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EDITORIAL

Em sintonia

com o

e tempos em tempos, o setor

lacteo apresenta temas que se

destacam em todas as pontas
da cadeia. Produtores, industria e for-
necedores se unem para discutir ques-
toes que se desenham como decisivas
para o bom andamento dos negécios.
O inicio de 2012 comecou de forma
parecida com anos passados: a qua-
lidade da matéria-prima novamente é
pauta recorrente e as novidades nao
param. No dia 1° de janeiro, passou
a valer a Instrucdo Normativa n° 62
(IN62), uma atualizagao da famosa
IN51. Para contemplar as ddvidas so-
bre o que muda, Leite & Derivados
publica uma matéria didatica para que
todos os envolvidos no setor enten-
dam as alteracoes.

Qutro assunto cada vez mais re-
levante se refere ao desenvolvimento
de novas op¢des de aditivos e ingre-
dientes para a producao de achoco-
latados, iogurtes e outras dezenas de
derivados lacteos. A crescente impor-
tancia do tema, representada pelos
inimeros produtos desenvolvidos e
apresentados no mercado, mereceu
nossa capa do bimestre. O laticinista
vai saber quais as tendéncias e o
que os fornecedores preparam para
2012. Informacdes buscadas para
atualizar nosso leitor para que ele
nao perca as maiores novidades em
aditivos e ingredientes.

Nossa secdo Laticinios também
estd em dia com o que de mais fun-
damental ocorre no setor. Prestamos
uma justa homenagem a Coopera-
tiva Santa Clara, que completa cem
anos de existéncia. Trata-se de uma
data histérica, alcancada por poucos
e que merece o devido destaque. Em

setor

nosso Especial, contamos a histéria
da cidade de Lambari, em Minas
Gerais, maior referéncia brasileira
em equipamentos de aco inox para
laticinios. Visitamos a cidade para en-
tender como um municipio de 20 mil
habitantes se tornou uma poténcia
industrial para o setor lacteo.

Além disso, apresentamos entre-
vistas, noticias, cobertura dos princi-
pais eventos e opcdes de equipamen-
tos e lancamentos do mercado. Para
finalizar, estreamos o nosso Caderno
Técnico, que chega com o respaldo
das maiores instituicoes do setor. Sdo
informacdes de mercado e técnicas
essenciais para os laticinistas. Com
capa prépria, no final da revista,
o caderno separa as informagbes
jornalisticas da revista do conteu-
do técnico. Mais uma vez, Leite &
Derivados inova para agradar aos
seus leitores. Uma mostra de que a
revista continua conectada ao setor.

André Toso
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Aspectos da aplicacao de técnicas classicas e .
moleculares para caracterizacao e prospeccao Iy
de BALs e seus impactos na producao e e
desenvolvimento de produtos lacteos e
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Resumo rie
As bactérias lacticas estao envolvidas na fermentacao de diversos alimentos e ca
também sao responsaveis pela produgéo de diversos compostos bioquimicos cc
de grande valor biotecnoldgico. Este artigo tem por objetivos ressaltar a im- e
portancia da bioprospeccdo de novas culturas lacticas e apresentar algumas Bl
das ferramentas que a biologia molecular possibilita para a identificacdo
destas bactérias. di
ol
Palavras-Chave: compostos bioativos, bioprospeccdo, bactérias lacticas, PCR. di
pl
[«
Abstract i
The lactic acid bacteria are involved in different food fermentations pro- £
ducing many biochemical compounds. These compounds showed high P
biotechnological value. This review article intended to highlight the impor-
tance of bioprospection of new lactic acid bacteria. Some of the molecular
biology tools applied to these bacteria were also reviewed.
Key Words: biochemical compounds, bioprospection, lactic acid bacteria, PCR.

Introducao

Os produtos da fermentagéo lactica podem desempenhar diversas funcdes
nos alimentos, incluindo atributos nutricionais, sensoriais e funcionais. Entre
as quais, a funcdo como conservante — consiste em um dos métodos mais i
antigos usados para a conservagao de produtos agropecuérios. Os alimentos
fermentados fazem parte de uma classe independente de géneros alimenti-
cios e estima-se que 25% da dieta dos europeus e 60% da dieta de muitos
paises em desenvolvimento seja constituida por alimentos fermentados
(HOLZAPFEL et al., 1995; HOLZAPFEL et al., 2001; LEROY e DEVUYST, 2004;
TERRA, 1997; OLIVEIRA e MENDONCA, 2004). A fermentacéo lactica esta
associada a producao de vérios alimentos, especialmente os produtos lacteos
como: iogurte, queijos, leites fermentados, manteiga, creme, coalhada; mas
também é encontrada em produtos carneos, conservas vegetais, produtos
de panificacao, cha, sidra, silagem, café, cacau, e ainda faz parte da fermen-
tacao malolatica na producdo de vinhos, dentre outros.
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Aspectos das aplicagoes biotecnolégicas

0 grupo das bactérias lacticas (BALs) ¢ bastante amplo e heterogé-
neo, porém, apenas um pegueno numero, entre 5 e 6 géneros, esta
diretamente e tradicionalmente envolvido com a fermentacao e
preservacdo natural de alimentos, bem como usado na produgao de
compostos bioativos e como probiéticos. Esse grupo compreende
o0s géneros Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus e Biffidobacterium, os quais sdo considerados GRAS
(Generally Regarded as Safes).

Os aspectos nutricionais dos produtos l4cteos atribuidos a acdo
das bactérias lacticas e probiéticas tém aumentado a demanda por
produtos lacteos. Entre esses atributos, destacam-se: aumento da
biodisponibilidade de minerais, producao de aminoacidos e vitami-
nas, aumento da digestibilidade da lactose, eliminacao de toxinas
enddgenas, controle de micro-organismos patogénicos presentes
no intestino por exclusao competitiva, atividade anticarcinogénica
e sobre o sistema imunolégico, entre outras. S&o esses os atributos
em meio aos intmeros beneficios atribuidos & atividade das bacté-
rias lacticas, e eles tém sido usados como justificativa para a aplica-
cdo de algumas espécies de bactérias lacticas como probidticos para
consumo humano e animal (KLAENHAMMER et al., 2002; LEROY
e DEVUYST, 2004; HOLZAPFEL et al., 2001; LERAYER et al., 2009;
BUCKENHUSKES, 2001).

A conservacao dos produtos fermentados por meio da acao
das bactérias lacticas nos alimentos ocorre pela producao de &cidos
organicos, especialmente o 4cido lactico, concomitante acidificacao
do produto a pH préximo de quatro. O processo de acidificacao
permite o prolongamento da vida de prateleira, por meio da inibi-
cao do desenvolvimento de micro-organismos deteriorantes e pa-
togeénicos. Além disso, os coprodutos formados durante o processo
fermentativo podem auxiliar na diversificagdo e diferenciacao na
producéo de lacteos (SYBESMA et al., 2006).

Adicionalmente ao acido lactico, outras substancias podem
ser produzidas durante a fermentaco lactica, incluindo enzimas
glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, bem como os compostos
volateis, diacetil e acetoina, os quais estdo diretamente relaciona-
dos ao desenvolvimento da textura, sabor e aroma dos produtos
lacteos. Assim, a fermentacdo lactica pode contribuir significativa-
mente para caracteristicas tecnologicas e sensoriais dos produtos
e, consequentemente, consiste em um dos fatores determinantes
do Padrao de Identidade e de Qualidade destes produtos. Outro
aspecto especialmente importante esta na obtencao de produtos
lacteos artesanais regionais, cujas caracteristicas sensoriais tipicas
sd0 muito apreciadas pelo consumidor e apresentam maior valor
agregado (FERREIRA, 2002; SILVA e ALVES et al., 2007; MORENO,
2003; SILVA et al. 2006).

Justificativa

Em virtude da diversidade existente entre as bactérias lacticas e da
concomitante busca pela indUstria alimenticia por substancias natu-
rais bioativas, além da crescente demanda do mercado consumidor
por produtos de qualidade e diferenciados — tal como os produtos
gourmet, especialmente no caso de queijos —, faz-se imprescin-
divel a elaboracao de trabalhos de prospeccao destas bactérias,
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principalmente em regides onde
ainda se mantém a tradicao da pro-
ducéo de queijos artesanais.

Aplicacao de técnicas
classicas e moleculares

As BALs sdo encontradas em varios
nichos ecolégicos, presentes em
ambientes muito diversos, como:

alimentos e bebidas fermentadas, -

vegetais, plantas, frutas, cereais
(KLEEREBEZEM, et al., 2005; MAKA-
ROVA et al., 2006), solo, estrume,
aguas residuais (HANSEN, 2002;
MAKAROVA e KOONIN, 2007), bem
como fazem parte da microbiota de
mucosas e dos tratos respiratério,
intestinal e genital de humanos e
de animais. Fato esse que promoveu
uma adaptacao evolutiva das BALs
em relacdo as suas fontes nutricio-
nais, que resultou no aprimoramen-
to de seu genoma, de forma a pro-
duzir compostos antimicrobianos,
como bacteriocinas, evolucdo obser-
vada especialmente em lactobacilos
(MAKAROVA et al., 2006).

Os termos “bactérias lacticas”
(BL) ou “bactérias do &cido lactico”
(BAL) ou fermentos lacticos sdo
terminologias genéricas emprega-
das para denominar esse grupo
de micro-organismos heterogéneo
quanto as caracteristicas morfologi-
cas, metabdlicas e fisioldgicas. Esse
grupo é formado por bactérias com
formato de cocos ou bastonetes
(com algumas excegbes) gram-posi-
tivos, geralmente sem motilidade e
nao formadoras de esporos.

Apesar da heterogeneidade do
grupo das BALs, todas se caracteri-
zam principalmente por sua habili-
dade de produzir 4cido lactico, nas

EXPRESSO
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formas isoméricas D, L ou de mistu-
ras D e L, a partir da fermentacéo de
carboidratos. Sdo micro-organismos
quimio-organotroficos de metabo-
lismo estritamente fermentativo. A
caracteristica-chave desse grupo é
a incapacidade de sintetizar grupos
porfirinicos (heme), o que explica o
fato de serem desprovidas de cito-
cromos sob condicbes de cultura de
laboratorio (KANDLER e WEEIS, 1986;
NEELEY et al., 2005; DELLAGLIO et
al., 1994; LERAYER et al., 2009).

Algumas linhagens de BAL po-
dem produzir peroxidases ou uma
“pseudocatalase” (AXELSSON,
2004). Apesar de serem aerotole-
rantes, é um grupo de bactérias
caracteristico de habitats ndo aero-
bios. S&o muito exigentes do ponto
de vista nutricional, porém, sado
resistentes a pH baixos. Contudo,
a tolerancia a acidez é uma carac-
teristica varidvel entre as linhagens.
Adicionalmente, ndo reduzem o
nitrato, ndo liquefazem a gelatina,
nao produzem indol e nem hidro-
génio sulfuroso e apresentam teores
de guanina e citosina inferiores a
50% no seu DNA, excecao feita as
bifidobactérias que apresentam te-
ores superiores a 50% (AXELSSON,
2004; LERAYER et al., 2009).

Técnicas de

caracterizagao de BALs

Em 1884, Hueppe descreveu, em
parte, a microbiota responsavel
pela acidificacdo do leite e produtos
lacteos e, posteriormente, em 1919,
Orla-Jensen definiu com razoavel
precisao este grupo de bactérias,
usando as caracteristicas morfologi-
cas, metabdlicas e fisioldgicas como

critérios para estabelecer a diferen-
ciacdo taxondémica entre os dife-
rentes géneros que compdem este
grupo (KANDLER e WEISS, 1986;
AXELSSON, 1993; HOLT, 1994;
LERAYER et al., 2009).

Apesar de as BALs serem dividi-
das em trés grupos distintos quanto
ao uso de rotas metabdlicas para a
utilizagdo da glicose (as vias Embden-
-Meyerhof, das pentoses e das fosfo-
cetolases), produzem uma grande va-
riedade de substancias, provenientes
de seu metabolismo primario e se-
cundario, em diferentes proporcoes,
dependendo do género e da espécie.
Assim, tais critérios ainda ndo sao
suficientes para caracteriza-las e ou-
tras caracteristicas fenotipicas foram
introduzidas na classificacao das
BALs, tais como os perfis metabdlicos
e enzimaticos, sorotipagem e, ainda,
tipagens fagica e bacteriocinica.

Com o desenvolvimento dos mé-
todos quimiotaxondmicos surgiu
também a andlise de perfis de pro-
tefnas e de acidos graxos. Contudo,
a aplicacao de técnicas moleculares
na classificacdo e identificacdo das
BALs permitiu substituir e/ou com-
plementar as metodologias classicas
baseadas no fendétipo. Ainda, cabe
ressaltar que, por meio das técnicas
moleculares, tem sido possivel isolar
e identificar bactérias lacticas prove-
nientes de varios nichos ecolégicos,
como, por exemplo, as oriundas do
intestino humano e animal, cujo
cultivo em laboratério era dificultado
por se tratarem de micro-organismos
anaerdbios fastidiosos, e estes mé-
todos independem de cultivo prévio
(LERAYER et al., 2009).

Atualmente, em decorréncia de
intensivos trabalhos para determinar as
sequéncias de RNA e DNA ribossémico
— particularmente do rRNA 16S, tem
sido permitido estabelecer relacoes
filogenéticas que servem de base a

e




taxonomia atual das BALs (COENYE e
VANDAMME, 2003; KLEEREBEZEM et
al., 2002; POT et al., 1993; TORRIANI
et al., 1999; SPANO, 2006; BROLAZO,
2003; CLAISSE et al., 2007).

Dos métodos moleculares, des-
tacam-se, entre outros, o sequencia-
mento do rDNA 16S e outros genes
caracteristicos do género e espécie. A
determinacdo dos teores de guanina
e citosina; as hibridacdes DNA-DNA e
DNA-RNA e, ainda, diversas técnicas
baseadas na reacdo em cadeia da
polimerase PCR (Polymerase Chain
Reaction). A técnica da Reacao em
Cadeia da Polimerase foi inicialmente
descrita em 1968, por Kjell Kleppe,
e posteriormente aprimorada pelo
bioquimico Kary Banks Mullis (Prémio
Nobel de Quimica em 1993).

O uso das técnicas de PCR
Na conducao da amplificacdo de
DNA pela reacdo de PCR, inicialmen-

te ocorre a reacao de polimerizacao
de fragmentos do &cido desoxir-
ribonucleico (molde) com auxilio
de pequenas sequéncias de DNA
(iniciadores ou primers) — sintetiza-
das a partir das extremidades do
DNA-molde juntamente aos nucle-
otideos (A, T, G, C) na presenca de
polimerase. A obtencdo da quan-
tidade necessaria de DNA, para as
diversas anélises de caracterizacao
das linhagens, ocorre no interior de
um termociclador, sob condicbes
especificas de pH e temperatura.

Diversas técnicas baseadas em
PCR foram desenvolvidas como:
a analise de polimorfismos de di-
mensao de fragmentos de restricdo
(RFLP), a macrorrestricao (PFGE) e
gradientes de temperatura (TGGE)
e tipagem gendmica por elementos
repetitivos (RAPD), entre outros.

A técnica de RAPD utiliza inicia-
dores ou primers inespecificos de até

°Consultoria e Treinamento
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dez pares de base com sequéncia
arbitraria (TAYLOR et al., 1999; DE
CANDIA et al., 2007; GATTI et al.,
2004; ROY et al., 2000), gerando,
por meio da eletroforese, um perfil
de fragmentos ou amplicons de DNA
(BEN AMOR et al., 2007). Esse perfil
obtido permite presumir o grau de
homologia entre os DNAs analisados
(VALERIO et al., 2006). Apesar de o
RAPD-PCR ser uma técnica simples e
rapida, a sua otimizacao e padroni-
zacdo se fazem necessarias, uma vez
que a reprodutibilidade da técnica
depende de alguns fatores, como
equipamentos, qualidade do DNA,
reagentes e 7aq polimerase. Varia-
¢6es nos padrdes de RAPD podem

~ Linha5's
_ uma cor para cada
setor da industria.
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ser obtidas em diferentes laboratérios
e, por isso, nem sempre sdo compa-
raveis (RANDAZZO et al., 2009).

A técnica de RAPD, quando uti-
liza os iniciadores REP e ERIC, é utili-
zada especificamente para a tipagem
gendmica por elementos repetitivos e
para diferenciar diversas linhagens de
varios géneros de bactérias e, mais
recentemente, para os Lactobacillus.
Essa técnica tem poder discriminato-
rio consideravelmente melhor do que
a analise de restricao de rRNa 16S e
regido ou regido espacadora 165-23S
(VILA et al., 1996 e APPUHAMY et
al., 1997; ROY et al., 2000; SPANO
et al., 2006).

Tipagem gendmica

de bactérias

Os genomas procariéticos contém
uma variedade de sequéncias repe-
titivas de baixo numero de cépias,
tais como elementos de insercao,
operons rRNA, genes tRNA, entre ou-
tros genes. Tais elementos tém sido
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isolados de bactérias gram-negativas
e positivas de diferentes géneros e
permitem a identificacdo ou diferen-
ciacdo (fingerprinting) de genomas
bacterianos por meio do exame dos
padrdes especificos das linhagens
obtidas por PCR de elementos de
DNA repetitivo nos genomas (VER-
SALOVIC et al., 1994; VERSALOVIC
etal., 1991).

Vérias familias de sequéncias re-
petitivas estdo presentes no genoma
de diversas espécies bacterianas. A
andlise de REP-PCR é baseada na
ocorréncia de sequéncias especificas
repetitivas conservadas — sequéncias
palindrdmicas extragénicas repeti-
tivas (REP) e sequéncias consensus
intergénicas repetitivas enterobacte-
riana (ERIC). Uma ordem complexa e
variavel de fragmentos amplificados
(amplicons) por PCR é produzida por
genoma variando em tamanho de
menos de 200 pares de bases até
mais de 6 kb. Essas sequéncias pa-
recem estar localizadas em posicdes

A., Differentiation of wine lactic acid bacteria
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variavel entre cada lado de um ramo
polindrémico conservado. Estima-se
a existéncia em torno de 500 a 1.000
copias de sequéncias REP organiza-
das em clusters no cromossomo da E.
coli (STERN et al., 1984). Os elemen-
tos REP parecem estar localizados
dentro ou no final de um operon em
diferentes orientacdes e intercalados,
distribuidos em todo o genoma de E.
coli (LUPSKI e WEINSTOCK, 1992). A
analise dos padrdes de REP foi sufi-
ciente para discriminar 85 linhagens
de colecdo de culturas isoladas de
diferentes regides produtoras de leite
cru na Europa (HERMAN et al., 1998;
CONCCOCELLI et al., 1995).

ERIC- PCR

Os elementos ERIC tém sido extensi-
vamente utilizados com sucesso para
tipagem de DNA. Também foram
chamados de IRU (Intergenic Repeat
Unit) e consistem em sequéncias
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de 126 pb que contém uma regido
central repetida e invertida, estando
localizadas em pontos extragénicos
de operons (SECHI et al., 1998). Eles
foram definidos baseados, primei-
ramente, na sequéncia de dados
obtidos a partir de Escherichia coli e
Salmonella typhimurium (HULTON et
al., 1991). Elementos repetitivos tipo
ERIC tém sido demonstrados em to-
das as eubactérias e suas localizacdes
no cromossomo podem ser diferen-
tes entre espécies distintas, gerando
perfis de bandas de DNA especificos
para cada linhagem bacteriana (LUP-
SKI' & WEINSTOCK, 1992; VANDAME
et al., 1996).

Conclusoes

Atualmente, ha uma grande quanti-
dade de métodos disponiveis capazes
de fornecer dados taxonémicos mais
precisos, tanto baseados no fenétipo
guanto no gendtipo das bactérias,

Margo/Abril 2012 [ Leite &

permitindo assim uma classificacao
das BALs mais consistente. Além
disso, por meio dos métodos molecu-
lares, é possivel realizar o isolamento
e a caracterizacao das bactérias lac-
ticas, inclusive daquelas cujo cultivo
e crescimento sdo dificeis de obter
em condic¢des de laboratério para
uso na producéo de produtos lac-
teos diferenciados e/ou probidticos.
Adicionalmente, o uso das técnicas
taxondmicas é importante para o
monitoramento da estabilidade das
culturas bacterianas no que se refere
as suas caracteristicas determinantes
de atributos nutricionais, sensoriais e
funcionais especificos, especialmente
em produtos lacteos regionais, como
alguns tipos de queijos. @
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