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RESUMO

MIGUEL, Eliséngela Michele, MS., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2003. Atividade de etanol desidrogenase durante a estocagem em
culturas usadas na producao de iogurte. Orientadora: Célia Alencar de
Moraes. Conselheiros: Marisa Vieira de Queiroz e Sebastido César Cardoso
Brandéo.

A atividade de etanol desidrogenase, ADH, foi investigada em espécies de
bactérias usadas na fabricagdo do iogurte, Streptococcus thermophilus NCDO
1968, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842, Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356, e da linhagem probidtica Lactobacillus delbrueckii UFV
H2b20, apds crescimento a 37°C por 12 horas e estocagem a 4°C por 21 dias.
Em meio indicador de alcool, L. delbrueckii subsp. bulgaricus e L. acidophilus
apresentaram resultado positivo para atividade de ADH, enquanto L. delbrueckii
UFV H2b20, resultado negativo. A detec¢do da atividade, nesse meio, nao foi
discriminatéria para S. thermophilus. A atividade de ADH, em meio liquido, foi
determinada pela medida da oxidacdo de NAD(P)H e expressa em pmoles de
NAD(P)H oxidado por minuto por mg de proteina. A atividade em L. acidophilus
foi, em média de 1,06x107 pmol.min".mg”, aumentando para 9,17x10°
"umol.min".mg™, apés a estocagem das células em meio MRS, por 5 dias, a

4°C. Também houve aumento de atividade de ADH nos extratos livres de células



de L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus. Os resultados em meio
liquido mostraram que as trés culturas apresentaram baixa atividade de ADH
durante a estocagem por 21 dias, a 4°C. A metodologia baseada em GC/MS, por
headspace, permitiu detectar acetaldeido produzido por L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. acidophilus e S. thermophilus, o qual produziu acetaldeido
somente apos a estocagem a 4°C. Entretanto, a atividade de ADH nao foi
observada apo6s a incubagao para crescimento a 37°C, por 12 h, nem apds a
estocagem a 4°C por 21 dias, ndo sendo observada a produgao de etanol, nas
condicbes estudadas. Estes resultados nao confirmam a hipétese de uma ADH
que se manifestaria apds longos periodos em baixas temperaturas, embora
baixa atividade da enzima tenha sido detectada em meio liquido. Outros estudos

S0 necessarios.



ABSTRACT

MIGUEL, Elisangela Michele, MS., Universidade Federal de Vigosa, August, 2003.
Ethanol dehydrogenase activity in starter cultures for yoghurt under cold
storage conditions. Adviser: Célia Alencar de Moraes. Committee members:
Marisa Vieira de Queiroz and Sebastido César Cardoso Brandao.

Alcohol dehydrogenase, ADH, activity was investigated in Streptococcus
thermophilus NCDO 1968, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC
11842, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, and the probiotic strain
Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20, after growth at 37°C for 12 hours, and
storage at 4°C for 21 days. L. delbrueckii subsp. bulgaricus and L. acidophilus
presented positive results for ADH activity in Alcohol Indicator Medium, while L.
delbrueckii UFV H2b20 presented negative results after 21 days. This method was
not discriminatory for S. thermophilus. ADH activity was also measured by the
oxidation of NAD(P)H and expressed as pmol of NAD(P)H oxydized per min per
mg protein. The average activity in L. acidophilus was 1,06x10” umol.min™".mg™.
The activity increased to 9,17x10"umol.min™".mg™ after cells were kept in MRS
medium at 4°C, for 5 days. Increases in ADH activity were also detected in cell
free extracts of L. delbrueckii subsp. bulgaricus and S. thermophilus. The three
strains displayed low ADH activity in MRS broth after 21 days at 4°C. The

headspace analysis by Gas Chromatography/ Mass Spectroscopy revealed

Xi



acetaldehyde production by L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus and S.
thermophilus. The latter produced acetaldehyde only after storage at 4°C. Ethanol
production was not detected. Despite some ADH activity was detected in liquid
medium, the combined results do not support completely the hypothesis that ADH
activity would be induced itself after storage at low temperatures. Other studies

are still needed.
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1. INTRODUCAO

O iogurte é um produto lacteo fermentado que sempre esteve presente em
varias civilizagbes, a principio fabricado de forma empirica e, posteriormente,
pelo uso de recursos tecnolégicos avangados. No mercado atual, o consumo
desse produto tem aumentado gradualmente, em decorréncia de alguns
aspectos, como estabilidade econdmica, investimentos em propagandas e
estudos sobre novas tecnologias, pois produtos cada vez mais competitivos e de
melhor qualidade estdo disponiveis no mercado, respondendo as necessidades
do consumidor.

A fermentagao do iogurte é resultado da atividade de microrganismos das
culturas starter que alteram os constituintes do leite e promovem a acidificagao, o
desenvolvimento da textura e viscosidade e a sintese de compostos aromaticos
responsaveis pelo seu flavor caracteristico.

O acetaldeido é o principal constituinte do aroma tipico do iogurte,
composto que pode ser formado por diferentes vias metabdlicas das diversas
culturas lacticas. Porém, relata-se que, durante certo periodo de estocagem do
produto, ocorre a formacédo de etanol, a partir do acetaldeido, pela agado da
enzima etanol desidrogenase. Esta redugdo acontece, provavelmente, pelo
decréscimo na concentragcao de acetaldeido com incubagéo prolongada e sob

condigbes de refrigeragdo. A deterioracdo do flavor na estocagem pode ser



causada pelos organismos da cultura starter, por meio da enzima etanol
desidrogenase, o que afeta diretamente as suas caracteristicas sensoriais,
prejudicando, assim, a sua aceitagdo, bem como a sua comercializacdo no
mercado de produtos lacteos.

Tendo em vista que a atividade dessa enzima diminui a vida-de-prateleira
do iogurte e que as caracteristicas sensoriais do iogurte desempenham papel
importante para sua aceitagao, este trabalho teve o objetivo geral de avaliar a
atividade da enzima etanol desidrogenase em culturas de Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus, Lactobacillus acidophilus e Streptococcus
thermophilus em meio a base de leite em temperaturas de refrigeragao, durante
0 periodo equivalente a estocagem de iogurte. Assim, podem-se projetar e
melhorar culturas mais adequadas para que o iogurte possa ter vida util maior,
melhores caracteristicas sensoriais, bem como melhor qualidade, pois a
qualidade do produto e a satisfagdo do consumidor sdo fundamentais para o

sucesso e a comercializagao dos produtos lacteos.



2. REVISAO DE LITERATURA

A fermentacdo € um dos métodos de preservacido do alimento que
aumenta a vida-de-prateleira do leite, visto que a acidez preserva o produto. As
tecnologias modernas de fermentagcdo envolvem microrganismos lacticos
especificos ao alcance da fermentacao, sob condicdes exatas de pH, temperatura
e conteudo de agua, e a producgédo produtos de qualidades nutricionais, fisicas,
quimicas e sanitarias superiores. A modificagdo do leite por microrganismo afeta
as propriedades fisico-quimicas e o valor econdmico desse produto. As mudangas
fisico-quimicas sao refletidas em atributos como flavor, textura, aparéncia e valor
nutritivo, enquanto as alteracbes econémicas sao refletidas no aumento da vida-
de-prateleira do leite, resultando na conversdo de um leite fluido em produtos
mais estaveis. A maioria dessas modificacbes ocorre pela acdo de enzimas
elaboradas por microrganismos que atuam em proteinas, lipidios e carboidrato no
leite (KILARA e SHAHANI, 1978; SHAHANI e CHANDAN, 1979).

As bactérias do acido lactico sdo caracterizadas por cocos e bastonetes
Gram-positivos, ndo-esporulantes e normalmente ndo-moéveis, os quais produzem
acido lactico como principal produto da fermentagcédo. Crescem anaerobicamente,
porém a maioria nao é sensivel a O,, sendo, portanto, anaerébios aerotolerantes
(HOLZAPFEL e STILES, 1997; MADIGAN et al., 2000).



O iogurte é resultado da fermentacdo do leite por dois tipos de bactérias
lacticas homofermentativas, S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
que apresentam relagdo simbidtica durante o processamento do iogurte. O
desenvolvimento da acidez é iniciado pelo S. thermophilus e finalizado pelo L.
delbrueckii subsp. bulgaricus durante os ultimos estadios de incubagdo, a uma
temperatura 6tima de 45°C (RASH, 1990). Durante a fermentagcdo, o S.
thermophilus cresce rapidamente, utilizando-se de aminoacidos essenciais
produzidos pelo L. delbrueckii subsp. bulgaricus, que apresenta maior atividade
proteolitica e hidrolisa a caseina em aminoacidos como glicina, histidina e valina
(BAUTISTA et al.,1966). O S. thermophilus produz &cido lactico e acido férmico,
reduzindo o pH a um nivel 6timo para o crescimento do Lactobacillus (VERINGA
et al., 1968; GALESLLOT et al., 1968). A atividade proteolitica e o decréscimo do
pH sao importantes para determinar o crescimento associativo dessas bactérias
(RAJAGOPAL e SANDINE, 1990). A temperatura de incubagao dessas culturas
pode influenciar a concentracdo, bem como os compostos produzidos por L.
delbrueckii subsp. bulgaricus que estimulam os cocos (MITCHELL-RADKLE e
SANDINE, 1986). Os estreptococos sao inibidos em valores de pH de 4,2 a 4,4,
enquanto os lactobacilos suportam 3,5 a 3,8. Durante a fermentacéo, a taxa de
crescimento de S. thermophilus decresce, enquanto o L. delbrueckii subsp.
bulgaricus continua a crescer e reduz o pH pela produgdo excessiva de acido
lactico (CAPLICE e FITZGERALD, 1999; HATTINGH e VILJOEN, 2001).

A producdo de acido lactico é o processo quimico mais importante que
ocorre durante a manufatura do iogurte. Esse acido preserva o produto,
desestabiliza a micela de caseina, o que leva a coagulagdo das proteinas, e
exerce efeito antagonista contra microrganismos indesejaveis, além de contribuir
para o aroma do iogurte (TAMINE e DEETH, 1980).

O defeito mais comum do iogurte &, provavelmente, a auséncia de aroma e
flavor caracteristicos, a qual pode ser resultante do desenvolvimento inadequado
do acido. A superacidificacdo € o principal defeito, que pode ser decorrente do
desbalanceamento da cultura utilizada na fabricagdo do iogurte. Isso indica que a
acidez natural do iogurte, abaixo de pH 3,9, ndo é aceito pelos consumidores
(RASH,1990). Portanto, o iogurte € um produto de simbiose bacteriana, razao por

que um controle adequado da proporg¢ao das bactérias presentes no produto nio



€ apenas recomendado, mas necessario. Em cultura desbalanceada (cocos:
bastonetes 2:1), os lactobacilos ocorrem em baixas concentragdes, quando
comparado com a cultura balanceada (cocos: bastonetes 1:1), e os estreptococos
tém crescimento limitado pelo baixo conteudo de aminoacidos, o que diminui o
metabolismo de ambas e prejudica a producdo dos componentes do flavor do
iogurte (BRANDAO, 1980).

A transformacéo do leite em produtos organolepticamente aceitaveis, pelo
processo fermentativo, requer atributos particulares das bactérias starter, dentre
0s quais se destaca o desenvolvimento de quantidades adequadas de compostos
volateis, como o acetaldeido e o diacetil. Esses compostos ndo devem ser
produzidos em altas quantidades para nao produzir defeitos nos produtos
(MARSHALL, 1987).

O flavor tipico do iogurte é devido ao acido lactico e a varios compostos
volateis, como acetaldeido, acetona e diacetil, que sédo responsaveis pelo aroma e
pelo flavor caracteristicos e produzidos pelos microrganismos da cultura lactica
(KEENAN e BILLS, 1968; SANDINE e ELIKER, 1970; SANDINE et. al.,1972;
TAMINE e DEETH, 1980; TAMINE e ROBSON, 1985; RYSSTAD e ABRAMSEN,
1987; KANG et al.,, 1988; GAAFAR, 1992; GEORGALA et. al.,, 1995; OTT et
al.,1997; KRANENBURG et. al., 2002; WOUTERS et. al., 2002).

Os componentes do flavor sdo produtos finais do metabolismo bacteriano,
como consequéncia da necessidade da redugao de piruvato, regenerando, assim,
nucleotideos de piridina para a via glicolitica. O lactato, CO, acetato e etanol sao
produtos finais do metabolismo, enquanto o acetaldeido e o diacetil sao
intermediarios e sofrem, posteriormente, catabolismo, pois, uma vez presentes no
produto final, podem ser reduzidos a outros compostos (MARSHALL, 1987).

Em concentragdes relativamente altas de 15 a 30 ppm, o acetaldeido é
considerado o principal componente do flavor do iogurte, embora essas
concentragbes em outros produtos lacteos, como queijo e manteiga, possam
causar defeitos de flavor, descritos como “green” ou “yogurt-like” (LINDSAY et.
al.,1965; KEENAN e BILLS, 1968; SANDINE et al., 1972). O entendimento das
vias metabdlicas, a forma adequada de controla-las e a escolha certa da cultura
starter sdo muito importantes para a manufatura de produtos lacteos de boa
qualidade (MARSHALL, 1987; OTT et al., 2000a).



A formacao de acetaldeido no leite pelas bactérias do acido lactico parece
ser dependente das estirpes utilizadas na fermentacdo, que pode ser formado a
partir de diferentes fontes: carboidratos, aminoacidos e acido nucléico (LEES e
JAGO 1978b; RAYA et al., 1986b; MARSHALL, 1987; GONZALEZ et al., 1994;
OTT et al.,, 2000a). As principais vias que sao sugeridas para formagédo de
acetaldeido estdo representadas na Figura 1.
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FIGURA 1 - Vias metabdlicas de formagao de acetaldeido (Adaptacdo de RAYA et al.,
1986b).



2.1. Formacéao de acetaldeido a partir da glicose

Via EMBDEN-MEYEHOF-PARNAS (EMP), que gera piruvato. Uma o-
carboxilase catalisa a formagao de acetaldeido a partir do piruvato. A enzima
aldeido desidrogenase pode também gerar acetaldeido a partir de Acetil-COA,
que é formado a partir do piruvato pela agado da piruvato descarboxilase. As
enzimas o-carboxilase, aldeido desidrogenase e fosfocetolase foram detectadas
por RAYA et al. (1986b), em duas estirpes de S. thermophilus e L. delbrueckii
subsp. bulgaricus. Entretanto, LEES e JAGO (1976a) encontraram atividade de
aldeido desidrogenase em quatro estirpes de cada espécie. A glicose foi o
principal precursor de acetaldeido para S. thermophilus e L. delbrueckii subsp.
bulgaricus (OTT et al., 2000a).

GONZALEZ et al. (1994) registraram auséncia de atividade fosfocetolase e
presenga da enzima o-carboxilase em estirpe de L. acidophilus. Em metabolismo
homofermentativo, descarboxilagées a partir da glicose nédo sao frequentemente
observadas, no entanto, sob determinadas condi¢des de crescimento, como baixa

concentracao de glicose, sao possiveis de serem observadas.

Via HEXOSE MONOFOSFATO (HMP), que gera acetil-fosfato. Uma
fosfotranscetilase catalisa a formacao de Acetil-COA a partir de acetilfosfato e
uma acetato-kinase leva a formacédo de acetato. Embora RAYA et. al. (1986b)
tenham detectado atividades em ambas as bactérias do iogurte, o acetaldeido
nao pode ser formado por essa via, uma vez que essas estirpes ndo possuem
aldeido desidrogenase que catalisa a biossintese de acetaldeido a partir de Acetil-
COA ou acetato. Porém, LEES e JAGO (1976a) encontraram atividade da enzima
aldeido desidrogenase nas bactérias do iogurte. As enzimas acetato-kinase e
aldeido desidrogenase foram encontrados em estirpes de L. acidophilus, por
GONZALEZ et al. (1994).

2.2. Formacéo de acetaldeido a partir de treonina

A treonina aldolase (E.C.2.1.2.1) catalisa a clivagem de treonina a

acetaldeido e glicina e parece ser a via mais importante para produgao de



acetaldeido no iogurte (SANDINE e ELLIKER, 1970; RAYA et al. 1986b,
WOUTERS et. al., 2002; CHAVES et al., 2002).

RAYA et al. (1986b) detectaram essa enzima em duas estirpes de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus e auséncia desta em duas estirpes de S.
thermophilus investigadas. Porém, em outros estudos, essa enzima foi detectada
em ambas as espécies (LEES e JAGO, 1976b; WILKINS et al., 1986a;
MARRANZANI et al., 1989; OTT et al., 2000a).

A atividade treonina aldolase de S. thermophilus decresceu,
significativamente, quando a temperatura de crescimento aumentou de 30 a 37°C
(LEES e JAGO, 1976b) ou de 37 a 42°C (WILKINS et al., 1986b), mas ndo a de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, que permaneceu quase idéntica a 30°C. A adicéo
de 0,6% de treonina ou 2% de glicina ao meio de crescimento nao afetou,
significativamente, a atividade especifica de treonina aldolase em extratos livres
de células (LEES e JAGO, 1976b). S. thermophilus € mais sensivel a inibicao por
glicina do que L. delbrueckii subsp. bulgaricus (MARRANZANI et al., 1989).

Em culturas mistas do iogurte, altas concentragbes de treonina,
combinadas com baixas concentragbes de glicina no meio de crescimento,
aumentaram a biossintese da enzima (MARRANZANI et al., 1989; SCHIMIDT et
al., 1989). Quando essa proporgao foi invertida, observou-se um decréscimo.

A treonina aldolase de L.delbrueckii subsp. bulgaricus foi parcialmente
purificada e estudada por MANCA DE NADRA et al. (1987) e por RAYA et al.
(1986a). A atividade maxima foi observada a 40°C e pH 6,5, bem como forte
inibicdo alostérica por glicina dependente do pH.

OTT et. al. (2000a) encontraram atividade treonina aldolase em ambas as
culturas de iogurte. Ressaltaram ainda que, na presenga de altas concentragdes
artificiais de L-treonina, ha maiores quantidades de acetaldeido do que na de
glicose, com repressao da via metabodlica da glicose. Assim, se o acetaldeido
fosse formado principalmente pela via glicolitica, a treonina teria pequena
participacdo em sua formacao.

A atividade treonina aldolase foi detectada em L. acidophilus, mas em
quantidades menores que nas bactérias do iogurte (GONZALEZ et al., 1994).

MARSHALL e COLLE (1983), ao estudarem a adicao de treonina ao leite
fermentado com essa bactéria, observaram acréscimo na concentracdo de

acetaldeido, além de um produto com sabor e aroma semelhantes aos do iogurte.
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O acetaldeido é formado pela degradagdo de aminoacidos. A glicina,
resultante da agao de treonina aldolase sobre a treonina, é, subsequentemente,
convertida a serina pela acado da serina hidroximetiltransferase (SHMT), e ambos
os compostos sdo principais fontes de unidades de um carbono e necessarias a
vias que envolvem o acido folico (OGAWA et al., 2000; WOUTERS et al., 2002).

CHAVES et al. (2002), ao investigarem o papel e a importancia da bactéria
S. thermophilus para producio de acetaldeido, observaram que a principal via de
formagao para o acetaldeido, a partir da treonina, ocorre por meio da atividade de
SHMT, que atua também como treonina aldolase. Esse resultado indica a
auséncia de uma via alternativa para producao de acetaldeido e estabelece a

importancia dessa enzima para sua biossintese.

2.3. Formacéo de acetaldeido a partir de compostos de DNA

Na degradacéo de produtos de DNA, 2-deoxiribose-5-fosfato mostrou ser um
precursor de acetaldeido, na presenca de deoxiriboaldolase (EC 4.1.2.4), nas
estirpes de L. bulgaricus e S. thermophilus (LEES e JAGO, 1977; RAYA et al.,
1986b). A contribuicdo dessa rota metabdlica pode ser pequena, e a propria
degradacgado de DNA, durante o crescimento exponencial, deve ser baixa (OTT et
al., 2000a).

A enzima deoxiriboaldolase, detectada em L. acidophilus, ndo requer citrato. A
presenca dessa enzima sugere que, nessa bactéria, essa via alternativa seja
utilizada quando acgucares fosforilados, como ribose-5-fosfato, estiverem
presentes (GONZALEZ et al., 1994).

Durante a estocagem do iogurte, mudangas microbianas, enzimaticas e
abidticas ou quimicas podem ocorrer. A atividade enzimatica é devida,
principalmente, as enzimas produzidas pelas bactérias do iogurte, uma vez que
as enzimas na mistura, para manufatura do iogurte, sao inativadas pelo
tratamento térmico. A ag¢do das enzimas pode causar defeitos, tais como
formagdo de gas, separagdao de soro, rancidez, sabor de queijo e
superacidificacdo, dependendo das propriedades da cultura (BRANDAO, 1980).

O flavor do iogurte ndo é totalmente formado no final da incubacgao.
Durante o resfriamento e estocagem refrigerada, perdas de flavor podem ocorrer

durante a estocagem prolongada como resultado de reagdes enzimaticas
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(KEENAN e BILLS, 1968; KANG et al., 1988; GEORGALA et al., 1995), que
podem ser decorrentes também da cultura, das formulagdes e das condi¢cbes de
incubacao e estocagem (TAMINE e DEETH, 1981; TAMINE e ROBINSON, 1985).

O iogurte estocado até quatorze dias mostrou pequena diminuigdo do
conteudo de acetaldeido e pequeno aumento no conteudo de etanol. Porém, apos
esse periodo, observou-se aumento no conteudo de etanol, com concomitante
decréscimo no conteudo de acetaldeido. Essas transformagdes sugerem que a
atividade da etanol desidrogenase, ADH, seja muito importante durante a
estocagem do iogurte, principalmente depois de aproximadamente 14 dias de
estocagem (BRANDAO, 1980).

A atividade desidrogenase ocorre a baixas temperaturas de estocagem por
alguns estreptococos lacticos, que sao capazes de reduzir o acetaldeido e o
propionialdeido, mas nao a acetona ou a butanona, o que sugere que o sistema
desidrogenase seja especifico a aldeidos (BILLS e DAY, 1966).

KEENAN e LINDSAY (1967), ao estudarem a atividade desidrogenase em
diferentes lactobacilos, reportaram que todos os organismos estudados foram
capazes de reduzir acetaldeido e propionialdeido ao alcool correspondente.
BRANDAO (1980) comparou a produgdo de etanol, entre culturas, com diferentes
proporgdes de estreptococos:lactobacilos, balanceada (proporgdo 1:1) e
desbalanceada (proporgdo 2:1), durante a estocagem do iogurte. Durante a
estocagem, o iogurte feito a partir da cultura balanceada apresentou equilibrio
molecular entre acetaldeido e etanol, o qual pode ser atribuido a atividade da
etanol desidrogenase, enquanto o iogurte, feito com cultura desbalanceada,
apresentou a mesma proporc¢ao indireta entre acetaldeido e etanol, embora nao
tenha sido observado equilibrio molecular, o que indica possivel presenga de
outras enzimas ativas que podem desempenhar importante papel para a
estabilidade do flavor do iogurte, pois a cultura desbalanceada nao mostrou
relagdo molecular entre acetaldeido e etanol.

RAYA et al. (1986b), ao estudarem a atividade de ADH, reportaram
auséncia de atividade dessa enzima em estirpes de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus e S. thermophilus, apds 12 horas de incubacgao a 37°C.

MARSHALL e COLE (1983) afirmaram que o leite fermentado com L.
acidophilus teria propriedades diferentes do fermentado com L. delbrueckii subsp.

bulgaricus, devido a atividade de etanol desidrogenase. Como esta enzima esta

10



presente no primeiro microrganismo, o leite apresentaria falta de flavor
caracteristico, uma vez que o acetaldeido seria metabolisado a etanol. Ao
contrario de L. delbrueckii subsp. bulgaricus, que nao apresenta atividade dessa
enzima, o iogurte teria altas concentragdes de acetaldeido, com flavor tipico.
Portanto, segundo esses autores, a presenga de ADH em culturas starter usadas
na manufatura de iogurte é indesejavel. O mesmo resultado foi obtido por
GONZALEZ et. al. (1994) para L. acidophilus, apos baixo tempo de incubag&o sob
temperatura 6tima de crescimento, para esses microrganismos estudados.

Tendo em vista que existe muito interesse em adicionar L. acidophilus ao
iogurte, com o objetivo de melhorar a atividade probidtica, uma selecao
apropriada das estirpes a serem utilizadas € essencial para alcancar esses
requerimentos. Outra vantagem do uso dessa estirpe como cultura starter é a
reducdo da possivel superacidificagcdo do iogurte, como ocorre pelo uso de
culturas tradicionais, como consequéncia do crescimento desbalanceado de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus (GARDINI et al., 1999).

O conhecimento das vias metabodlicas que levam a produgao do flavor
desejavel é importante para a escolha adequada da cultura starter usada na
fabricacdo de leites fermentados. As duas bactérias geneticamente distintas,
usadas na producdo de iogurte, ndo contém a enzima ADH. Portanto, o
acetaldeido desses organismos n&o poderia ser reduzido a etanol, mas poderia
ser excretado como um produto final. Entéo, leite fermentado com essas duas
bactérias, com a cultura mista ou pura, poderia ter acetaldeido em altas
concentragdes, com flavor tipico do iogurte (MARSHAL, 1987).

A concentracdo de acetaldeido no produto depende da presenca de
enzimas que o convertem em outros metabdlitos, principalmente etanol. No
iogurte, altas concentragbes de acetaldeido ocorrem devido a baixa atividade da
enzima etanol desidrogenase, que esta ausente nas principais estirpes de L.
bulgaricus e S. thermophilus (LEES e JAGO, 1976a; LEES e JAGO, 1978b).

A ocorréncia de repressao catabdlica da sintese de ADH em estreptococos
depende da concentragdo de lactose do meio de crescimento e das altas
temperaturas usadas na fabricagdo do iogurte, que podem diminuir a atividade
dessa enzima. Ha a possibilidade de que a funcao principal de algumas ADHs em
bactérias possa ser a oxidagao ou a reducao de outros compostos, além de etanol

e acetaldeido. Outra questao a ser esclarecida € se o etanol poderia ser usado
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como fonte de energia pelas bactérias do acido lactico, apds a fermentagao de
todos os carboidratos (LEES e JAGO, 1976a; LEES e JAGO, 1978a; LEES e
JAGO, 1978b). Além disso, a possibilidade de que o etanol possa ser utilizado por
outras vias, além das catalisadas por ADHSs, nao foi investigada em bactérias do
acido lactico.

Entretanto, BRANDAO (1980) observou que, durante o processamento do
iogurte, o etanol é produzido, supostamente, a partir de acetaldeido pela enzima
etanol desidrogenase, acdo enzimatica que continua durante a estocagem,
principalmente depois de quatorze dias, a 2°C. KEENAN e BILLS (1968)
enfatizaram que a reducdo de acetaldeido acontece, provavelmente, pelo
decréscimo na concentracdo de acetaldeido com incubagdo prolongada e sob
condigdes de refrigeracdo. A deterioracdo do flavor na estocagem pode ser
causada pelos organismos da cultura starter.

O meio indicador com sais de tetrazolio permite o discernimento entre as
diferengcas metabdlicas dos organismos, por meio da cor das colénias por eles
produzidos, como resultado da atividade desidrogenase (HOPWOOQOD, 1970).

A utilizacdo desse meio é versatil, pois se trabalha com varios tipos de
substratos e microrganismos, além de serem faceis de preparar e de baixo custo.
Seus componentes essenciais sdo agar, nutrientes para crescimento em
abundancia, o substrato a ser testado e o composto indicador cloreto de
trifeniltetrazoélio, TTC (BOCHENER e SAVAGEAU, 1977).

As colbnias, capazes de catabolisar o substrato reduzem o TTC e produzem
o formazam, mudando a cor para vermelha, enquanto as colénias que nao o
catabolisam permanecem brancas. A intensidade da cor das colbnias é
proporcional a reducdo de TTC. As colbénias com taxas intermediarias de
catabolismo diferem, na intensidade, da coloragdo formada. Em todos os casos,
a cor é estavel, uma vez que a reducao de TTC ¢ irreversivel. Na presenga da
enzima ADH, as células utilizam o etanol e as col6nias mudaram a coloracéo de
branca para vermelha, pois o TTC é reduzido a formazam. A reducédo de TTC é
resultado do transporte de elétrons, que passa do substrato, por meio de reacdes
enzimaticas do metabolismo central, até alcancar o TTC, para produzir o
formazam (BOCHENER e SAVAGEAU, 1977).

As placas de meio indicador que contém TTC sdo amplamente aplicadas em

técnicas de genética molecular, para caracterizagdo e isolamento de mutantes.
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Em pesquisas ja realizadas, utilizou-se meio indicador de alcool para
caracterizacao e isolamento de mutantes de Escherichia coli e estirpes de
Salmonella (DAILLY et al.,, 2001) que sofreram mutagdes no gene adh, que
codifica a enzima etanol desidrogenase. As mudancgas de coloragéo das colbnias
foram utilizadas na identificagdo desses mutantes (CLARK e CRONAN, 1980a;
1980b; GUPTA et. al., 2000; HOLLAND-STALEY et al., 2000).

As bactérias do acido lactico sdo amplamente usadas em técnicas de
microbiologia molecular e de engenharia genética que envolvem a inativagdo de
genes, para se estudar e obter vias de biossintese e regulagbes metabdlicas de
compostos do flavor, de forma controlada, para produzir produtos com aroma
desejavel (MOMBELLI, 1999; KLEEREBEZEM, et al., 2000; WOUTERS et al.,
2002; CHAVES et al., 2002; KRANENBURG et al., 2002).

A superproducao de acetaldeido em leite fermentado foi obtida em
estirpes de S. thermophilus modificado, que foi construida por meio de clonagem
do gene glyA, que codifica a enzima treonina aldolase (TA). Quando essa
bactéria foi usada na fermentacéo, observou-se aumento na atividade TA, com
consideravel aumento da formagdo de acetaldeido. Isso mostra que essas
estirpes poderiam ser utilizadas, como starter, na produgao de leite fermentado
com concentracbes desejaveis de acetaldeido, por meio de engenharia
metabdlica dessa via, controlando assim, o flavor em produtos lacteos (CHAVES
et al., 2002).

OTT et al (1999) estudaram as caracteristicas de leites fermentados com
cultura mista de L. delbrueckii subsp bulgaricus mutantes lac-, cujo gene
codificador de R - galactosidase € inativo, e S. thermophilus selvagem, lac+.
Esses autores verificaram que o produto apresentou acidez mais suave e nao
ocorreu pos-acidificagdo durante a estocagem, sendo a produgdo de acetaldeido
foi relacionada com o crescimento potencial das bactérias usadas na
fermentacdo. Os resultados dessa pesquisa mostraram que o mutante lac- da
fermentagao mista ndo contribuiu para a producéo de acetaldeido, pois produziu
duas a trés vezes menor quantidade, se comparado ao produto tradicional, que
foi fabricado com estirpes selvagens.

Em estirpes de E. coli, ADH é uma proteina multifuncional que catalisa a
conversao de Acetil-COA em acetaldeido e entdo a etanol em uma redugdo em

dois passos que é acoplada a oxidagdo de duas moléculas de NADH (CLARK e
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CRONAN, 1980a; 1980b). O gene adhE de Lactococcus lactis, que codifica ADH,
foi clonado em uma estirpe de E. coli mutante, e genes homologos foram
encontrados em outras bactérias lacticas que tém importancia relevante para a
industria lactea. Essas culturas starter, com alta producdo de acetaldeido
poderiam ser obtidas por engenharia genética e metabdlica, para melhoramento
de flavor em produtos lacteos fermentados (ARNAU et al., 1998).

A analise quimica dos componentes de aroma dos produtos lacteos €&
complexa devido a natureza heterogénea do leite. Os niveis significantes de
lipideos, proteinas e carboidratos no leite dificultam a separagdo dos
componentes do flavor, dadas as propriedades como polaridade ou volatilidade.
Dentre os métodos cromatograficos, destaca-se a analise de headspace, na qual
ha equilibrio da amostra e injecdo em um cromatégrafo a gas com espectro de
massa (FRIEDERICK e ACREE, 1998).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo dos
componentes de uma mistura, realizado por meio da distribuicdo destes
compostos entre duas fases que estdo em contato. A amostra, através de um
sistema de injecéao, é introduzida em uma coluna contendo a fase estacionaria. O
uso de temperatura no local de injegdo da amostra e na coluna possibilita a
vaporizacao dessas substancias, que, de acordo com suas propriedades, sao
seletivamente retidas pela fase estacionaria e chegam a saida da coluna em
tempos diferentes, resultando em migragdes diferentes desses compostos. O
uso de detector na saida da coluna possibilita a detecgdo e a quantificacao
dessas substancias (COLLINS et al., 1997).

Os métodos de cromatografia gasosa sdo muito utilizados no controle de
qualidade na industria lactea, com o objetivo de determinar o potencial de
deterioracdo do produto por meio da detecgcdo de mudancgas bioquimicas e no
flavor durante a estocagem. A analise de cromatografia gasosa pode ser
facilmente adaptada a estudos de controle de qualidade e vida-de-prateleira do
iogurte, método este que oferece resultados rapidos e reprodutiveis (GAAFAR,
1992).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia Industrial do
Departamento de Microbiologia, no Nucleo de Biotecnologia Aplicada a

Agropecuaria, BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigosa.

3.1. Microrganismos e condigdes de cultivo

Os microrganismos utilizados neste estudo foram:

» Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus ATCC 11842;

» Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 (SANTOS, 1984), pertencente a colegao
do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa;

» Lactobacillus acidophilus ATCC 4356; e

» Streptococcus thermophilus NCDO 1968.

Os Lactobacillus foram previamente ativados em caldo MRS (Man Rogosa
Sharpe) e incubados a 37°C por 12 horas. Em seguida, as culturas foram
transferidas, com a algca de repicagem, para placa de Petri contendo MRS
acrescido de 1,5 % de agar, empregando-se a técnica de estria composta. As

placas foram incubadas, em baixa tensdo de O, a 37°C por 72 horas.
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O Streptococcus foi cultivado em meio TSB (Triptone Soya Broth), a 37°C
por 12 horas. Em seguida, as culturas foram transferidas, com a alga de
repicagem, para placas de Petri contendo TSA (Triptone Soya Agar),
empregando-se a técnica de estria composta. As placas foram incubadas, sob
aerobiose, a 37°C por 48 horas.

ApoGs o periodo de incubagdo, as culturas lacticas foram submetidas a
coloracédo de Gram e a analise microscopica. Essas culturas foram congeladas
em nitrogénio liquido e mantidas, a -80°C, em meios respectivos de cultivo

acrescidos de 20% de glicerol, para serem utilizadas posteriormente.

3.2. Atividade de etanol desidrogenase em meio sélido

A determinacao da atividade de etanol desidrogenase em meio sélido foi
realizada em agar indicador de alcool, com base na metodologia desenvolvida por
DAILLY et al. (2001), com modificacdes feitas neste trabalho. Trabalhou-se com
meio de enriquecimento para as culturas; estrias compostas foram realizadas em
meio indicador sem etanol; e as placas foram estocadas, na geladeira, por 21
dias.

As culturas, previamente congeladas em nitrogénio liquido, foram ativadas
em 5 mL de LDR 10% (Leite Desnatado Reconstituido) e incubadas a 37°C por 12
horas, ou até que houvesse a coagulacao do leite, por meio da produgao de acido
lactico. Inéculos de 100uL foram assepticamente transferidos para 5 mL de MRS
e TSB, conforme a cultura cultivada, e incubados a 37°C por 12 horas.

Posteriormente, estrias compostas foram realizadas, com a alga de
repicagem em placas contendo agar MRS ou TSA, como controles.
Simultaneamente, foram feitas estrias em agar MRS ou TSA, contendo 0,025 g/L
de TTC (cloreto de trifeniltetrazdlio) e etanol, na concentragdo de 5g/L. Além
disso, estrias foram feitas em agar MRS e TSA, contendo apenas 0,025¢g/L de
TTC (cloreto de trifeniltetrazélio) sem etanol. As placas foram embrulhadas em
papel aluminio e incubadas, nas condi¢cdes descritas anteriormente.

Apos o periodo de incubacéao, as placas foram estocadas, na geladeira, a
4°C por 21 dias.

16



A atividade da enzima etanol desidrogenase foi indicada pela coloragao

das colbnias, no meio indicador de alcool.

3.3. Atividade de etanol desidrogenase em meio liquido

A atividade da enzima etanol desidrogenase, em meio liquido, foi medida
conforme a metodologia descrita por RAYA et al. (1986b), com modificagdes
realizadas neste trabalho. A determinagdo da atividade foi realizada apds
incubacao a 37°C por 12 horas e durante o periodo de estocagem, por 21 dias, a
4°C, sem que houvesse a didlise da solugao sobrenadante.

As culturas lacticas, mantidas sob congelamento a -80°C, foram ativadas
em 5 mL de LDR 10% e incubadas a 37°C por 12 horas. Em seguida, in6culos de
2% foram transferidos para os referidos caldos de cultivo, para cada cultura, e
incubados a 37°C por 12 horas. Apds este periodo, 1000uL foram transferidos
para 50mL do mesmo caldo e incubados nas mesmas condigbes. Em seguida,
foram estocados a 4°C por 21 dias, para posterior obtengcdo do extrato livre de
células e medida da atividade enzimatica.

3.3.1. Extrato livre de células

Apos 0, 5, 14 e 21 dias de estocagem, amostras das culturas foram
centrifugadas a 8000g (Sorvall, Rotor GSA), por 15 minutos, a 4°C.

Os sobrenadantes foram descartados; e os sedimentos, recolhidos e
lavados com Tris-HCI 0,2M, pH 7,0; e as células ressuspendidas em 15mL do
mesmo tamp&o. Em seguida, foram novamente centrifugados a 8000g por 15
minutos, a 4°C e, entdo, ressuspendidos em 5 mL de tampado. Apds serem
homogeneizadas em vortex, as células em suspensdao foram rompidas no
FRENCH PRESS CELL, a 1000 psig, marca SLM Instruments, por duas vezes.
Os debris de células foram eliminados com a centrifugagdo a 20000g (Sorvall,
Rotor SS34), por 20 minutos, a 4°C, e o sobrenadante foi usado para o ensaio

enzimatico.
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3.3.2. Ensaio da atividade enzimatica

A atividade da enzima etanol desidrogenase foi medida pela taxa de
oxidagdo de nucleotideos de piridina, NAD(P)H, a 340nm, na presenca de
acetaldeido, no espectrofotdmetro, marca Beckman, modelo DU® 640. A mistura
de reacgao (volume final de 500 pL), para reducéo de acetaldeido, continha 425 uL
de tampao fosfato 80 mM pH 6,5; 10 uL de NAD(P)H 8mM; 25 pL de acetaldeido
0,28 M; e 40 pL do extrato enzimatico.

A dosagem de proteina foi realizada pelo método de Breadford
(BREADFORD, 1976).

A atividade enzimatica foi expressa em pmoles de NAD(P)H
oxidado/min/mg de proteina.

Este experimento foi realizado em duplicata.

3.4. Andlise da producdo de compostos de aroma
3.4.1. Preparo das amostras

As culturas estoques, previamente congeladas a -80°C, foram ativadas em
5mL de LDR 10% e incubadas a 37°C por 12 horas. Em seguida, 2 mL foram
assepticamente inoculados em 20 mL de LDR 10% e incubados por 10 a 12 horas
a 37°C, até que houvesse formacgéo do coagulo caracteristico. Apds o periodo de

incubacéao, as amostras de leite fermentado foram estocadas a 4°C, por 21 dias.
3.4.2. Andlise cromatogréfica

A andlise cromatografica dos compostos volateis foi realizada no
Laboratério de Analise e Sintese de Agroquimicos (LASA), do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Vigcosa. Nesta analise foram identificados
dois compostos de aroma, etanol e acetaldeido. Os padrdes sintéticos foram
fornecidos pela Merck.

Apos 0, 7, 14 e 21 dias de estocagem, 10 mL das amostras foram

transferidos para frascos de headspace e mantidas sob agitagdo, em equilibrio, a
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60°C por 30 minutos, a 750rpm. Apds esse periodo, 250uL de amostras gasosas,
retiradas de headspace, foram injetados no cromatografo, pelo auto-injetor.
Este experimento foi realizado em trés repeticoes.

3.4.3. Identificacdo dos compostos volateis

A identificacdo dos compostos volateis foi conduzida em cromatografo a
gas acoplado a um espectrédmetro de massa (CG/MS), marca Shimadzu, modelo
GCMS-QP5050-A.

Os compostos foram identificados por meio de consulta a biblioteca de
compostos do GCMS-QP5050-A, confirmados pelos tempos de retengao (tr) dos
padrdes sintéticos.

Para identificacdo dos compostos volateis, utilizou-se a coluna capilar SPB
1 (50m x 0,25 i.d. 0,25 um espessura do filme) da Supelco, e as condi¢des
cromatograficas do GC/MS estao descritas no Quadro 1.

Quadro 1 - Condigbes cromatograficas do CG/MS

Gas de arraste Hélio com fluxo de 1,2mL/ min
Faixa de scan PM 29 a 300

Técnica de injecao “splitless”

Temperatura do injetor 180°C

Temperatura do detector 200°C

Presséao da coluna 60 KPA

Temperatura da coluna 35°C/5min programacgao 4°C/ min
Tempo total da corrida 10,38 minutos

3.5. Verificagéo do pH das amostras

O pH do LDR 10% foi medido no pHmetro marca Accumet®, modelo 15,
antes da inoculagao das culturas lacticas e apds o periodo de incubacéo a 37°C,

durante estocagem a 4°C.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividade etanol desidrogenase em meio sélido

Apds o periodo de incubacgao das placas a 37°C, por 48 horas, as col6nias
de S. thermophilus apresentaram coloragdo vermelha muito intensa,
principalmente no centro das colénias, com aspecto metalico ao seu redor. Este
comportamento das col6nias permaneceu durante a estocagem das placas a
4°C, por 21 dias. Entretanto, as colénias no meio que continham TTC sem
etanol, também apresentaram coloragao avermelhada, o que nao era esperado,
pois, na auséncia do substrato, as colOnias teriam de apresentar coloragao
branca (Quadro 2). Segundo NEAL e CALBERT (1955), esse microrganismo
possui a capacidade de reduzir TTC, independente do substrato e da enzima
ADH, pois observaram a mudancga de coloragao caracteristica em meio a base
de leite dessas células para rosa-avermelhado, ao desenvolverem uma
metodologia para testar a presenca de antibiéticos em leite cru.

Portanto, na presente investigagdo ndo se pode afirmar que houve presenca
da enzima etanol desidrogenase, pela mudanca de coloragao das colbnias, no
meio indicador.
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Quadro 2 - Atividade de etanol desidrogenase em col6nias das culturas lacticas em meio

indicador, apos crescimento a 37°C e estocagem a 4°C por 21 dias

MEIO INDICADOR

MICRORGANISMO DIAS TTC + ETANOL TTC SEM ETANOL
L. acidophilus 0 + -
7 + -
14 + -
21 + -
L. delbrueckii subsp. bulgaricus 0 + -
7 + -
14 + -
21 + -
S. thermophilus 0 + +
7 + +
14 + +
21 + +
L. delbrueckii UFV H2B20 0 - -
7 - -
14 - -
21 - -

(+) colbnias vermelhas

(-) colbnias brancas

As colénias de L. delbrueckii subsp. bulgaricus e L. acidophilus
apresentaram coloragao résea-avermelhada nas placas contendo TTC e etanol,
apés o periodo de incubacdo de 37°C, por 72 horas, e também apds a
estocagem a 4°C, por 21dias. Ao contrario de S. thermophilus, no meio contendo
TTC sem etanol, elas permaneceram brancas, o que indica possivel presenca da
enzima etanol desidrogenase, produzida por esses microrganismos, mesmo

durante a estocagem a 4°C, por 21dias.
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As células de L. delbrueckii UFV H2b20, apds incubacédo a 37°C por 48
horas, formaram colénias brancas tanto no meio com TTC e etanol quanto no
meio com TTC sem etanol, o que indica auséncia da enzima etanol
desidrogenase mesmo apds o periodo de estocagem de 21 dias, a 4°C. Tendo
em vista que essa bactéria apresenta caracteristicas probiéticas (NEVES, 1998),
a sua utilizagdo para fabricagdo de iogurte, provavelmente, ndo diminuiria as
concentracbes de acetaldeido, o que permitiria obter um produto de flavor
desejavel, sem possiveis perdas sensoriais, decorrentes da produgao de etanol

durante sua vida-de-prateleira, a baixas temperaturas.

4.2. Atividade de etanol desidrogenase em meio liquido

Os resultados desta investigacdo indicam que as bactérias starter
estudadas possuem baixa atividade da enzima etanol desidrogenase (Quadro 3 ).

Os resultados obtidos apdés 12h de fermentagcdo, a 37°C, foram
contraditorios aos reportados por RAYA et al. (1986b), que ndo detectaram
atividade ADH em estirpes de L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus,
cultivadas em meio MRS, nas mesmas condi¢gdes. MARSHALL e COLE (1983)
também observaram auséncia de atividade em L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
cultivado em LDR, apés a incubagao de 12 horas a 37°C.

Os resultados da atividade enzimatica de L. acidophilus, verificados pela
presente observagao, apos a incubagao de 12 horas a 37°C, foram menores do
que os obtidos por MARSHALL e COLE (1983), que observaram valores de 2,1 e
2,4 ymol.min".mg” em duas estirpes analisadas. GONZALEZ et. al. (1994) ao
cultivarem essa bactéria em MRS, e incubando-na a 37°C por 12 horas,
encontraram valores de 1,5x10° umol.min™.mg™.

Apesar de ter apresentado baixa atividade apds 12h de fermentacéo, a
37°C, os resultados constatados para S. thermophilus estdo de acordo com os de
LEES e JAGO (1976a), que afirmaram que esta bactéria contém ADH dependente
de NADP(H), o que explica a producdo de etanol durante o crescimento desse
microrganismo em leite, sendo a glicose o principal precursor da producido de

acetaldeido e etanol nesse microrganismo.
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Quadro 3 - Atividade de etanol desidrogenase em extrato livre de células das culturas

laticas, cultivadas a 7°C por 12 horas e estocadas a 4°C por 21 dias

MICRORGANISMO DIAS | ATIVIDADE DE ETANOL DESIDROOGENASE *

L. acidophilus 0 1,06x10™’

5 9,17x10°’

14 4,24x10°7

21 5,21x10"’

L. delbrueckii subsp. bulgaricus 0 1,18x10°®
5 5,00x10"’

14 1,78x10"’

21 2,60x10°°

S. thermophilus 0 1,31x10°’

5 5,90x10°®

14 2,40x10°’

21 4,10x10"’

* (umols de NAD(P)H oxidado/min/mg de proteina)

Tendo em vista que na maioria dos trabalhos havia tempo e temperatura
otimos de crescimento, relatos ndo tém sido feitos sobre a atividade enzimatica
durante o periodo equivalente a estocagem do iogurte, a baixa temperatura, como
foram as condigdes realizadas neste trabalho.

Apesar de BRANDAO (1980) ter observado que, durante o processamento
do iogurte, o etanol é produzido, durante a estocagem, a 2°C, supostamente pela
enzima ADH, o seu trabalho foi realizado com culturas mistas, razao pela qual
nao identifica qual microrganismo possui maior atividade enzimatica para
produgao de etanol no iogurte.

Pela analise do Quadro 3, pode-se constatar que as duas bactérias
tradicionalmente usadas como starter na fabricagdo de iogurte apresentaram
atividade ADH durante o periodo de crescimento e estocagem a 4°C, por 21
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dias, embora MARSHAL (1987) e LEES e JAGO (1878b) tenham reportado
auséncia dessa enzima nessas estirpes, o que explica o flavor tipico do iogurte,
com altas concentragbes de acetaldeido. Os resultados aqui apresentados
mostram que essas estirpes poderiam formar etanol, pela acdo enzimatica de
ADH mesmo em pequenas quantidades, durante a estocagem do iogurte.

L. acidophilus, uma estirpe probidtica, também apresentou atividade ADH
durante a estocagem. O iogurte fabricado com essa estirpe teria pouco flavor
tipico, dada a baixa concentragdo de acetaldeido, que seria metabolisado a
etanol. Esta constatagao esta de acordo com MARSHALL e COLE (1983), que
detectaram presencga dessa enzima em duas estirpes investigadas.

O L. delbrueckii UFV H2b20 é, comprovadamente, uma estirpe probidtica
que apresenta caracteristicas apropriadas para o uso como adjunto dietético e
nao possui atividade ADH (Quadro 2). Essa linhagem pode ser eficaz como
probiotico e componente de leite fermentado, incluindo iogurte. Os valores
encontrados para atividade de ADH (Quadro 3) confirmam a presenga dessa
enzima nas estirpes de L. acidophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
identificada pelo meio indicador de alcool (Quadro 2). Apesar de essa técnica
nao ter sido discriminatéria para S. thermophilus, a atividade enzimatica foi
detectada em extratos livres de células pela oxidagdo de nucleotideos de piridina
(Quadro 3).

A atividade de etanol desidrogenase pode ser dependente das estirpes
utilizadas na fabricacdo de iogurte, bem como em outras condigcbes que nao
foram realizadas nesta pesquisa, como diferentes culturas lacticas cultivadas
isoladamente e mistas, além de outras condi¢gdes de crescimento, como pH,
temperatura. Portanto, sugerem-se pesquisas posteriores que visem elucidar
condigbes que possam influenciar sua atividade, uma vez que ha poucas
pesquisas sobre essa enzima, apesar de tdo importante, do ponto de vista

tecnolégico da fabricagao e estocagem do iogurte.

4.3. Producao de compostos de aroma

Na Figura 3 é apresentado o cromatograma total da mistura dos padrdes

dos compostos volateis propostos para identificacdo, obtido do CG/MS.
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Figura 3 - Cromatograma total da mistura de padrdes.

A Figura 4 mostra o cromatograma com espectro de massa de acetaldeido,
obtido do CG, enquanto a Figura 5 mostra o cromatograma com espectro de

massa de etanol, obtido do CG.
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Figura 4 - Cromatograma com espectro de massa de acetaldeido, obtido do GC.
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Figura 5 - Cromatograma com espectro de massa de etanol, obtido do GC.

A Figura 6 mostra o cromatograma de uma amostra de leite fermentado

por L. acidophilus, obtido do CG.
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Figura 6 - Cromatograma de uma amostra de leite fermentado por L acidophilus,
obtido do GC.
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A produgao de acetaldeido pelas culturas lacticas é indicada conforme a

area do pico formado (Quadro 4).

Quadro 4 - Medida da area do pico de acetaldeido formado pelas culturas lacticas em

diferentes dias de estocagem cultivadas a 37°C por 12 h e estocadas a 4°C.

MICRORGANISMO DIAS AREA DO PICO DE ACETALDEIDO (x10%)*
L. acidophilus 0 6,8x10 °
7 2,0x10 °
14 3,5x10 °
21 7,6x10°
L. delbrueckii subsp. bulgaricus 0 1,2x10 °
7 3,5x10 °
14 2,7x10 °
21 3,7x10°
S. thermophilus 0 -
7 1,0x10 °
14 6,7x10°
21 4,1x10 °

* unidade arbitraria.

A partir desses resultados, observa-se que, exceto para o leite fermentado
por S. thermophilus, o acetaldeido comegou a ser produzido durante o
crescimento, a 37°C por 12h (tempo 0), e que, apds trés semanas de estocagem,
a formacdo de acetaldeido foi alta nas trés culturas, o que indica que essas
culturas apresentaram metabolismo durante o periodo de estocagem, a 4°C.

Esses resultados estdo condizentes com os reportados por GEORGALA
et al. (1995), que observaram aumento nas concentragdes de acetaldeido apds
cinco dias de estocagem, a 4°C. Além disso, apos 24 horas e com cinco dias de

estocagem, baixas concentragdes de etanol foram detectadas, o que poderia ser
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atribuida a auséncia ou baixa atividade ADH nas estirpes estudadas. GARDINI et
al. (1999), observaram que acetaldeido foi, quantitativamente, o principal
constituinte do aroma do iogurte, apds cinco semanas de estocagem, a 4°C.

Entretanto, outros autores reportaram decréscimo do conteudo de
acetaldeido no iogurte, durante a estocagem, o que contradiz a presente
investigacdo. GAAFAR (1992), ao estudar os compostos volateis do iogurte,
detectou decréscimo de todos os compostos volateis durante a estocagem a
8°C, por quatorze dias, enquanto HAMDAM et. al. (1971) observaram que,
dentre trés iogurtes fabricados com diferentes culturas, dois apresentaram
decréscimo no conteudo de acetaldeido durante a estocagem a 4°C, por
quatorze dias. MCGREGOR e WHITE (1987) também observaram decréscimo
do conteudo de acetaldeido sob estocagem refrigerada, decorrente da atividade
ADH das culturas lacticas. O mesmo resultado foi observado por BILLS et al.
(1972).

A partir dos dados da literatura, notam-se diferengcas nas quantidades
produzidas de acetaldeido no iogurte, as quais, segundo verificagcbes de
GEORGALA et al. (1995) e KANG et al. (1988), podem ser atribuidas a fatores
como variagoes de estirpes usadas, atividade da enzima etanol desidrogenase,
tipo de leite ou diferengas nos métodos analiticos empregados para sua
deteccao.

KANG et al. (1988) compararam um meétodo de extragcdo com éter com
headspace “gas-purging”, para determinagdo de compostos volateis no iogurte,
com posterior analise por cromatografia gasosa. O conteudo de acetaldeido
aumentou durante a estocagem de 10 dias, por ambos métodos adotados. De
acordo com o meétodo de extracdo com éter, houve pequeno aumento no
conteudo de etanol durante a estocagem, a 4°C, enquanto nenhuma quantidade
de etanol foi detectada pelo método de headspace, apesar de este ser mais
eficiente na detecgao de compostos volateis no iogurte.

Apesar do importante progresso em métodos cromatograficos, tais como
técnicas de headspace que aumentam a sensitividade dos compostos volateis,
poucos estudos recentes estdo disponiveis e nenhum deles envolve numero
maior de estirpes examinadas usando-se as técnicas recentemente

desenvolvidas.
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A producdo de acetaldeido foi detectada pela técnica de cromatografia
gasosa, mas nenhuma produgao de etanol foi identificada, embora atividades da
enzima ADH tenham sido constatadas pela técnica de redugdo de nucleotideos
de piridina, em extratos livres de células das culturas estudadas (Quadro 3), ou
seja, em condigdes em que havia possibilidade de produ¢cdo de ADH. Esse
resultado pode ser decorrente da sensitividade técnica empregada para detecg¢ao
desse composto, de acordo com as condigdes adotadas. Além disso, segundo
LEES e JAGO (1978a), ha a possibilidade de a fungao principal de algumas ADHs
em bactérias poder ser a oxidacdo ou a reducido de outros compostos, além de
etanol e acetaldeido.

A producéo relativamente baixa de acetaldeido (Quadro 4), verificada neste
trabalho, pode estar relacionada também com o uso das culturas isoladamente,
pois, durante a fermentagao do iogurte, o sinergismo entre elas e a sua proporgao
sdo importantes para alcangar o flavor desejavel, com altas concentragbes de
acetaldeido.

ApOs a incubagao e durante sete dias de estocagem, L. delbrueckii subsp
bulgaricus produziu maior quantidade de acetaldeido do que S. thermophilus,
embora o segundo microrganismo tenha apresentado maior produg¢ao durante 14
e 21 dias de estocagem. Esses resultados estdo condizentes com os reportados
por TAMINE e ROBSON, (1985), por GERGALA et al. (1995) e por OTT et al.
(2000b), que observaram que, em culturas puras, L. delbrueckii subsp bulgaricus
produz maior quantidade de acetaldeido do que S. thermophilus. Portanto, L.
delbrueckii subsp bulgaricus € a espécie que contribui para a maior parte do flavor
do iogurte. J& RYSSTAD e ABRAHAMSEN (1987) concluiram que a principal
producao de acetaldeido foi resultado da atividade de S. thermophilus.

Entretanto, esses resultados sido conflitantes com os reportados por
MARSHALL et al. (1982), que verificaram que ambas as culturas possuem o
mesmo potencial de produg¢ao do acetaldeido, quando fatores necessarios ao seu
crescimento sdo adicionados ao leite para fabricacado de leites fermentados.
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4.4. pH em culturas em LDR

No Quadro 5 sao apresentados os valores de pH das culturas lacticas em
LDR a 10%, apods crescimento a 37°C por 12h, e estocagem a 4°C, por 21 dias.
OTT et al. (2000b) verificaram que o pH contribui, diretamente, para o

flavor do iogurte, devido a acidez desenvolvida pelas culturas lacticas.

Quadro 5 - Medida de pH das culturas lacticas em LDR, cultivadas a 37°C por 12h e em

diferentes dias de estocagem, a 4°C

MICRORGANISMO DIAS pH
L. acidophilus 0 4,73

7 4,73

14 4,71

21 4,74

L. delbrueckii subsp. bulgaricus 0 4,43
7 4,40

14 4,44

21 4,44

S. thermophilus 0 4,68

7 4,62

14 4,64

21 4,68

O pH inicial do LDR a 10%, antes da inoculagédo das culturas bacterianas,
era de 6,54 e, apos o periodo de incubagéo, atingiu valores de 4,40 a 4,74, devido
a acidez desenvolvida pela produgcdo de acido lactico. Esses valores nao
apresentaram mudangas durante o periodo de estocagem, a 4°C. Esses
resultados sdo semelhantes aos reportados por GEORGALA et al. (1995), que
encontraram valores de pH, com pequenas variagdes, de 4,0 a 4,4, apos 24h, e
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de 4,0 a 4,2, apos 5 dias de estocagem, a 4°C. Segundo GARDINI et al. (1999), o
decréscimo do pH apds a fermentagado pode ser influenciado por muitos fatores,
como tamanho do in6culo, percentual de gordura e solidos ndo gordurosos do
leite. O coagulo mais caracteristico foi resultado da fermentacéo do leite por L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, sendo L. acidophilus o microrganismo que demorou
mais tempo para coagular o leite, devido a menor capacidade de hidrolisar a
lactose e formar acido lactico.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A enzima etanol desidrogenase, ADH, catalisa a reacdo de redugéo de
acetaldeido em etanol e a sua reacao reversa, isto €, oxidacdo de etanol em
acetaldeido. Com o objetivo de estudar a importancia dessa enzima para
producdo de etanol, em meio de cultivo e em leite fermentado, durante a
estocagem a 4°C, por 21 dias, investigou-se a sua atividade em bactérias usadas
na fabricagao do iogurte, Streptococcus thermophilus NCDO 1968, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 e em Lactobacillus acidophilus ATCC
4356, e da linhagem probiética Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20.

A deteccgao da atividade de ADH em colénias, em meio indicador de alcool
contendo cloreto de ftrifeniltetrazdlio, TTC, mostrou-se eficaz para as estirpes de
Lactobacillus, mas nao foi discriminatéria para S. thermophilus. Essa bactéria
reduz o TTC mesmo na auséncia de etanol. L. delbrueckii subsp. bulgaricus
apresentou resultado positivo para atividade dessa enzima, nesse meio,
evidenciada pela coloragédo rosea das colbnias. L. delbrueckii UFV H2b20 n&o
reduziu o TTC e, portanto, apresentou-se negativo quanto a enzima, o que indica
auséncia desta nas condi¢des estudadas.

A atividade de ADH, em meio liquido, foi determinada pela medida da
oxidacdo de NAD(P)H, coenzima necessaria a atividade da ADH. A atividade
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medida no extrato livre de células foi expressa como pmoles de NAD(P)H
oxidado por minuto por mg de proteina. A atividade em extrato livre de células de
L. acidophilus foi, em média, 1,06x10”" pmol.min™".mg™. Esta atividade aumentou
para 9, 17x107 pmol.min™".mg™, apés a estocagem das células em meio MRS,
por 5 dias, a 4°C, indicando atividade das células. Também houve aumento de
atividade para L. delbrueckii subsp. bulgaricus, que foi em média 1,18x107
umol.min™.mg™" . Essa atividade aumentou para 5,00x10”  ymol.min".mg™" apés
cinco dias de estocagem. Para extratos livres células de S. thermophilus, a
atividade foi em média, 1,31x107 & pmol.min™".mg" e diminuiu para 5,90x10°®
umol.min™.mg”, apds 5 dias de estocagem, mas aumentou para 4,10x10”
umol.min™.mg™ apoés 14 dias de estocagem.

Os resultados em meio liquido mostraram que as trés culturas
apresentaram baixa atividade ADH durante a estocagem por 21 dias, a 4°C, o
que indica que o iogurte fabricado com essas estirpes apresentaria pequena
quantidade de etanol, com flavor tipico e em concentragcdes desejaveis de
acetaldeido.

Foi demonstrada a producdo de acetaldeido, em leite desnatado
reconstituido, pelas culturas de L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus e
S. thermophilus. S. thermophilus produziu acetaldeido somente apds a
estocagem a 4°C, sendo este detectado apds 7 dias, com maior concentragéo
observada apés 14 dias.

Nao se observou atividade de ADH por GC/MS, por headspace, nas
culturas puras em leite, apés a incubagao para crescimento, nem apds a
estocagem a 4°C, por 21 dias.

Tendo em vista que poucas informacdes, sobre as mudangas na
concentragdo de etanol durante a estocagem estdo disponiveis na literatura,
além de poucos dados sobre o efeito da estocagem refrigerada na concentracao
dos compostos de flavor produzidos pelas culturas lacticas isoladas, propdem-se
futuros estudos sobre os compostos volateis produzidos por diversas culturas
lacticas, em outras condigbes de incubagao e estocagem, e outras metodologias
de cromatografia, bem como a quantificagdo desses compostos para que se
obtenham maiores informagdes desses componentes que desempenham papel
crucial para desenvolvimento de flavor caracteristico, bem como aceitagcdao do

iogurte pelo mercado consumidor apds estocagem.
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