, esta forma é
bastante eficiente e rapida, entretanto seu custo ainda é elevado, assim esta
caracteristica delimita o uso destes técnica (ALVAREZ-MARTIN et al., 2007;
ALVAREZ-MARTIN et al., 2008; PADILLA, MANZANARES e BELLOCH, 2014).

Algumas espécies de leveduras sédo importantes porque podem causar
enfermidades em plantas e animais, incluindo o homem, pois demonstram
habilidade em produzir enzimas extracelulares, como proteases, fosfolipases,
amilases e uréase. Estas caracteristicas geralmente estao associadas a fatores
de patogenicidade e viruléncia quando se trata da relacdo fungo hospedeiro
(MENDES-GIANNINI et al., 1997; MIDGLEY et al., 1998). Assim o estudo da
atividade enzimatica contribui para o esclarecimento de inUmeros aspectos
relacionados a patogenicidade dos fungos e permite verificar se o alimento em
questao encontra-se adequado ao consumo (BROOKS et al., 2012).

As leveduras também apresentam importdncia como agentes
biodeterioradores, devido a capacidade de transformar a matéria organica,
assim elas alteram as caracteristicas dos alimentos e pode inviabilizar seu
consumo (SOUHAUG, 2011). Entretanto elas se bem utilizadas pelas industrias
dos alimentos, elas podem conferir caracteristicas organolépticas desejadas
aos produtos, atuando como agentes tecnoldgicos e melhorando os aspectos

sensoriais dos produtos, ou ainda podem conferir papel probiético e promoverir
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bem-estar ao consumidor, por exemplo, melhora do transito do trato
gastrointestinal, aumento da disposicdo para realizar atividades, entre outas
(PERDESEN et al., 2012; MARTINS, MARTINS e BARBOSA, 2013;
PERRICONE et al., 2014).

As leveduras sdo uma excelente alternativa com aplicabilidade industrial,
devido ao potencial para produzir produtos de interesse comercial, e ao baixo
custo de producao (LIMA et al., 2009; VIANA et al., 2010; GOLIC et al., 2013).

Essas caracteristicas incrementam a utilizacédo destas para fins tecnolégicos.

A utilizagdo de subprodutos para o crescimento de micro-organismos
com o objetivo de produzir substancias de alto valor agregado é uma
alternativa viavel (PESSOA JUNIOR, 1991). Entre esses subprodutos destaca-

se 0 soro do leite.
3.4 SORO DE LEITE

O soro de leite, também € conhecido por lactossoro, € um subproduto
muito importante das queijarias, sendo entendido como o liquido remanescente
apos a precipitacdo e remocdo da caseina, principal proteina do leite
(TORRES, 2005). A producéo de queijo no mercado brasileiro vem crescendo a
cada ano, e assim, consequentemente ha uma maior producéo de soro de leite
(THAMER e PENNA, 2005; BATISTA, 2011).

Para se produzir 1kg de queijo, como o queijo de Coalho, necessita-se
de 10 litros de leite bovino em média, o que resulta em torno de 9 litros de soro
(RICHARDS, 2002), com isso o soro do leite pode ser visto sob dois aspectos
bem distintos. Primeiramente como agente de poluicdo, se descartado
inadequadamente, devido ao volume produzido e a falta de afinidade com a
agua, que gera transtornos ambientais, principalmente em relacdo a poluigdo
de agua potavel (CICHELLO, RIBEIRO e TOMMASO, 2013). Ou ainda pode
ser entendido como um produto nobre, afinal possui propriedades nutricionais
apreciaveis (NEVES, 2001).

Em geral, o lactossoro é tratado como residuo pela maioria das
queijarias do Brasil, e acaba sendo descartado inadequadamente. Todavia,

atualmente a legislacdo ambiental brasileira esta mais rigida, logo as industrias
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tem buscado alternativas para aproveitamento desse subproduto (FLORENCIO
et al., 2013). Uma delas € a utilizagdo deste em processos fermentativos com
aplicacdo nas mais diversas éareas de producdo de alimentos, afinal o
lactossoro tem alto valor nutricional e propriedades funcionais importantes, tais
como, emulsificante, espumante e gelificante, o que o torna um substrato
interessante para as industrias (ROSANELI et al., 2002; CANILHA et al., 2006).

O soro de leite pode ser utilizado para cultivar micro-organismos que
produzem metabdlitos de interesse industrial, como € o caso das bactérias
acido laticas e levedura (PANESAR et al., 2007; KOLLER et al.,, 2013). Em
segundo lugar pode ser consumido em forma de produtos lacteos que trazem
diversos beneficios pra o desenvolvimento do préprio produto e a saude do
consumidor, por exemplo, melhoria no aroma, textura e valor nutricional;
aumento da vida de prateleira, producao de efeito probidtico (TORTELLI et al.,
2008).

3.5 PROPRIEDADES TECNOLOGICAS E ENZIMATICAS DE
BACTERIAS ACIDO LATICAS E LEVEDURAS

O crescente interesse da sociedade em consumir alimentos saudaveis
vem impulsionando o desenvolvimento do mercado de alimentos funcionais
(SUVARNA, BODY, 2005). E como existe a necessidade continua de
aprimoramento das técnicas industriais para que se atinja uma melhor
producao industrial, logo se faz necessario a buscar por micro-organismos com
propriedades tecnolégicas aplicaveis de exeléncia (ABDEL-RAHMAN et al.,
2013).

De acordo com Komatsu et al. (2008) e Lima et al. (2009), entende-se
alimentos funcionais como sendo aqueles capazes de garantir efeitos
nutricionais adequados e que podem proporcionar beneficios adicionais em
uma ou mais fungcbes do organismo, e consequentemente geram melhorias a

salude do consumidor.

Dentre os alimentos que tem demonstrado avancos mercadoldgicos
expressivos sob essa perspectiva de funcionalidade estdo os produtos lacteos
(NIELSEN, 2009). Eles sdo bastante apreciados, contribuirem com a nutricdo

basica, e ainda sdo benéficos ao consumidor, devido a presenca de micro-
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organismos probidticos e de metabdlitos produzidos por eles durante a
fermentacdo (ANTUNES et al., 2007; DONKORA et al., 2007; MOTARJENI et
al., 2014).

A acdo de micro-organismos especificos para a fermentacdo do leite
acabam por diminuir seu pH, modificando suas caracteristicas organolépticas e
possibilitando a formacdo de outros produtos, tais como, iogurtes, queijos,
bebidas lacteas, coalhadas, etc (ORDONEZ-PEREDA et al., 2005). Em geral,
0S micro-organismos mais utilizados no processo fermentativo do leite sédo as
bactérias laticas, entretanto ainda podem ser usadas algumas bifidobactérias e
até leveduras (PIMENTEL, 2005).

Para promover beneficios a saude do consumidor, esses micro-
organismos devem permanecer viaveis, ativos e abundantes no produto final,
durante o prazo de validade estipulado (RITTER, 2007). Entdo este alimento
funcional que contém micro-organismos probiéticos podem contribuir para a
saude do consumidor, atuando na prevencdo de infeccdes intestinais e
diarreias, efeito anticarcinogénico (WOLLOWSHI, RECHKEMMER e ZOBEL,
2001), auxiliar na reducdo dos niveis de colesterol (SEPPO et al, 2003),
melhorar a digestdo da lactose (MEDEIROS et al., 2008; PARK e OH, 2010),
controle da microbiota intestinal, diminuicdo da populacdo de patégenos pela
producdo de acido aceético e lactico, bacteriocinas e demais compostos
antimicrobianos (DE VUYST e LEROY, 2007), estimular o sistema imune e
diminuir a constipacido (CAO e FERNANDEZ, 2005; SAAD, 2006).

3.5.1 Capacidade acidificante

Os micro-organismos possuem grande importancia econémica, visto que
estas desempenham importante papel na fermentacdo de ampla variedade de
alimentos. Suas atividades metabdlicas influenciam no desenvolvimento de
propriedades organolépticas desejaveis, permitindo assim a conservacdo do
produto, além de elevar o valor nutritivo deste (ALEXANDRE et al., 2002;
GALIA et al., 2009).



27

As bactérias acido laticas sdo amplamente utilizadas como culturas
iniciadoras para fermentar o leite, devido a capacidade delas em produzir acido
latico através do catabolismo da lactose. Este composto apresenta formula
molecular C3HgO3 e estrutural CH; - CH — COOH (NELSON e COX, 2008), e
acrescenta ao leite fermentado um sabor ligeiramente acido, atividade
antimicrobiana, propriedades nutricionais e organolépticas apreciaveis (GALIA
et al., 2009).

A capacidade de alguns micro-organismos, principalmente bactérias
acido laticas, para produzir elevada quantidade de &cidos organicos, inclusive
acido lactico, através da fermentacdo dos carboidratos presente no alimento,
provoca como consequéncia a reducdo do pH, e este é o fator primordial em
que se baseia a atividade antimicrobiana. Ainda podem ser produzidas outras
substancias inibitorias, por exemplo, peréxido de hidrogénio, diacetil,
metabdlitos de oxigénio etc., que conferem seguranca ao alimento
(BROMBERG et al., 2006; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010).

O acido lactico € um acido organico comumente utilizado como
biopreservante alimentar (RODRIGUEZ SAUCEDA, 2010). Trata-se de um
composto que confere ao leite fermentado um sabor ligeiramente acido,
apresenta atividade antimicrobiana, protegendo esse alimento de micro-
organismos adulterantes e patogénicos, e ainda confere propriedades
organolépticas particulares para a formacdo do produto final, e ainda eleva o
valor nutricional do alimento em que esta inserido (BOTERO et al, 2013).

A acidificacdo em alimentos provocada pela producdo do acido lactico
contribui para a reducdo de patdgenos, haja vista que a maioria dos micro-
organismos que causam doencas possuem uma faixa de pH 6timo em torno da
neutralidade ou em condi¢cbes ligeiramente alcalinas para seu crescimento,
assim o processo de acidificacdo ird atua como limitante no desenvolvimento
destes (JATOBA et al., 2008).

Em contra partida, a capacidade acidificante utilizando leveduras em
leite e derivados lacteos € pouco explorada, tendo mais viabilidade o uso
destas no processo de fermentacdo de péao, cerveja e vinho (SICARD e
LEGRAS, 2011; SUAREZ-LEPE e MORATA, 2012).
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Todos os éacidos tem atividade antimicrobiana, entretanto a atividade
depende de outros fatores, tais como: quantidade produzida e caracteristicas
fisico-quimicas de cada &cido. A acidificacdo em alimentos deve ser
controlada, visando proporcionar caracteristicas agradaveis ao produto, afinal
se ela ocorrer em excesso pode prejudicar o sensorial do produto e n&do torna-
lo agradavel ao consumo (GOMEZ e VASQUEZ, 2011).

3.5.2 Formacao de compostos volateis com aroma

A acdo enzimatica que ocorre em produtos lacteos, principalmente
durante a maturacao de queijos, gera a formacdo de compostos volateis. Sabe-
se que alguns compostos sao 0s principais responsaveis por produzir o aroma
caracteristico lacteo. Entre esses aromas os mais relevantes sdo: diacetil ou
butanodiona (C4HeO;) e acetoina ou 3-hidroxi-butanona (C4HgO.), e séo eles
0S principais componentes que acarretam no aroma amanteigado presente no
produto, e, além disso, ainda podem atuar como “carriers” de diversos outros
aromas agregando valor significativo na formacdo dos aromas (CFR, 2011;
RINCON-DELGADILLO et al., 2012).

Ambos os compostos mencionados acima demonstram caracteristicas
aromaticas bastante similares, todavia o composto diacetil € de fato mais
apreciado no mercado, devido as propriedades quimicas que apresenta, e que
o tornam mais eficiente quando comparado a acetoina, assim o potencial deste
como aditivo é mais apreciado e explorado (GAVA, 2009; CADWALLADER e
SINGH, 2009).

O diacetil € um composto de alto valor aromatico, muito requerido por
certas industrias, principalmente por aquelas que utilizam leite como sua
matéria-prima para o desenvolvimento dos seus produtos, haja vista que este
possui capacidade para produzir o aroma caracteristico dos produtos laticos,
tendo traco amanteigados. Entretanto sua presenca pode ser indesejavel em
outros produtos, por exemplo, suco de macéa, cerveja e bebidas alcodlicas
(GARCIA-QUINTANS et al, 2008; RINCON-DELGADILLO, LOPEZ-
HERNANDEZ e RANKIN, 2013).

O composto diacetil € conhecido por diversos outros nomes, entre eles:
2,3 butanodiona, biacetil, dimetil dicetona, dimetil glioxal ou 2,3 dicetobutano;
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sua formula € C,H,O,; possui cor amarela esverdeada, peso molecular de
86,09 e ponto de ebulicio 88°C (BLANK, 2009). E produzido por via sintética a
partir da butanona e por via fermentativa através de diversos micro-
organismos, especialmente  bactérias dos géneros Lactobacillus,
Streptococcus, Lactococcus, Bacillus, além de leveduras do género
Saccharomyces, Hanseniaspora, e em geral esses micro-organismos usam
glicose, lactose, ou qualquer outra fontes de carbono como substrato (CLARK e
POTTER, 2007; PAPAA et al., 2013; PADILLA et al., 2013).

O

CHs
HsC

O

Figura 2. Formula estrutura do diacetil (Fonte: http://gnint.sbg.org.br)

Em geral, as bactérias acido laticas atraem mais a atencéo da industria,
devido ao fato delas serem mais estudadas e apresentarem resultados mais
significativos para a producdo deste composto em um curto periodo de tempo,
ja as leveduras também apresentam potencial para a producdo desse aroma,
entretanto com menor expressdo. E como na visdo industrial € necessario
maior desempenho em menor espaco de tempo, entdo as bactérias acido
laticas séo preferidas, e elas tém sido utilizadas para gerar patentes e
proporcionar maior eficiéncia de processos industriais para as empresas gue as
utilizam (PAPAA et al., 2013; SALMERON, THOMAS e PANDIELLA, 2014).

A principal aplicabilidade desse aroma destina-se a produc¢ao de queijos,
manteigas ou substitutos para os aromas naturalmente desenvolvidos nesses
produtos (HILL e KETHIREDDIPALLI, 2013).

3.5.3 Proteases
As peptidases, peptideo hidrolases ou proteases sdo enzimas

hidroliticas que clivam ligacdes peptidicas nas proteinas e peptideos. Estas
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enzimas pertencem a subgrupo 4 da classe das hidrolases e sua nomenclatura
é realizada de acordo com o tipo de reacédo catalisada, a natureza quimica do
sitio catalitico e estrutura. Dessa maneira, subdividem-se em exopeptidases e
endopeptidases, dependendo de seu sitio de acéo, ou seja, clivando peptideos
terminais ou aqueles distantes dos terminais dos substratos, respectivamente
(NELSON e COX, 2011; TAVANO, 2013).

Ha uma tendéncia mundial para utilizar essas enzimas nos mais
diversos tipos e processos industriais, tais como, industrias de detergentes,
processamento de alimentos, produtos farmacéuticos, biorremediacao,
biossintese e biotransformacdo (JELLOULI et al, 2009; DENG et al., 2010),
entretanto as fontes comerciais disponiveis até o momento nao estédo
atendendo a demanda crescente do mercado (SUNDARARAJAN, KANNAN e
CHITTIBABU, 2010), logo se faz necessario a procura por novas fontes
produtoras de protease, entre elas, podemos citar 0s micro-organismos,
inclusive bactérias acido laticas e leveduras (GUPTA et al., 2002; DAVID et al.,
2009; PUNITHA et al., 2009).

O uso de proteases especiais produzidas por micro-organismos
considerados GRAS é uma demanda crescente no mercado, pois estas
substancias podem degradar as proteinas do leite de vaca facilitando sua
digestibilidade e diminuindo seu potencial alergénico, e como 0s micro-
organismos GRAS sao fontes confidveis e de baixo custo para as industrias,
entdo o interesse pelo uso deles é elevado (JACOB et al., 2010)

Essas enzimas podem ser Uteis na degradacdo de proteinas que
apresentam potencial alergénico, por exemplo, caseinas e B—globulinas, as
quais sdo relatadas como as principais proteinas alergénicas presente no leite
de vaca (COCCO et al.,, 2000; GAUDIN et al., 2008). A busca por diversos
processos tecnoldgicos que visam minimizar essa alergenicidade tém-se obtido
resultados positivos através da utilizacdo de tratamentos térmicos, enzimaticos,
enriguecimento e glicosilacdo, e assim impulsiona investimento de pesquisas
gue visam minimizar os efeitos da alergia por leite de vaca (TAHERI-KAFRANI
et al., 2009).
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Naturalmente durante o processo de fermentacdo, ocorre a protedlise,
um processo que reduz o numero de epitopos alergénico e consequentemente
diminui a capacidade de alergenicidade do leite através da hidrélise das suas
proteinas tornando-as mais assimilaveis (EL-GHAISH et al., 2011). Em queijos,
a protedlise € um importante parametro para as caracteristicas organolépticas,
especialmente quanto ao sabor, aroma e textura, assim a acdo das enzimas é
de extrema relevancia, sendo fundamental para o resultado final do produto
(SETTANNI e MOSCHETTI, 2010).

Em geral, as bactérias acido laticas e leveduras possuem um sistema
enzimatico proteolitico capaz de degradar as proteinas do leite levando a
formacdo de aminoacidos livres, assim acabam por contribuir no
desenvolvimento das caracteristicas organolépticas do produto fermentado,
tornando-os mais apreciados (EL-GAISH et al.,, 2011). As caracteristicas
organolépticas sdo aquelas perceptiveis através do paladar, olfato e visdo. No

leite observa-se o aspecto geral, sabor, odor e coloracao (SILVA et al., 2010).

Além das proteases, diversas outras enzimas também sdo importantes a
nivel industrial, € o caso das (-galactosidases, as quais sdo responsaveis pela

hidrélise da lactose.

3.5.4 Bgalactosidase

A enzima [-D-galactosil galactohidrolase (B-galactosidase, E.C. 3.2.1.23,
trivialmente chamada de lactase), € uma enzima comercial importante, pois
catalisa a hidrolise de B-galactopiranosideos, como a lactose, que é o agucar
do leite, um dissacarideo formado pela glicose e galactose, com baixo poder
adocante (IQUAL et al., 2010; TOMAL, 2010).

O valor nutricional da lactose apresenta limitacdo, devido a grande
propor¢cdo de pessoas ao redor do mundo que ndo possuem a enzima [3-
galactosidase como componente do seu trato gastrointestinal, e por isso néo
podem utiliza-la, o que gera intolerancia a lactose (RODRIGUES et al., 2008;
SONG et al., 2010). Em geral, estes individuos intolerantes ao ingerir algum

alimento com lactose acabam por apresentar quadros de inchagco abdominal,



32

diarreia, e diversos outros disturbios gastrointestinais (MEDEIROS et al., 2008;
PARK e OH, 2010).

A hidrélise da lactose tem uma grande relevancia na industria de
alimentos, principalmente no desenvolvimento de produtos sem lactose. Além
disso, a formacao de cristais de lactose é comumente observada em sorvetes e
produtos lacteos refrigerados, sendo considerado um defeito tecnolégico, por
isso a hidrélise € uma etapa importante. Entdo investir na procura por fontes
com baixo custo produtoras dessa enzima € uma excelente estratégia (SONG
et al., 2010; HARJU, KALLIOINEN e TOSSAVAINEN, 2012).

As possiveis fontes produtoras de enzimas em geral sdo animais,
plantas, bactérias, leveduras e fungos, contudo as fontes microbianas se
destacam devido a facilidade fermentativa de producéo, elevada atividade e
geralmente boa estabilidade (PARK e OH, 2010; ZHOU et al., 2013).

Outra utilizacdo da [-galactosidade a nivel industrial € a producdo de
oligossacarideos relacionados com transglicosilacdo permitindo a transferéncia
de galactose do dissacarideo lactose, produzindo galacto-oligossacarideos
promissores agentes prebidticos (RHIMI et al., 2009, IQBAL et al., 2010).

Além da producdo de enzimas importantes para a tecnologia de
alimentos, a investigacdo sobre as propriedades tecnologicas de bactérias
acido laticas e leveduras isoladas de produtos artesanais, como 0 queijo de
Coalho, se faz necessario para selecionar cepas consideradas ideais para a
formulacdo de fermentos iniciadores com o objetivo de uniformizar as
caracteristicas sensoriais de produtos a base de matéria prima crua. Afinal a
busca pelo melhor micro-organismo, pela técnica mais eficiente e produtos
mais apreciados € constante no setor industrial, inclusive na area de alimentos
(JELEN, 2011).
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Diversidade e potencial tecnologico de bactériasido laticas de interesse em

alimentos
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Cavalcant?

RESUMO

O queijo de Coalho é um produto tipico do norddstasileiro e muito
consumido. Sua microbiota € composta principalmpotebactérias acidos laticas que
contribuem significativamente para as caractedstiarganolépticas do produto final.

Essas bactérias produzem diversos metabdlitos caqficalilidade industrial,
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principalmente na area de alimentos. Assim o olgetieste estudo foi avaliar a
diversidade e o potencial tecnologico de bactéi@do laticas isoladas de queijo de
Coalho artesanal do Estado de Pernambuco visanaloaglicacdo na indastria de
alimentos. No total foram isoladas 125 bactérias acido laticasde o género

Enterococcugpredominou entre os isolados (52,8%). Para as ipdgates tecnoldgicas
foram avaliados os seguintes parametros: capace@ddicante, producédo de diacetil,
protease extracelular, @galactosidase intra e extracelular. A maioria Hastérias

acido laticas demonstrou ter potencial tecnologmara aplicagdo na industria

alimenticia com a producao de diacetil, enzimatepses @-galactosidase.

Palavras-chaves: protease extracelular, diacetil, queijo de Coalbactérias acido

laticas,B-galactosidase.

ABSTRACT

The Coalho cheese is a typical prodafcthe Brazilian Northeast, widely
consumed across country. The microbiota of Coalmeese is mainly composed by
lactic acid bacteria, which contribute significgntib the organoleptic characteristics of
the cheese. These bacteria produce several megsbalith industrial applicability
especially to foods. The aim of this study wasdentify and assess the technological
potential of lactic acid bacteria isolated fromisamhal Coalho cheese from Agreste of
the State of Pernambuco to applicability in thedfamdustry. In total, were isolated 125
lactic acid bacteria, and the genksterococcuspredominate among the isolates
(52.8%). For the technological properties the folloy parameters were evaluated:

acidifying capacity, production of diacetyl, exteflalar protease, extracellular and
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intracellular B-galactosidase. Most of the lactic acid bacterioowsdd a great

technological potential for application in the foodustry.

Key words: extracellular protease, diacetyl, Coalho cheessicl acid bacteria angh

galactosidase.

INTRODUCAO

O queijo de Coalho é um produto tipico e popuaiNdrdeste do Brasil, muito
apreciado nesta regido e em todo o territério leiesi Esse queijo possui um sabor
levemente salgado e &cido, é resistente ao cabolenglo ser consumido assado. E
produzido principalmente nos Estados do Nordest8rdsil, como Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Ceara e Paraiba. Representa umalexavel parcela da economia
regional, sendo sua producédo uma fonte signifiaady renda para os produtores rurais

(Silva et al., 2012a; Queiroga et al., 2013).

As bactérias acido laticas estdo presentes nagades lacteos fermentados,
inclusive no queijo de Coalho, e contribuem pargpapriedades sensoriais destes

produtos (Machado, 2011; Pogacic et al., 2013).

Estas bactérias sdo Gram-positivas, acido-tolesant@ormalmente néao
esporulantes, catalase e oxidase negativas, e distémlas em homofermentativas ou
heterofermentativas. As homofermentativas sdo aquelpazes de produzir unicamente
acido latico a partir da lactose, enquanto queeatsrdfermentativas produzem acido
latico, didxido de carbono, etanol e demais congso$Gonzalez et al., 2010). Esses

produtos do metabolismo microbiano contribuiremapardesenvolvimento de aroma,
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textura, valor nutricional e preservacao dos altmerfermentados, e podem esta

associados a efeitos de promocéao a saude (Mélls, 2011).

A importancia das bactérias acido laticas refera-skevada diversidade de suas
caracteristicas fisiologicas e metabdlicas, aléns gaopriedades probidticas e
tecnoldgicas (Silva et al., 2012b). Elas estaoridas como micro-organismos GRAS
(Generally Recognized As Safe), isto é, aquelesn@oeconferem risco a saude de seus
consumidores (Jacob et al., 2010). Sendo assis pelssuem numerosas aplicacdes na
industria de alimentos, tais como, realcadoras cdaacteristicas organolépticas de
produtos fermentados e protecdo competitiva col@atérias patogénicas que

colonizam o trato gastrointestinal humano (Sett&kioschetti, 2010).

As bactérias acido laticas sdo capazes de produmitpostos aromaticos
volateis, entre eles encontra-se o diacetil. Eseeposto confere o aroma
“amanteigado”, benaaracteristico e bastante apreciado em derivadteoki(Tavaria et
al., 2006). A maior parte do diacetil encontrade poodutos lacteos é formada através
do processo de fermentacéo por agédo de cultur@adoras utilizadas na fabricagéo do
produto. Além disso, ainda pode atuar como coadjiggade diversos outros aromas
agregando valor significativo no produto final (Ban-Delgadillo et al., 2012).
Entretanto, muitos outros metabdlicos microbianaglemn ser produzidos pelas
bactérias acido laticas, por exemplo, enzimas. Jigistancias podem ser aplicadas nas

diversas industrias (EI-Ghaish et al., 2011).

As proteases sdo uma das classes de enzimas meaantes a nivel industrial
(Gonzaléz et al., 2010; Sundararajan et al., 2044 )enzimas proteoliticas produzidas

por micro-organismos influenciam no processamerdo pdbdutos lacteos, pois a
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protedlise € um processo bioguimico fundamental igiexfere nas caracteristicas

organolépticas dos produtos, em especial, textararaa (Settanni & Moschetti, 2010).

Além disso, essas enzimas podem ser Uteis na @egi@adle proteinas com
potencial alergénico presente no leite de vaca,oc@mo caso das caseinasp-e
lactoglobulina, assim tais enzimas atuam aumentandigestibilidade e diminuindo o

potencial alergénico presente no leite e seusathos/(Jacob et al., 2010).

7

A lactose € o aclcar do leite, e seu uso como digree em produtos
alimenticios é bastante limitado, devido sua baakbilidade, baixa dogura e alta
incidéncia de individuos com intolerancia a lact@gmira et al., 2013). A elevada
concentracdo de lactose em produtos lacteos araeret uma textura granulada
indesejavel (Song et al., 2010). Além disso, aoketprovoca graves problemas no
tratamento de efluentes das industrias de leitddde sua baixa biodegradabilidade, a
qual é responsavel pelo aumento da demanda biczpiitkei oxigénio (Novalin et al.,
2005; Hatzinikolaou et al.,2005). Assim, as indéstalimenticias buscam alternativas
para minimizar ou solucionar essas eventualidaglesna delas é a busca por micro-
organismos promissores para producad-dmlactosidade, a enzima responsavel por
degradar a lactose, e sua aplicagdo para finakdamdecnoldgicas (Zarate & Chaia,
2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade potencial tecnolégico de
bactérias acido laticas isoladas de queijo de @aaitesanal do Estado de Pernambuco

visando sua aplicacédo na industria de alimentos.

MATERIAL E METODOS
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As amostras de queijo de Coalho foram coletadasuumicdades produtoras de
trés municipios da regido Agreste do Estado dealRdraco (Municipios de Arcoverde,
Capoeiras e Venturosa), Brasil, no ano de 2011séguida foram acondicionadas em
sacos plasticos e caixa isotérmica contendo gedosportadas para o laboratério de
Tecnologia de Bioativos (Labtecbio) da Universid&ssleral Rural de Pernambuco

(UFRPE), onde foram isoladas e analisadas.

Para o isolamento, o queijo de Coalho artesanalulodividido aleatoriamente e
macerado, em seguida 25g foi homogeneizado em 2@B nitrato de sodio 2% (Vetec
- Brasil). A seguir foram realizadas diluicbes agsis até 1% 10, em solucédo de agua
peptonada esterilizada a 0,1% (Frank et al., 1989®)aliquotas foram plaqueadas em
agar APT (Himedia - india) nas temperaturas iddaisrescimento para bactérias acido
laticas, 30+1°C e 37+1°C por 48h, onde as col6iuesn selecionadas aleatoriamente
atraves de caracteristicas macroscoépicas e repicdada vezes para assegurar sua plena
purificacao.

Os isolados foram submetidos a testes prelimirgeedentificacéo utilizando as
seguintes técnicas: coloracdo de Gram, teste ddasate crescimento em leite
desnatado reconstituido (LDR) a 12% (Molico, NesBéasil).

A manutencdo das culturas isoladas foi realizada soforma de estoque
congelado, utilizando glicerol 20% e armazenad20@C e -80°C.

A identificacdo de género foi realizada segundovélao (2007) utilizando
testes bioquimicos e fenotipicos, com base no ionesto das culturas nas seguintes
condicOes: temperaturas de 10 e 45°C; pH de 4,8;¢c®r de NaCl 6,5%; e producdo
de CQ a partir da glicose. Para uma confirmacéo do gésteptococcusoi realizado

teste adicional de cultivo a 60°C.
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Na verificacdo da producdo do composto volatil elihcas bactérias acido
laticas foram reativadas em MRS caldo, em seguigeuiadas em leite UHT comercial
(Parmalat, Garanhuns — PE), incubadas nas tempasatleias de cultivo por até 48h.
Posteriormente foram submetidas a metodologia tatish colorimétrica descrita por
Furtado (1940), que utiliza creatina 1% e hidroxa s6dio a 10N para avaliar a
presenca da producdo do composto aromatico diagetle a alteracdo da cor do meio
de cultivo para vermelho indica resultado positpara producdo de diacetil, com a
intensidade da coloracdo mensurada numa escala @& Onde “0” indica ausente, “1”

fraco, “2” moderado e “3” forte.

Para a avaliacdo da capacidade acidificante asrictcido laticas foram
reativadas trés vezes, entretanto a ultima rea&ov/égg por 18 h. A seguir as culturas
foram centrifugadas a 10.198 por 10 min a 4 °C, e a massa celular lavadas goua a

peptonada estéril a 1%, inoculadas em leite ink&fid comercial (Parmalat,
Garanhuns — PE) sendo avaliados 3 pontos: 043e & atividade foi realizada

segundo Franciosi et al. (2009) e a taxa de acadifio foi calculada de acordo com

Ayad et al. (2004), onde as culturas classificadeso rapidas, médias ou lentas
acidificantes, dependendo da capacidade destalpea#r o pH inicial do leite em pelo

menos 0,4 U apos 3 h de fermentacdo. Todas asesmftram realizadas em duplicata.

Para a selecdo da melhor bactéria 4cido laticaupyoadde protease extracelular,
as bactérias foram submetidas a metodologia desmwitd eixeira et al. (1996), a qual
consiste num método qualitativo realizado em platikzando leite 1 %, gelatina 0,5 %
e agar 1,5 %, onde o sobrenadante metabdlico (L@0rhicro-organismo € inoculado
em um pogo no centro da placa por 18h a temperdeu@9d+1 °C. Em caso positivo de

atividade forma-se um halo translicido, o qual dememensurado com o auxilio de
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paquimetro, e em caso negativo, nenhum halo é #wmiaoram consideradas boas

produtoras, aquelas que apresentaram=halonm.

Enquanto para a producao e determinacao de atevigledeasica, apenas foram
utilizadas as bactérias que foram as melhores prmiuna selecdo. E m seguida essas
bactérias foram submetidas a cultivo estatico emo BMET caldo nas condi¢cdes ideais
de temperaturas para cada isolado (30£1°C e 374®C38 h. ApoOs esse periodo, as
culturas foram centrifugadas a 10.192 xg por 5adC, e o sobrenadante extracelular
foi congelado e armazenado para analises futurasatiidade proteasica foi
determinada de acordo com Leigthon & Doi (1973feouma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima que produzawmento de 0,1 na densidade

Optica em 1 hora a 440 nm.

Para a producao e determinacadgidgalatosidase extracelular e intracelular, as
bactérias foramnoculadas em soro de leite de vaca obtido a pdatifabricacdo do
queijo de Coalho artesanal, na propor¢cdo 1/9 (Mv)ncubacado foi estatica, com a
temperatura 6tima para cada isolado (301 °C ol 3@} por 48 h. Apés esse periodo,
as culturas foram centrifugadas a 10.2@Ppor 5 min a 4 °C, e o sobrenadante

extracelular foi congelado e armazenado para a&sdiiguras.

A massa celular precipitada durante a centrifugdgi@imatada para obtencdo do
material intracelular através da lise celular plirassom (Ultrasonic Clean — Unique
1600A) por 1 h a 4 °C, com posterior centrifugaggdizada nas condi¢cdes anteriores
mencionadas. O sobrenadante obtido a partir daamasslar foi congelado para a

avaliacao d$-galactosidase intracelular.
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A determinacdo da atividade d@galactosidase foi realizadsegundo os
procedimentos descritos no Food Chemical Codexidhat Academy of Sciences,
2005). O substrato cromogénico o-nitrofgb-galactopirandsido (ONPG - Sigma) foi
dissolvido em tampéo fosfato de sodio 0,05 M. Angigade de substrato e enzimas
utilizados foi 2 mL e 0,5 mL, respectivamente. Monpo zero, 0,5 mL da solucdo
enzimética foi adicionada a solucdo de ONPG e adalpor 15 min. O ensaio foi
parado com adicao de 0,5 mL de carbonato de sGd&wee a absorbancia determinada
a 420 nm. Uma unidade foi definida como a quangad#sl enzima que liberou 1mM do
o-nitrofenol do ONPG por minuto sob as condicbestaleensaio. Todos o0s

experimentos foram realizados em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram isoladas 125 bactérias acido latdeasrés queijos de Coalho
artesanal provenientes da regido Agreste de Peutamnbendo 15 referentes ao queijo
do Municipio Capoeiras (12%), 28 no queijo do Mipie Arcoverde (22,4%) e 82 no

gueijo do Municipio Venturosa (65,6%).

A identificagdo bioquimica revelou a diversidade rdecrobiota de bactérias
acido laticas presente no queijo de Coalho artésanom predominéncia de cocos,
sendo Enterococcus(52,8%) o género mais encontradBtreptococcus(17,6%),
Leuconostog2,4%) elLactococcug1,6%), e por fimLactobacillus(8,8%), entretanto

16,8% dos isolados néo foram identificados, desigis caracteristicas atipicas.

Os resultados de identificacdo corroboram com tisabpor Carvalho (2007) e

Cavalcante (2007), os quais relatam a predominadeiarepresentantesocos de
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bactérias acido laticas isoladas de queijo de @oa#lhdiversidade de espécies dessas
bactérias é influenciada pela natureza do materide estas se encontram inseridas,
como reporta Bissonnette et al. (2000) e Malekl.e(2812), assim o tipo do queijo

pode inferir determinada prevaléncia de um géngpedfico de bactérias acido laticas.

O génerdenterococcugoi 0 mais representativo entre as bactérias dditlas
isoladas, este resultado esta de acordo com @delgtor Freitas (2011) e Carvalho
(2007), onde constatou-se a prevaléncia deste @éneiqueijo de Coalho. Além disso,

0 géneroEnterococcugem sido frequentemente relatado com integranteideobiota
lactea de queijos artesanais brasileiros (Guedts R@04; Cavalcante et al., 2007) e de
diversos queijos espalhado pelo mundo (Golic eRall3; Saxer et al., 2013; Pangallo
et al., 2014). Isto é possivel devido a sua elecagacidade de adaptacao as condi¢cdes

desfavoraveis de crescimento e resisténcia (Carya007).

O géneroStreptococcusapresentou a segunda maior representacdo dentre as
bactérias acido laticas, tais resultados estaocdela com as atividades de Carvalho

(2007), o qual encontrou representacdes percentuais representativas deste género.

Embora o géneroLactococcustenha apresentado a menor representacao
percentual, ele € extremamente desejavel na proddedqueijos, pois confere ao
produto sabor e aroma caracteristico. Todavia sidteelos obtidos nesse estudo estédo
diferentes dos relatados por Guedes Neto (2004, wguificou a grande incidéncia
deste género em queijos artesanais, e também sldtados de Ayad et al. (2004) que
apresentou o género como predominante entre asriaacticido laticas selvagens

isoladas de produtos lacteos tradicionais.
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Apesar da baixa habilidade acidificante e protiealib génerd.euconostoceste
também contribui para producdo de derivados lactemndo utilizado como
coadjuvantes para producdo de aromas (Hassan &,R2801). Os resultados obtidos
paraLeuconostocestdo de acordo com os relatos de Badis et al.3]2@hde este
género apresentou a menor representacao percenttalas bactérias laticas isoladas a
partir de leite de cabra cru da Argélia. Os related-reitas (2011) também infere que

este género corresponde a minoria dos isoladog@satps lacteos.

Os resultados para a producdo de diacetil foramsfat#irios, pois 98 bactérias
acido laticas (78,4%) foram capazes de produzicdaiposto, sendo 11 (8,8%) fortes
produtoras desta substancia, 42 (33,6%) produtoraderadas e 45 (36%) fracas
produtoras, entretanto 27 (21,6%) nao foram capdegsoduzir o composto aromatico

em quantidades suficientes para a detec¢éo petmlmde escolha.

Para a industria de alimentos o composto diacetibeén apreciado na
fermentacdo de laticinios. Em geral, cepasasococcussao bastante utilizadas para
produzir diacetil, e consequentemente aprimoramcaeacteristicas de produtos lacteos
(Passerini et al., 2013). Contudo, outras cepaserpoger utilizadas com maior
eficiéncia, por este motivo muitos pesquisadorescéim novas fontes microbianas. E
como neste trabalho verificou-se que as melhoresluporas de diacetil foram
Enterococcuslogo se pode afirmar que fontes microbianas elifids das tradicionais

podem ser mais eficientes para aplicacéo industrial

Segundo Passerini et al. (2013) a capacidade des @pbientais em produzir

compostos aromaticos depende de fatores genétidasolgicos inerentes a cada
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micro-organismo, o que impulsiona ainda mais a dymdo melhor micro-organismo

para cada finalidade industrial especifica.

Para a avaliacdo da capacidade acidificante foeletisnadas aleatoriamente
75 bactérias acido laticas (60%). Foram comtempladdos os exemplares do queijo
de Coalho artesanal do Municipio de Arcoverde eo€mps, entretanto apenas 32

isolados do queijo do Municipio Venturosa foramliaas.

Segundo Ayad et al. (2004), as bactérias acidoastsdo consideradas rapidas
acidificantes quando conseguem reduzir o pH inabtaleite em pelo menos 0,4U com
apenas 3h de fermentacdo. Assim, os resultadatoshieste trabalho permitem sugerir
gue a maioria das bactérias acido laticas isolattagjueijo de Coalho artesanal
demonstrou um perfil de rdpida acidificante (96%9dozindo grande quantidade de
acido lactico nas primeiras horas de fermentagdenas 5 (4%) foi considerada lenta.
O isolado mais promissor para esta atividade fdP @0, Venturosal.actobacilussp.,

que reduziu o pH do leite em 1,68U em 3h de feraggmt.

Esses resultados estdo de acordo com os obtid&lpar2010), o qual utilizou
Streptococcus thermophilkomo um padrdo de rapida acidificacdo, sendo egiaz

de reduzir o pH em 1,07U em 3:10h de fermentagao.

Para a fabricacdo de produtos lacteos, dois fatdevem ser levados em
consideracao na formulacéo final do produto. O eiiné a velocidade de acidificacéo
e 0 segundo remete-se a intensidade de produc&zides (Mauricio, 2003), isso
porque, segundo Albenzio et al. (2001), a atividad®lificante de cada cepa esta
relacionada com sua capacidade especifica paraaguebsubstancias no meio e torna-

las assimilaveis. Portanto, as bactérias acidoagtiapidas acidificantes tém potencial
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tecnolégico como culturas iniciadorastarters), pois a acidez é essencial para que
ocorra a coagulacao do leite, reducado de micronisges patogénicos e deteriorantes
(Ayad et al., 2004; Cizeikiene et al. 2013; Setta@inal., 2013), conservacdo do

fermentado (El-Ghaish et al., 2011), caracteristarganolépticas adequadas (Queiroga
et al., 2013). Todavia as bactérias acido latioas atividade lenta podem ser utilizadas
como culturas secundarias para equilibrar o teaurdiglade do leite e seus derivados

(Crow et al., 2001).

Em relacdo a selecdo do melhor micro-organismo peyducao de protease
extracelular, 114 isolados obtiveram resultadotp@s{91,2%) e apenas 11 (8,8%) nao
foram capazes de produzir a atividade. Sendo quedja3 isolados (29,6%) foram
enquadradas como boas produtoras de proteaseatut@aaem placa, logo tais bactérias
demonstram um excelente potencial para aplicagéissinal. A melhor produtora foi a
bactéria N° 145 isolada do queijo de Coalho do kipio VenturosaEnterococcusp.,

que alcangou um halo de 100 mm.

Na Tabela 1 encontram-se dispostos os resultadatostpara a producdo de
protease extracelular pelas melhores bactériansaddaticas isoladas de queijo de
Coalho artesanal do Agreste de Pernambuco solv@@th meio APT caldo por 48h.
Onde se pode observar que a producao variou er2fe44+0,49 a 34,17+0,43U/ml,
tendo o isolado N° 6 do queijo de Coalho do MuimicipapoeirasEnterococcussp.,

alcancado a maior atividade.

Esses resultados sao inferiores aos relatadosymatagarajan et al. (2011) que
trabalhou conBacillus cereusVITSNO4 em cultivo de agar nutritivo por 48h olaten

uma atividade maxima de 167,07+0,38U/ml. Entretactmstatou que a producédo de
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protease também sofre influencia do meio de cylgguando utilizou o0 mesmo isolado
em diversos outros meios e as atividades foram aguirdes: nutriente

(167,07+0,3U/ml), malte (136,1+0,7U/ml), extratoldeedura (197+0,4U/ml), e extrato
de carne (143,8+0,9L/ml). Assim deve-se procuréecganar o meio de cultivo mais

promissor para cada aplicabilidade desejada.

Na Tabela 2 estdo os melhores resultados obtidos g@aproducdo de-
galactosidase extracelular e intracelular por bestécido laticas cultivadas em soro de
leite por 48h. Pode-se observar que a producgbgddactosidase por bactérias acido
laticas foi baixa. A maior atividade foi obtida pelsolado N° 182, Venturosa,

Streptococcusp., o qual obteve 8,5+0,13U/ml.

Estes resultados diferem dos obtidos por Hsu. ¢2@07) que relatou atividade
maxima de 36,75U/ml, apés 10h de cultivo utilizarBifidobacterium longunsob
biorreator, entretanto otimizou seu meio de cultem condi¢bes de temperatura, pH e
agitacado, comprovando que estes fatores alteraradaugho de-galactosidase. Ustok
et al. (2010) também constatou as influéncias defgeres sob a producédo dg-
galactosidase quando trabalhou cdractobacillus delbrueckiissp bulgaricus e

Streptococcus thermophilus.

CONCLUSAO

O queijo de Coalho demonstrou ser uma excelente foara o isolamento de
bactérias acido laticas. Além disso, as proprieslagenologicas obtidas de fontes

microbianas, especialmente de micro-organismos GRAS cada vez mais atrativas,
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tendo em vista a promocéo do conceito de alimentosonais na atualidade, além do
que, o uso frequente de bactérias acido laticas pdormulacédo de produtos lacteos

promove caracteristicas organolépticas apreciaveis.

O uso de soro de leite como um meio de cultivo psele uma excelente
alternativa para reaproveitamento deste residuoiralyrstrial e proporcionar uma

oportunidade para posterior transformagéo em posdig consumo.
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Tabela 1.Producéo de protease extracelular por bactéridesataticas cultivadas em

APT caldo por 48h

N° Municipio Identificacéo Producao de protease (Wl)

20 Arcoverde Enterococcus 27,12+0,71
56 Arcoverde Enterococcus 23,83+1,17
69 Arcoverde Enterococcus 28,83+0,48

3 Capoeiras Enterococcus 32,58+0,82

6 Capoeiras Enterococcus 34,17+0,43

8 Capoeiras Streptococcus 30,41+0,35
28 Venturosa Enterococcus 28,78+0,16
38 Venturosa Streptococcus 24,45%0,49
69 Venturosa Streptococcus 25,9+1,96

86 Venturosa Enterococcus 25,95+0,67
119 Venturosa Enterococcus 29,41+0,52
168 Venturosa Atipica 29,49+0,57
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488 Tabela 2. Atividade de B-galactosidase extracelular e intracelular produzpbr

489  bactérias acido laticas cultivadas soro de leitedgb

N°  Municipio B-galactosidase Acida (U/ml) B-galactosidase Neutra (U/ml)

Extracelular  Intracelular Extracelular Intracelul
30 Arcoverde 0,6+0,07 0,1+0,08 7,6%0,14 2,3%+0,29
40  Arcoverde 0,4+0,04 0,2+0,09 7,7+0,3 3,8+0,18
44 Arcoverde 0,5+0,06 0,5+0,15 7+0,09 3,8+0,26
61 Venturosa 0,6+0,18 0,1+0,02 7,8+0,11 2,9+0,39
69  Venturosa 0,5+0,21 0,3+0,09 8,2+0,5 3,1+0,22
86 Venturosa 0,3%+0,05 0,1+0,04 7,4+0,38 340,14
129 Venturosa 0,7+0,03 0,3+0,12 7,5%0,2 3,9+0,15
133 Venturosa 0,1+0,04 0,1+0,03 7,4+0,36 2,4+0,31
141 Venturosa 0,9+0,1 0,2+0,06 7,4+0,3 1,9+0,11
178 Venturosa 0,5+0,08 0,3+0,07 8,1+0,27 3,1+0,34
182 Venturosa 0,4+0,15 0,2+0,03 8,5+0,13 2,7+0,23
490
491

492
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Potencial biotecnoldgico de leveduras obtidas a parde queijo de Coalho

artesanal de Pernambucd

Gabriela Alves de Arautjo FernandeMeire dos Santos Falcdo de Lim&laine
Cristina da Silv4, Polyanna Nunes HerculanoAndré Manuel de Oliveira MotaAna

Lucia Figueiredo Portg Maria Taciana Holanda Cavalcariti

RESUMO

O queijo de Coalho é um produto tipico do NordestéBrasil, com microbiota
diversificada que inclui as leveduras, as quais pgm@onam caracteristicas
organolépticas diferenciadas ao produto, e podenesaptar potencial biotecnolégico
promissor para aplicacdo na industria de alimer@ogbjetivo deste trabalho foi isolar,
identificar e avaliar o potencial biotecnoldgicoldeeduras obtidas a partir de queijo de
Coalho artesanal de Pernambuco (Municipio de Amt®/eCapoeiras e Venturosa),
Brasil. No total foram isoladas 15 leveduras, seAdip Municipio Venturosa, 13 de

Arcoverde e nenhuma de Capoeiras, onde o gé@ermlida predominou (46,66%).
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Observou-se a producdo de proteasggalactosidase, as maiores atividades foram
alcancadas pdgalactomyces geotrichu(hl) que obteve 120,58+1,2 U/nd.Candida
versatilis (L4) que produziu 33,85+0,3U/mL, respectivamentaraP producdo de
diacetil, Pichia minuta(L8) demonstrow resultado mais significativo com producéo de
intensidade moderada do aroma. Pode-se concluagjleyeduras isoladas de queijo de
Coalho artesanal possuem um excelente potencial paplicacdo biotecnoldgica no

ramo alimenticio e ndo sédo capazes de compromeggrde do consumidor.

Palavras-chave: queijo de Coalho, leveduras, potencial biotecnaldgidiacetil,

proteasef-galactosidase.

ABSTRACT

The “Coalho cheese” is a typical product of Norstemn Brazil. Their
microbiota is well diversified and well studied. a&&ts make up the secondary
microbiota of the “Coalho cheese”, and provide oamdeptic characteristics to the
product, and they may still have technological pb#t for application in the food
industry. The objective of this study was to isejatientify and assess the technological
potential of yeasts obtained from artisanal “Coatheese” from state of Pernambuco
(City Arcoverde, Capoeiras and Venturosa), Brdniltotal, 15 yeasts were isolated.
The genus Candida predominated with a representatid6,66%. To the technological
potential were evaluated proteolytic activitigsgalactosidase and production of aroma
diacetyl. Galactomyces geotrichu(l) was the best producer of protease, 120,58+1,2
U/mL. A sample ofCandida versatilis(L4) was the best to the activity @-

galactosidase, 33,85+0,3 U/mRichia minuta(L8) was obtained an average result to
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the production of aroma diacetyl. The results stobthat yeasts isolated from artisanal

Coalho cheese have satisfactory technological patea the application in foods.

Key words: Coalho cheese, yeasts, biotechnological poterdiaketyl, protease/*

galactosidase.

INTRODUCAO

Em geral, as bactérias acido laticas representgringipal grupo de micro-
organismos associados a produtos lacteos, prinogrdaé queijos (Fleet 1990; Loureiro
& Querol, 1999; Vasdinyei & Deak, 2003). Entretgnimje em dia, também é bem
conhecida a presenca e influéncia das levedurasj@sos artesanais, pois elas
desempenham grande importancia no processo deataburAinda contribuem para o
desenvolvimento de caracteristicas organoléptiggemovem particularidades ao
produto, interagem com os demais micro-organisicmspondo a chamada microbiota

secundaria (Pereira-Dias et al., 2000; Lima eR809; Galic et al., 2013).

O queijo de "Coalho" artesanal € um produto queessmta a verdadeira
tradicdo e cultura tipica da regido Nordeste dosiBrauito popular e amplamente
consumido pela populacdo local e de todo territbriasileiro (Silva et al., 2012a).
Produzido principalmente nos Estados do Nordesteambuco, Ceara, Rio Grande do
Norte e Paraiba, sendo de muito valor para o desemento da economia local, além
de uma boa fonte para o isolamento de micro-orgasscom potencial industrial,

inclusive leveduras (Almeida et al., 2010; Silvalet2012b).
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O isolamento e identificacdo de novas fontes miara@s, ndo-toxicas, é de
grande interesse, e pode assegurar o fornecimerttmoholéculas a diversos processos
industriais e promover o desenvolvimento de novosliytos no mercado (Machado et

al., 2011).

Tradicionalmente, as leveduras sao identificadascpitérios morfologicos e
fisiologicos (Kreger-Van, 1984; Barnett, Payne &riav, 2000), o que permite
conhecer e compreender a microbiota de cada tipauigo. Os géneros mais
frequentemente isolados a partir de produtos lacsdo:Cryptococcus, Rhodotorula,
Debaryomyces, Kluyveromyces, Candida, Trichosperdarrowia(Ramiréz-Zavala et

al., 2004; Lopandic et al., 2006).

O soro de leite (lactosoro) é o liquido residuahdnufatura de queijos e obtido
a partir da coagulacao do leite. Possui um elevaddimento, pois para se produzir
1Kg de queijo, como o queijo de Coalho, necessitdes10L de leite bovino em média,

0 que resulta em torno de 9L de soro (Richards2200

O lactossoro é visto sob dois aspectos bem distirdgente de poluicdo, se
descartado inadequadamente, devido sua alta DerBéoglaimica de Oxigénio (DBO)
(Silva & Bolini, 2006), ou como produto nobre, diwvisuas propriedades nutricionais e
funcionais (Canilha et al., 2006). E como atualremtegislacdo ambiental esta mais
rigida, as industrias de laticinios procuram alBwas para aproveitamento desse
subproduto, logo ele torna-se um substrato intantgspara utilizagdo em processos

fermentativos industriais (Floréncio et al., 2013).

As leveduras séo utilizadas para diversas aplisagbdustriais, ente elas,

podemos citar a producdo de enzimas de valor caahetais como, proteases /&
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galactosidase, além de aditivos alimentares (Q@avei al., 2011; Sundararajanet et al.,

2011).

As proteases de origem microbiana sao as mais tenges enzimas hidroliticas,
pois elas ndo s6 desempenham um papel relevanf@omesssos metabolicos celulares,
como também apresentam aplicacdes nos mais vasatim®s industriais, inclusive no
processamento de alimentos para minimizar alerglaite de vaca (Jacob et al., 2010).
Entretanto, essas enzimas estdo em uso continpar, i8so, acabam nao suprindo a
demanda do mercado, logo se faz necessaria a Ipescaovos micro-organismos

produtores de proteases (Sundararajanet et all).201

A hidrélise enzimatica da lactose utilizando aiera [-galactosidase € um
processo importante na industria de lacticiniosgu® reduz os defeitos nos produtos
lacteos em decorréncia da cristalizacdo desse idesitm além de, tornar o leite um
alimento mais digestivo e menos alergénico, e cpresgemente possibilitar o consumo
deste, até mesmo por individuos intolerantes @dacf{Song et al., 2010; Hurju et al.,

2012).

Além da producdo de enzimas, as leveduras tambéncegiazes de produzir
diversos compostos aromaticos, por exemplo, o tiliaéepresenca dessa substancia é
muito valorizada na industria de laticinios, afieata confere tons amanteigados aos

produtos, os quais séo bastante apreciados (RDetgadillo et al., 2012).

Pelo exposto acima, o objetivo deste estudo fdaisadentificar e avaliar o
potencial biotecnoldgico de leveduras obtidas dirpde queijo de Coalho artesanal

visando aplicacao na industria alimenticia.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

As amostras de queijo de Coalho foram coletadasumicdades produtoras de
trés municipios do Estado de Pernambuco (Municg®#oArcoverde, Capoeiras e
Venturosa), Brasil, no ano de 2011. Em seguida dicmmada em sacos plasticos
estéreis e caixa isotérmica contendo gelo, serafsspprtadas para o Laboratorio de
Tecnologia de Bioativos (Labtecbio) da Universid&ssleral Rural de Pernambuco

(UFRPE), onde foram processadas.

Isolamento e Manutencao das leveduras

As amostras de queijo de Coalho foram maceradasneodeneizadas em
solucéo de citrato de sédio 2%, diluidas em agptopada estéril até as concentracdes
de 10 e 10 g/mL, inoculadas em &gar Sabourand com antibiéttetraciclina
30pg/mL) a 30+1°C por 48h, repicadas duas vezes garantir a purificacdo das
colénias. As leveduras foram mantidas em agar Sabduadicionado de extrato de
levedura a 28+1°C, sendo preservadas em 6leo rhieeesn estoque congelado com

glicerol a -20°C.

Identificacédo das leveduras

A identificacdo foi realizada segundo Barnett et (2D00) através de testes
bioquimicos e fenotétipos, foram eles: caractefimagmorfolégica (macroscopica e

microscoépica), tipo de reproducdo, hidrélise daajrassimilacdo e fermentacdo de
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carboidratos (D-GlucoseD-Xilose, D-Arabinose, L-Rhaminose, maltose, sasaro
lactose, celobiose, rafinose e amido), producédoacldo acético, crescimento em
diferentes temperaturas (25, 30, 35 e 40+1°C)iedasao de sais (sulfato de aménio e

nitrato de potassio).

Verificacao do potencial de patogenicidade

Para a deteccao de fosfolipase utilizou-se a miigidodescrita por Price et al.
(1982) modificado, substituindo a lecitina de owo gema de ovo natural. As leveduras
foram semeadas no centro de uma placa, e mantittamspeeratura ambiente, 28+1°C,
por 10 dias para a verificagcdo de formacéo de zemsa branca de precipitacdo em

torno da colénia em caso positivo.

A verificacdo de urease foi realizada segundo @msen (1946), onde as
leveduras foram estriadas no meio especifico aZBpbr 6 dias. A hidrélise da ureia é
verificada através de mudanca na cor do meio aalier de amarelo (controle negativo)

para rosseo/avermelhado (positivo).

Utilizou-se a metodologia de Souza et al. (2008 peerificar a produgéo de
amilase, onde as leveduras foram semeadas em omeEndo 1% de amido de milho
(Maisena, Brasil) como fonte de carbono, por 5 di&9+1°C, reveladas com o auxilio

de solucéo de iodo a 0,1N. Em caso positivo visaae um halo translucido.

As leveduras ainda foram inoculadas em meio agaouand com antibiético
(tetraciclina 30pg/mL) a 37+1°C (temperatura cogpdrumana normal) e 28+1°C

(temperatura ambiente). O crescimento foi acompdmiper 4 dias. Além disso, foi
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verificada a presenca de clamiddsporos, atravésaio indutor bile de boi (Himidia -
india), onde as leveduras foram crescidas a 30H9C5 dias, em seguida foram

preparadas laminas coradas com azul de Amman eesidlasra microscopia optica.

Avaliacao das propriedades biotecnologicas

Para a producdo do composto volatil diacetil, medaras foram inoculadas em
leite UHT comercial, incubadas a 30£1°C por atéag.cem seguida foram submetidas
a metodologia colorimétrica descrita por Furtad®()). A alteracdo da cor do meio de
cultura para vermelho indica resultado positivoaparoducdo de diacetil, com a
intensidade da coloracdo mensurada de 0 a 3, @idedica ausente, “1” fraco, “2”

moderado e “3” forte.

Producéo e determinacéo de protease extracelular

As leveduras isoladas foram submetidas a uma sefegga identificar a melhor
produtora de protease. O meio utilizado para estele foi 0 meio de soja, descrito por
Porto et al(1996) modificado pela retirada da glicose, adigédl% leite desnatado e

0,5% lactose.

O pré-inoculo (5 mL) foi realizado no mesmo meiopteducdo mencionado
acima, em cultura estéatica a 30+1°C por 48 hows, gadronizacdo do inoculo em’10
células/mL. Em seguida cada pré-inoculo foi adiadmem 25 mL de meio de soja
modificado como descrito acima e incubados a 30;%06 agitacao (150 rpm), sendo

retiradas aliquotas nos tempos: 0, 24, 48, 72, 880, com posterior centrifugacédo a
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10.192xg por 5 minutos a 4 °C, para obtencédo do sobremadiaré de célula (extrato
enzimatico), que foi utilizado para a determinagéatividade proteasica. Em seguida,
a melhor levedura foi cultivada em soro de leite, subproduto da industria queijeira,
com padronizacdo de inoculo “d#lulas/mL, 150 rpm, a 30+1 °C por 48 horas, sendo
retiradas aliquotas nos tempos 0 h, 24 h e 48 im posterior centrifugacdo nas
condicbes citadas acima para obtencdo do sobreeadiare de célula (extrato

enzimatico), o qual foi utilizado para a determémada atividade proteésica.

A atividade proteasica foi determinada de acordao teigthon & Doi (1973).
Neste ensaio,ma unidade de atividade foi definida como a quadidde enzima que
produz um aumento de 0,1 na densidade Optica ermord & 440 nm. Todos os

experimentos foram realizados em duplicata.

Producgédo e determinagéo g@galactosidade

As leveduras foram reativadas trés vezes em Satmbeeddo, em seguida 10%
de cada cultura foi inoculada em soro de leitea@eno obtido a partir da fabricagéo do
queijo de Coalho artesanal. A incubacéo foi est&i80+1 °C por 48 horas.

Apds esse periodo as culturas foram centrifugadd#s1®2xg por 5 minutos a 4

°C, e 0 sobrenadante extracelular foi congeladmezenado para analises futuras.
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A massa celular precipitada durante a centrifugdgi@imatada para obtencédo do
material intracelular através da lise celular plirassom (Ultrasonic Clean — Unique
1600A), por 1 h a 4 °C, com posterior centrifugaggdizada nas condicOes anteriores
mencionadas. O sobrenadante obtido a partir daamasslar foi congelado para a
avaliacao d$-galactosidase intracelular.

A determinacdo da atividade d@galactosidase foi realizadsegundo os
procedimentos descritos no Food Chemical Codexidhat Academy of Sciences,
2005). O substrato cromogénico o-nitrofghib-galactopiranésido (ONPG - Sigma) foi
dissolvido em tampéo fosfato de sodio 0,05 M. Angigade de substrato e enzimas
utilizados foi 2 mL e 0,5 mL, respectivamente. Monpo zero, 0,5 mL da solucdo
enzimatica foi adicionada a solucdo de ONPG e mdalpor 15 min. O ensaio foi
parado com adicédo de 0,5 mL de carbonato de sdtidwme a absorbancia determinada
a 420 nm. Uma unidade foi definida como a quangdiel enzima que liberou 1mM do
o-nitrofenol do ONPG por minuto sob as condicOestaleensaio. Todos o0s

experimentos foram realizados em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram isoladas 15 leveduras, sendo 2 priemes do queijo de Coalho
artesanal do municipio de Venturosa (13,33%), I#arir do queijo produzido em
Arcoverde (86,67%) e nenhum de Capoeiras. Essaslueas compdem o acervo de
micro-organismos isolados de queijo de Coalho antdsdo Laboratério de Tecnologia

de Bioativos (LABTCBIO) da Universidade Federal &ute Pernambuco (UFRPE).
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Os resultados obtidos para o isolamento, identi@oae producédo de diacetil
encontram-se dispostos abaixo na Tabela 1. Ongmde constatar o baixo namero
isolado de leveduras, entretanto este fato podatskbuido a competicéo por substratos
(Viana et al., 2010) ou devido a alta incidénciabdetérias acido laticas, uma vez que
estas predominam em queijos frescos e o desenwitindas leveduras torna-se mais
favoravel ao longo do processo de maturacédo dapgy€orbo et al., 2001; Vasdinyei

& Deak, 2003; Gdlic et al., 2013).

O género mais encontrado foandida(46,66%), seguido pdekkerae Pichia,
ambos com 13,33% cada. Ainda foram identificados géaerosDebaryomyces
Rhodotorula Saccharomyce® Galactomyces,6,66% cada. Os resultados obtidos
corroboram com Pereira-Dias (2000) e mais recentameom Viana et al. (2010),
ambos encontraram o génefandida como o mais frequentemente isolado em

produtos de origem lactea.

Segundo Feitosa et al. (2003), o queijo de Coalluwné 6tima fonte para o
isolamento de uma diversificada microbiota levddume com potencial de

aplicabilidade industrial.

A producdo do composto volatil aromatico diacedil haior naPichia minuta
(L8), que demonstrou uma capacidade classificad@anoderada. Assim este isolado
pode ser utilizado para a industria de produtoed@cpela possibilidade de formulacdo

de aditivos alimentares (Hang & Woodams, 1993; &inbelgadillo et al., 2012).

As andlises realizadas para deteccao de fatorpatdgenicidade em leveduras
estdo dispostas na Tabela 2. Pois, para utilizdgdontes microbianas na producao de

compostos com propriedades biotecnoldgicas na tindige alimentos exige-se que
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esses micro-organismos nao apresentem potenciaggrato aos consumidores do
produto, isto é, ndo produzam micotoxinas ou owdtdistancias toxicas (Neves et al.,

2006).

Os resultados permitem inferir que nenhuma daslieas oferece risco a saude
humana, pois os dados disponiveis foram suficieptes classifica-las como néo
patogénicas, uma vez que € um necessario um conjlenfatores para determinar tal
potencial, por exemplo, capacidade de adeséo, gdiodie fosfolipase, urease, amilase,
crescimento a 37°C, presenca de estrutura deémssst(clamiddsporo) e adaptacdo
morfogenética as condi¢cdes do hospedeiro (Mendasa@ii et al., 1997; Midgley et
al., 1998). Assim as leveduras isoladas podem sgpioradas para finalidades

industriais e alimenticias.

Na producao de protease utilizando meio de sgadactomyces geotrichu(hl)
apresentou a melhor atividade proteolitica, 120583 U/mL em 24 h, e atingiu seu
ponto méximo de producdo com 120 h, tendo obtid®3330,9 U/mL; aCandida
versatilis(L6) obteve 117,75+0,56 U/mL em 120 h. Entretanto asatetaveduras ndo
obtiveram resultados expressivos para garantir aplecacdo industrial com esta

finalidade.

Os resultados para atividade proteolitica corrainocam os obtidos por Viana
et al. (2010) que obtive uma producédo de 573 U/pdsad8 h em meio de soja por
Candida buinensisbtida a partir de leite cru proveniente da mesegéio de onde as
amostras de queijo de Coalho artesanal deste estrdmn coletadas. Assim as

leveduras mostram-se uma alternativa para prodiggooteases.
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A melhor produtora de protease em meio de IBmactomyces geotrichum
(L1), foi submetida a crescimento em soro de leite bovresultados obtidos neste
experimento estdo dispostos na Tabela 3. E possiwetatar que a levedura foi capaz
de crescer em soro do leite, houve a producéo ategse, entretanto em menor valor

guando comparado ao meio de soja.

As atividades d@—galactosidase obtidas a partir de leveduras iasldd queijo
de Coalho artesanal encontram-se dispostas naal4b®ls resultados mais expressivos
foram verificados no padréo extracelular e ned@ronelhor resultado para producéo de
B—galactosidase foi obtido p&@andida versatilis(L4) 33,85:t0,3 U/mL; seguido por
Candida glabratgL2) 27,25:0,6 U/mL eCandida glabratgL5) com 25,430,4 U/mL.

O génerdCandidademonstrou ter grande aplicabilidade para estdidisde.

Song et al. (2010) obteve 10,4 U/mL de atividaddraeelular de p—
galactosidase apds 120 h @uehomyces pullularik/-1 isolada do sedimento oceanico
da Antértida cultivada em meio YPD adicionado deogke 2%, este resultado esta
abaixo dos resultados obtidos neste estudo. Assmobcos obtidos por Zhang et al.
(2006), onde a producdo de-galactosidase extracelular pKiuyveromyces lactis

Y34440 foi capaz de produzir apenas 1,9 U/mL em 48h

As leveduras utilizadas neste trabalho se mostraramissoras para aplicacao
industrial, com potencial para produzir substandasinteresse comercial. Aliado a
utilizacdo do lactossoro, o qual se mostrou unexrativa viavel para meio de cultivo,
0 que representa para as industrias diminuicdoudtos de producdo e uma forma

racional de aproveitamento deste residuo, inclusavéormulacdo de novos produtos,
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haja vista seu grande valor nutritivo e aceitacdgdblico consumidor, como relata

Guedes et al. (2013) e Siqueira et al. (2013).

CONCLUSOES

As leveduras isoladas a partir do queijo de Coapeesentaram aspectos
biotecnoldgicos relevantes para sua aplicacdo & miglustrial, pois foram capazes de
produzir diacetil, proteasesp-galactosidases e nao comprometer a saude do
consumidor, logo elas demonstraram potencial galieag&o na industria de alimentos,
principalmente na formulagdo de produtos lacteos aaracteristicas geogréficas
regionais, diferenciando-os dos demais produtdssjgoniveis no mercado. Além disso,
As atividades proteolitica @-galactosidase podem ser utilizadas na producdo de

produtos lacteos hipoalergénicos e com maior digkdade.
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303 Tabela 1.Isolamento, identificacéo e producéo de diacetileveduras obtidas a partir

304 de queijo de Coalho artesanal do Estado de Perraambu

N° Municipio Identificagéo Diacetil
L1 Venturosa Galactomyces geotrichum 1
L2 Arcoverde Candida glabrata 1
L3 Venturosa Rhodotorula mucilaginosa 1
L4 Arcoverde Candida versatilis 0
L5 Arcoverde Candida glabrata 0
L6 Arcoverde Candida versatilis 1
L7 Arcoverde Pichia andbmala 0
L8 Arcoverde Pichia minuta 2
L9 Arcoverde Candida versatilis 1
L10 Arcoverde Debaryomyces hansenni 1
L11 Arcoverde Saccharomyces cerevisiae 0
L12 Arcoverde Dekkera bruxellensis 0
L13 Arcoverde Candida versatilis 1
L14 Arcoverde Candida versatilis 1
L15 Arcoverde Dekkera bruxellensis 0

89
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305 Tabela 2.Avaliacdo do potencial patogénico de levedurasdabtde queijo de Coalho

306 do Estado de Pernambuco.

N° 37°C Urease Fosfolipase Amilase Clamiddsporo
L1 - - - - -
L2 + - - - -
L3 - + - - .
L4 + - - - -
L5 + - - - -
L6 + - - - -
L7 + - - - +
L8 - + - - +
L9 + - - - -
L10 + - - . 4
L11 + ] ) ] N
L12 + - - - -
L13 + - - - -
L14 + - - - -

L15 + - - - -
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Tabela 3. Producdo de protease @—galactosidase poGalactomyces geotrichum

isolada de queijo de Coalho artesanal do Estad®edeambuco por 48 h em soro de

leite.

Atividades/Tempo Oh 24 h 48 h
Protease (U/mL) 2,2+0,26 8,1+0,55 9,1+ 0,43
—galactosidase Neutr&2,5 + 0,14 11,9 +£0,09 14,4 £ 0,42
Extra (U/mL)

p—galactosidase Acidal,6 + 0,09 2,6+0,14 2,8+0,07
Extra (U/mL)
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Tabela 4.Producédo dg—galactosidase (U/mL) por leveduras obtidas dejajdei

Coalho artesanal de Pernambuco cultivadas em sdeitd bovino por 48h.

Ne Neutra Extra Neutra Intra Acida Extra Acida Intr a
L1 11,59+0,2 10,64+0,09 1,98+0,04 1,93+0,22
L2 27,2520,4 15,1640,1 1,74+0,09 1,41+0,1
L3 5,27+0,23 2,11+0,14 0,76x0,05 1,31+0,04
L4 33,85%0,26 7,2610,21 1,61+0,14 1,36+0,07
L5 25,43+0,45 17,53+0,3 2,09+0,11 1,78+0,12
L6 19,46+0,34 20,84+0,25 1,98+0,28 1,67+0,19
L7 17,28+0,33 18,9+0,65 1,47+0,07 1,65+0,08
L8 5,77+0,38 2,45+0,31 1,95+0,08 1,14+0,06
L9 12,57+0,25 7,36+£0,43 2,4+0,12 1,77+0,06
L10 13,95+0,42 7,39+0,46 3,54+0,16 1,63+0,15
L11 14,47+0,53 4,61+0,24 1,48+0,17 1,53+0,27
L12 6,13+0,41 4,73x0,37 0,72+0,16 1,46+0,25
L13 8,04+0,37 8,17+0,4 1,68+0,34 1,8+0,09
L14 12,94+0,26 7,23+0,24 2,42+0,32 1,67+0,08
L15 13,15+0,46 5,99+0,6 2,16+0,3 1,97+0,03

92



322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

93

REFERENCIAS

Almeida SL, Paiva Junior FG & Guerra JRF (2010psivatégia de internacionalizacao
de negocios na perspectiva da traducdo culturatasd da indicacdo geografica no

agronegocioRevista Ibero-Americana de Estratégia, 9:74-97.

Barnett JA, Payne RW & Yarrow D (2000) Yeast — Glotaristics and Identification,
4° ed. Cambridge: Cambridge University Press, 811p.

Canilha C, Silva DDV, Carvalho W & Mancilha IM (20D Aditivos alimentares
produzidos por via fermentativa parte 3: polissiaesrs e enzimas. Revista Analytica,

20:30-41.

Christensen WB (1946) Urea Decomposition as a Me&msfferentiating Proteus and
Paracolon Cultures from Each Other and from Salthe@@d Shigella Types. Journal

of Bacteriology, 52:461-466.

Corbo MR, Lanciotti R, Albenzio M & Sinigaglia (20D Occurrence and
characterization of yeast isolated from milk andrydgroducts of Apulia region.

International Journal of Food Microbiology, 69:14%2.

Feitosa T, Borges MF & Nassu RT (2003) Pesquis&alenonellasp., Listeria sp. e
microrganismos indicadores higiénico-sanitarios gmijos produzidos no estado do
Rio Grande do NorteCiéncia e Tecnologia dos alimentos, 23:162-165.

Fleet GH (1990). Yeasts in dairy products. Intdovetl Journal of Applied

Bacteriology, 68:199-211.



94

342  Floréncio IM, Florentino ER, Silva FLH, Martins R€avalcanti MT & Gomes JP
343 (2013) Producdo de etanol a partir de lactossodusimial. Revista Brasileira de

344 Engenharia Agricola e Ambiental, 17:1088-1092.

345  Furtado MM. (1990) A arte e a ciéncia do queijoit@rd Globo, Sdo Paulo, 296p.

346 Golic N, Cadez N, Terzic-Vidojevic A, Suranka H, gamovic J, Lozo J, Kos B,
347  Suskovic J, Raspor P & Topisirovic L (2013) Evaioatof lactic acid bacteria and
348 yeast diversity in traditional white pickled anegh soft cheeses from the mountain
349 regions of Serbia and lowland regions of Croatiternational Journal of Food
350 Microbiology, 166:294-300.

351 Guedes AFLM, Machado ECL, Fonseca MC, Andrade SASt&nford TLM (2013)
352  Aproveitamento de soro lacteo na formulacdo de dasbicom frutas e hortalicas.

353  Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinéria e Zoatex; 65:1321-1238.

354 Hang YD & Woodams EE (1993) Production of diacetgbuctaseGeotrichum

355 candidumfrom sauerkraut brine. Bioresource Technology18B8:183.

356  Hurju M, Kallionem H & Tossavainen O (2012) Lactosedrolysis and other
357 conversions in dairy products: Technological aspettternational Dairy Journal,
358 22:104-109.

359 Jacob CM, Oliveira LC, Goldberg AC, Okay TS, Gushk&KF, Watanabe L, Castro
360 APM, Formin ABF & Pastorino AC (2010) Polimorfismde interleucina 10 e
361 persisténcia da alergia ao leite de vdRavista brasileira de alergia e imunopatologia,
362  33:93-98.

363 Kreger-van-Rij NJW (1984) The Yeast: a Taxonomiadgt Elsevier Science

364  Publishers, Amsterdam, 1028p.



365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

95

Leighton TJ & Doi RH (1973) The relationship of iser protease activity to RNA
polymerase modification and sporulation Bacillus subtilis. Journal of Molecular

Biology, 76:103-122.

Lima CDLC, Lima LA, Cerqueira MMOP, Ferreira EG 8oBa CA (2009) Bactérias do
acido lactico e leveduras associadas com o0 quehlaidas artesanal produzido na
regido da Serra do Salitre, Minas Gerais. ArquivasBeiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, 61:266-272.

Lopandic K, Zelger S, Banszky LK, Eliskases-Lechier& Prillinger H (2006)
Identification of yeasts associated with milk protbuusing traditional and molecular
techniques. Food Microbiology, 23:341-350.

Loureiro V & Querol A (1999) The prevalence and troh of spoilage
yeasts in foods and beverages. Trends in Foof &signd Technology, 10:356-365.
Machado TF, Borges MF, Porto BC, Sousa CT & Ola&EM (2011) Interferéncia da
microbiota autéctone do queijo coalho soBtaphylococcusoagulase positiva. Revista
Ciéncia Agronbmica, 42:337-341.

National Academy of Sciences (2005) Food Chemi€aldex — Committee on Food
Chemicals Codex, Food and Nutrition, 5° ed. WaghimgDC, USA.

Mendes-Guianni MJS, Ricci TA, Hanna SA, Salina M®47) Fatores envolvidos na
patogénese fangica. Revista Ciéncias FarmacéuliBz&)7-229.

Midgley G, Hay JR & Clayton YM (1998) Diagndsticonecores micologia médica.

Editora Manole, Sado Paulo- SP. 155p.



386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

96

Neves KCS, Porto ALF & Teixeira MFS (2006) Selegd® leveduras da Regiao
Amazonica para producdo de protease extracelutda. Amazonica, 36:299-309.
Oliveira C, Gumarédes PMR & Domingues L (2011) Rebimrant microbial systems for
improved beta-galactosidase production and biotogical applications.

Biotechnology Advances, 29:600-609.

Pereira-Dias S, Potes ME, Marinh A, Malfeito-Femei& Loureiro V (2000)
Characterization of yeast flora isolated from atisanal Portuguese ewes' cheese.

International Journal of Food Microbiology, 60:53-6

Porto ALF, Campos-Takaki GM & Lima-Filho JL (199Ejfects of culture conditions
on protease production b$treptomyces clavuligerugrowing on soybean flour

medium. Applied Biochemistry and Biotechnology, BIB—-122.

Price MF, Wilkinson ID & Gentry LO (1982) Plate rhed for detection of

phospholipase activity i@andida albicansSabourandia, 20:7-14, 1982.

Punitha V, Kannan S, Saravanabhavan S, Thanikaiv|é&Rao JR & Nair BU (2009)
Chemical degradation of melanin in enzyme baseaidaly and fibre opening of buff
calfskins. Clean Technologies Environmental Policy.299-306.

Ramirez-Zavala B, Mercado-Flores Y, Hernandez-Rpez C & Villa-Tanaca L
(2004) Purification and characterization of a lgsaminipeptidase frorKluveromyces
marxinus FEMS Microbiology Letters, 235:369-375.

Rice MF, Wilkinson ID & Gentry 10 (1982) Plate methfor detection of fhosfholipase
activity in Candida albicansSabouraudia, 20:15-20.

Richards NSP (2002) Soro lacteo: Perspectivas tridisse protecdo ao meio ambiente.

Revista Food Ingredientes, 17:20-24.



409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

423

424

425

426

427

428

429

97

Rincon-Delgadillo MI, Lopez-Hernandes A, Wijaya | Rankin SA (2012) Diacetyl
levels and volatile profiles of commercial startbstillates and selected dairy foods.

Journal of Dairy Science, 95:1125-1139.

Silva K & Bolini HMA (2006). Avaliacao sensorial dmrvete formulado com produto

de soro &cido de leite bovino. Ciéncia e Tecnoldgidlimentos, 26:116-122.

Silva RA, Bismara PA, Moura RB, Lima-Filho JL, PorALF & Cavalcanti MTH
(2012a) Avaliacao da microbiota bacteriana do guag coalho artesanal produzido na
regido Agreste do estado de Pernambuco. ArquivsilBiie de Medicina Veterinéria e

Zootecnia, 64:1732-1738.

Silva RA, Lima MSF, Viana JBM, Bezerra VS, Pimet#CB, Porto ALF, Cavalcanti
MTH & Lima-Filho JL (2012b) Can artisanal “Coaliotheese from Northeastern

Brazil be used as a functional food? Food ChemidB%:1533-1538.

Siqueira AMO, Machado ECL & Stamford TLM. (2013) lBaas lacteas com soro de

gueijo e frutas. Ciéncia Rural, 43:693-1700.

Song C, Guang-Lei L, Jin-Li X & Zhen-Ming Chi (2010Purification and

characterization of extracelular beta-galactosidéd®sen the psychrotolerant yeast
Guehomyces pullulansl7-1 isolated from sea sediment in Antartica. Pssc
Biochemistry, 45:954-960.

Souza HQ, Oliveira LA & Andrade JS (2008) SelecadBasidiomycetes da Amazonia
para producdo de enzimas de interesse biotecnologiCiéncia e Tecnologia de

Alimentos 28:116-124.



430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

98

Sundararajan S, Kannan CN & Chittibabu S (2011)aldie protease from Bacillus
cereus VITSNO4: Potential application as a dehgigent. Journal of Bioscience and

Bioengineering, 111:128-133.

Vasdinvei R & Deadk T (2003) Characterization of gte@olates originating from
Hungarian dairy products using traditional and roolar identification techniques.

International Journal of Foof Microbiology, 86:1230.

Viana DA, Lima CA, Neves RP, Mota CM, Moreira KMjma-Filho JL, Cavalcanti
MTH, Converti A & Porto ALF (2010) Production anda$ility of Protease from
Candida buinensisApplied Biochemistry and Biotechnology, 162:83028

Zhang ML, Liu WQ, Xiong H, Chen WH, Xiao F & JianQS(2006) Studies on the

optimization for lactase production Byuyveromyces lactidzood Science, 27:428-431.



99

7. CONCLUSAO

O queijo de Coalho demonstrou ser uma fonte para o isolamento de
diversos géneros de leveduras, as quais compdem a microbiota secundaria
conferindo sabor diferenciado ao produto. Além disso, a baixa concentragdo de
leveduras detectadas nos queijos artesanais produzidos na regido Agreste de
Pernambuco indica alta eficiéncia nos procedimentos de higiene durante a
fabricacdo destes. Assim, os queijos foram classificados como proprios para o

consumo humano.

Os resultados obtidos neste estudo podem ser interessantes para a
industria de laticinios, principalmente para a formulacdo de produtos com
caracteristicas geograficas regionais, diferenciando-os estes produtos daqueles
ja disponiveis no mercado, afinal as leveduras apresentaram aspectos
biotecnolégicos relevantes para a utilizacdo a nivel industrial, por serem
capazes de produzir diacetil, proteases, [3-galactosidases e ndo comprometer a

salude do consumidor.
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