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Resumo

Algumas cepas de bactérias licticas de produtos cirneos fermentados sintetizam
proteases e lipases. Estas enzimas contribuem para a formagio do aroma e
promovem alteragdes desejaveis na textura e ffavour do produto. O objetivo desta
pesquisa foi verificar a atividade proteolitica e lipolitica de 46 cepas de bactérias
licticas isoladas de salames obtidos por fermentagio espontinea. A atividade
proteolitica foi testada em dois meios contendo caseina e extrato de carne. Para os
ensaios de verifica¢io de lipélise também foram utilizados dois meios diferenciais
usando o Agar Base Tributirina, um com adi¢io de Tributirina e o segundo
meio com adi¢do de banha de porco. A atividade enzimatica foi mensurada pela
formagio de halos ao redor de colonias isoladas. Das cepas avaliadas mais de 80%
apresentaram atividade proteolitica, enquanto que nenhuma das cepas apresentou
atividade lipolitica.
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Abstract

Some strains of lactic acid bacteria in meat products have the ability to synthesize
proteases and lipases, enzymes which contribute for the development of the flavor
and promote desirable texture alterations of the product. The objective of this
research was to verify the lipolytic and proteolytic activity of 46 lactic acid bacteria
strains, isolated from fermented sausages obtained from spontaneous fermentation.
'The proteolytic activity was tested in different medium supplemented with casein
and meat extract. For the lipolytic assays Tributyrin Agar Base supplemented with
tributyrin and pork fat were both used. The enzymatic activity was measured by
zone formation around the isolated colonies. Among the evaluated strains more
than 80% demonstrated proteolytic activity, however none of the strains presented

lipolytic activity.
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Introducao

Até a década de 40, os salames eram
produzidos de maneira artesanal, sem adigdo
de starter. O conhecimento dos processos
quimicos e biolégicos que envolvem a
fermentacio e maturagio dos produtos cirneos
possibilitou o desenvolvimento de culturas
microbianas a base de bactérias lacticas para
adi¢io nos salames (FERNANDEZ et
al., 2000). Estas bactérias sio usadas como
culturas iniciadoras para acelerar o processo
de maturagio, e sdo responsiveis pela maior
parte do processo fermentativo, fornecendo
produtos com boa qualidade sanitiria e
caracteristicas sensoriais adequadas (LERQY;
VUYST, 2004; BALDUINO; OLIVEIRA;
HAULY, 1999).

O grupo das bactérias lacticas mais
utilizado em processos de fermentagio
alimenticia engloba os géneros
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Sz‘reptococcus, Tetmgenococcus, Vagococcus €

Weissella (ZAPELENA etal.,1999; STILES;
HOLZAPFEL, 1997). De modo geral,
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Lactobacillus, Streptococcus e bactérias laticas
pertencentes a familia Micrococcaceae, do
género Micrococcus podem ser proteoliticas, ji
Flavobacterium, Pseudomonas, Achromobacter
e Clostridium apresentam atividade lipolitica
(TERRA; FRIES; TERRA, 2004;).

A protedlise resultante da atividade
das bactérias ldcticas promove liberacio
de aromas voliteis, aumento da maciez da
carne, alteracdes desejiveis na textura do
produto e aceleragdo do processo de secagem
(LEROY; VUYST, 2004; ZAPELENA et
al., 1999).J4d alipélise em salames vem sendo
amplamente estudada (KENNEALLY etal.,
1998; DAINTY; BLOM, 1995), e envolve
a liberagdo de dcidos graxos cujo papel no
desenvolvimento do flavour nio foi ainda
totalmente elucidado, pelo grande nimero
de reacdes envolvidas (FERNANDEZ et
al.,2000; ORDONEZ et al., 1999). Cadeias
curtas de dcidos graxos possuem sabor azedo,
mas suas caracteristicas sensoriais diminuem
com o aumento do tamanho da cadeia
carbdnica (FORSS, 1972).

Dentro desse contexto, o objetivo deste
trabalho foi verificar a atividade proteolitica
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e lipolitica de 46 cepas de bactérias lacticas
isoladas de salames artesanais produzidos por
fermentagio espontinea.

Material e Métodos

Isolamento das cepas de bactérias
lacticas

Para isolar as cepas de bactérias
lacticas, foram coletadas amostras de salames
artesanais elaborados por fermentagio
espontanea, fabricados por pequenas
inddstrias cdrneas do sul do Brasil. As
cepas de bactérias lacticas foram isoladas
em placas com Agar De Man, Rogosa e
Sharp (MRS) adicionado de azul de anilina
para diferenciagdo das colonias. As colonias
selecionadas foram repicadas em tubos com
agar MRS inclinado, incubadas em estufa
por 48 h a 35°C e depois armazenadas sob
refrigeracio para os estudos de caracterizagio.
Estas cepas foram reativadas a cada quatro
semanas. As cepas isoladas também foram
cultivadas em caldo MRS por 24 h a 35°C
sendo, posteriormente, adicionadas de 20%
de glicerol estéril e armazenadas a -18°C em
tubos Eppendorf. Estas cepas foram reativadas
a cada seis meses (SAMELIS et al., 1998).

Determinacdo da morfologia celular
e reacdo de Gram das cepas das
bactérias lacticas

A morfologia das células, juntamente
com a coloragio de Gram foi verificada
pela visualizag¢do direta ao microscépio,
pelo método tradicional de coloragio de
Gram (PELCZAR Jr.; CHAN; KRIEG,
1996). Cada cepa examinada, inicialmente,
foi propagada duas vezes em caldo MRS
e as culturas overnight foram utilizadas
como inéculo para os testes de identificagdo
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e verificagdo da atividade proteolitica e
lipolitica (SAMELIS; MAUROGENAKIS;
METAXOPOULOQOS, 1994).

Determinacao da atividade proteolitica
e lipolitica

Para verificar a atividade proteolitica
das cepas de bactérias licticas foram utilizados
dois meios seletivos. O primeiro meio (P1)
foi preparado segundo Collins e Lyne (1976)
com pequenas modificagdes, onde a solugio
de leite em pé foi preparada e esterilizada
por cinco minutos a 121°C separadamente
e, depois, foi adicionada em meio Agar
Padrio para Contagem (PCA) previamente
esterilizado e resfriado a 45-50°C. O segundo
meio (P2) foi preparado de acordo com o
descrito por Ben-Gigerey et al. (2000).

Para verificar a atividade lipolitica,
foram preparados dois meios seletivos, tendo
como base 23,0 g de Agar Base Tributirina
para 990 mL de dgua destilada, aquecido
até ebuli¢io, resfriado a 70°C. No primeiro
meio (LL1) foi adicionado 1,0% de Tributirina
(v/v), conforme metodologia descrita por
Ben-Gigerey et al. (2000). No segundo
meio (L2) foi adicionado 1,0% de banha de
porco (p/v) baseado em metodologia descrita
por Kenneally et al. (1998) com pequenas
modifica¢ées. Em seguida, cada um dos
meios foi emulsionado por agitagdo mecanica
com mixer doméstico (Walita R11363) por
dois minutos,o pH do meio foi ajustado a 6,5
e autoclavado a 121°C por quinze minutos.

As cepas das bactérias licticas
inicialmente foram reativadas por dois cultivos
sucessivos em tubos com 5 mL de caldo De
Man, Rogosa e Sharpe (MRS), incubados
por 12-14 h a 37°C. As placas contendo os
diferentes meios de cultura foram inoculadas
com 0,1 mL das dilui¢oes 107-10" da solugio
das cepas das bactérias licticas reativadas.
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Para o perfeito espalhamento da suspensio
das células foram utilizadas pérolas de vidro
esterilizadas. As placas com os meios (P1)
e (P2) utilizadas para verificar a atividade
proteolitica foram incubadas por trés dias a
35°C. As placas com os meios (L1) e (L2)
utilizadas para verificar a atividade lipolitica
foram incubadas por sete dias a 37°C. Os
resultados positivos foram verificados pela
formagdo de halos ao redor das colénias,
pela mudanca de coloragio do meio devido
a degradacdo de substincias contidas nos
diferentes meios utilizados.

Resultados e Discussiao

Morfologia e reacdio de Gram das
cepas de bactérias lacticas isoladas

Foram isoladas 46 cepas de bactérias
lacticas das amostras de salames artesanais.
Todas as cepas apresentaram a forma de
bacilo e no teste de coloragio de Gram os
isolados desenvolveram reagdo positiva. Estas
caracteristicas sio comuns ao grupo das
bactérias licticas (WOOD; HOLZAPFEL,
1995).Foram observadas variagdes no tamanho
dos bacilos entre as cepas avaliadas, indicando
a presenc¢a de virias espécies ou linhagens
diferentes de Lactobacillus nas amostras de
salames obtidos por fermentagio espontinea.

Atividade proteolitica das cepas
de bactérias lacticas isoladas de
salames artesanais

A atividade proteolitica, verificada pela
mudanga de coloragio do meio ao redor das
coldnias de bactérias, foi observada de modo
diferenciado nos meios (P1) e (P2), entretanto,
quatro das cepas testadas ndo apresentaram
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crescimento em nenhum dos meios. Para
o meio (P1), enriquecido com leite em po,
houve formacio de halos mais escuros ao redor
de colonias isoladas e no meio (P2) houve
formagio de halos mais claros que o meio. Em
ambos os meios de cultura, a mudanga de cor
ocorreu devido a degrada¢do de compostos
mais complexos, como por exemplo, a hidrélise
da caseina e o extrato de carne.

Neste estudo foi verificado que o
total de cepas com atividade proteolitica
foi superior a 84%, sendo que 86% das
cepas de bactérias ldcticas apresentaram
atividade proteolitica quando cultivadas
no meio (P1) e 84% das cepas cultivadas
no meio (P2). A formagio de aminodcidos
livres e polipeptideos devem-se a agdo
proteolitica bacteriana ou endégena no salame
(ZAPELENA et al.,, 1999). A liberagio de
aminodcidos livres participa diretamente
da formagdo do sabor bisico de alimentos
fermentados, e indiretamente contribuem
para a formagdo do desenvolvimento de
aromas tipicos, pois, estas moléculas sdo
precursoras dos compostos volateis como
acidos, alcoois, aldeidos, aménia, compostos
sulfurados ésteres, entre outros (HERRANZ
et al., 2003; SAMELIS et al., 1994).

Vale ressaltar que as informagées na
literatura sdo escassas quanto a verificagio
de atividade proteolitica de bactérias liticas.
Papamanoli et al. (2003) avaliaram a atividade
proteolitica de bactérias laticas e verificaram
que, das sete cepas de L. plantarum, todas
apresentaram atividade proteolitica em
caseina, mas ndo em meio de carne cozida.
O mesmo ocorreu para as 24 cepas de L.
curvatus; entretanto, para as cepas de L. sakei
foi observado hidrélise da caseina em 73%
das cepas avaliadas.
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Atividade lipolitica das cepas de
bactérias lacticas isoladas de salames
artesanais

Em relagdo a atividade lipolitica, das
46 cepas de bactérias licticas testadas, todas
apresentaram resultado negativo para a
atividade lipolitica nos meios utilizados neste
estudo. Este resultado era esperado, pois, as
espécies de Lactobacillus apresentam fraca
atividade lipolitica (PAPON; TALON, 1988;
REUTER, 1975). As principais espécies
de bactérias lipoliticas importantes na
elaboragio de salames pertencem ao género
Micrococcus e Staphylococcus DEBEVERE et
al., 1976; CANTONI et al., 1967).

No estudo realizado por Kenneally et
al. (1998), foram testadas cepas de Pediococcus,
Lactobacillus, Staphylococcus e Micrococcusdas
quais, somente os dois ultimos géneros
apresentaram espécies produtoras de lipases.
Estes autores também verificaram que
nenhuma das sete cepas de Lactobacillus
testadas apresentou atividade lipolitica.

A atividade da lipase é sensivel a
decréscimos no pH, sendo que a maioria das
lipases bacterianas possuem alta atividade em
pH neutro ou levemente alcalino (ADAMS;
BRAWLEY, 1981). Kenneally et al. (1998)
obtiveram resultados onde a atividade
lipolitica de Staphylococcus xylosus foi maxima
em valores de pH préximo a neutralidade,
entretanto nio houve atividade lipolitica nas
condi¢des de produgio do salame (3,5% de
sal, pH 5,0 ¢ 20°C).

A caracterizagio de cepas isoladas de
salames é uma etapa importante, pois permite
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Conclusao
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