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ANAIS DO
XXIV CONGRESSO
NACIONAL DE
LATICINIOS
VOLUME i

Este nimero especial da Revista do Instituto de Laticinios
“Candido Tostes” traz em seu conteido os cinco trabalhos que ndo
foram publicados nos Anais do XXIV Congresso Nacional de
Laticinios, realizado em 2007 pelo CT / ILCT / EPAMIG. Nesta
edicdo do Congresso Nacional de Laticinios, os Anais faziam parte
integrante da Revista do ILCT. Na edi¢do do CNL 2008 em diante
houve a desvinculagéo da revista com os anais de congressos.

Comisséao Editorial
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O Congresso Nacional de Laticinios tem como tradicdo ser realizado na terceira
semana do més de julho e neste ano o tema central sera: "Lacteos: contribuigdes e desafios
para a nutrigao”. A Comissao Cientifica julgou pertinente a discussdo deste tema tendo em
vista uma ampla consulta a clientes de anos anteriores e outros especialistas colaboradores
tradicionais da equipe organizadora do Congresso.

Aspectos ligados a nutrigdo, sabemos, tem potencial para se firmar ainda mais em
uma grande oportunidade de negdcios dentro de pouco tempo e dada a agilidade e
competéncia do empresariado nacional esperamos que ocorra. Assim sendo, as novas
tecnologias deverdo ser aprofundadas em nivel de discussao pelo setor produtivo e gerador
de conhecimento, acompanhando as tendéncias e as alternativas pertinentes ao momento
por que atravessa 0 setor do agronegécio do leite.

O tema central serd amplamente debatido por representantes do Governo, Entidades
Empresariais, Universidades e Empresas de Pesquisa, com moderacdo da EPAMIG - CT/
ILCT e a participagdo do publico. Sdo esperados a apresentagao de 08 palestras de
tecnologias, 14 comunicagdes técnicas, 148 pdsteres, 05 mini cursos e um painel tematico
com trés especialistas discutindo o tema central do evento. Os conferencistas sdo “notérios
saber” de Universidades, Centros de Pesquisa e Iniciativa Privada, provenientes de vérias
partes do mundo. Paralelamente, ocorrerdo a XXXV EXPOMAQ, a XXXIV EXPOLAC e o
XXXIV Concurso Nacional de Produtos Lacteos, neste ano com premiagao para onze
diferentes categorias.

Novamente agradecemos todos que colaboraram com a realizacdo deste evento que
a Epamig tem orgulho de coordenar com toda a comunidade cientifica e técnica que
trabalha em prol do leite e seus derivados.

: e a e
< MIRALNY
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CONTEUDO DOS ANAIS DO XXIV CNL

PALESTRA

FERMENTACAO PROPIONICA EM QUEIJOS: CONHECIMENTOS RECENTES SOBRE A PRODUGAO
DE OLHADURAS

COMUNICACOES TECNICAS

CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE PSEUDOMONAS FLUORESCENS ISOLADA DE LEITE
CRU REFRIGERADO

ESTUDO SOBRE A CRISTALIZAGAO DA LACTOSE EM DOCE DE LEITE PASTOSO ELABORADO
COM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE SORO DE QUEIJO E AMIDO DE MILHO MODIFICADO

ANALISE DO PERFIL DE TEXTURA (TPA) DE QUEIJOS PRODUZIDOS COM LEITES DE CABRA
E DE VACA

CRESCIMENTO E ATIVIDADE BACTERIOCINOGENICA DE LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP.
LACTIS PD 6.9 EM SORO DE QUEIJO DESPROTEINADO

TERMOESTABILIDADE DO LEITE INTEGRAL INOCULADO COM BACTERIAS PSICROTROFICAS
PROTEOLITICAS

A INSERCAO BRASILEIRA NO MERCADO INTERNACIONAL DE PRODUTOS LACTEOS:
EVOLUCAO E EXPECTATIVAS

PARTICAO DA CASEINA EM SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS COMPOSTOS POR
POLIETILENOGLICOL, MALTODEXTRINA E AGUA

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE QUEIJO MINAS ARTESANAL DA CANASTRA

INFLUENCIA DE FONTES DE NITROGENIO NA DIETA DE CABRAS LEITEIRAS SOBRE A
COMPOSICAO E RENDIMENTO DO LEITE EM QUELJOS “TIPO BOURSIN”

AVALIAGAO DOS BENEFICIOS E CUSTOS DE UM PROGRAMA DE CONTROLE DA MASTITE BOVINA
PERFIL SENSORIAL DO QUEIIO MINAS ARTESANAL DA CANASTRA

DESENVOLVIMENTO E AVALIAGCAO DE FILME ATIVO AROMATIZADO NA AROMATIZAGAO
DE MANTEIGA

COMPARAGAO ENTRE TECNICAS PARA CONTAGEM DE BACTERIAS PSICROTROFICAS EM
LEITE CRU

ACEITABILIDADE DE REQUEIJAO CREMOSO SEM GORDURA COM ADICAO DE FIBRA
ALIMENTAR

POSTERES

DESENVOLVIMENTO DO PERFIL SENSORIAL E ACEITACAO DE BEBIDA LACTEA
ACHOCOLATADA

AVALIACAO FISICO-QUIMICA DE PAO DE FORMA ELABORADO COM SORO DE LEITE DE
CABRA

EPAMIG - CT/LT
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AVALIACAO DA EFICACIA DE DIFERENTES ANTI-SEPTICOS USADOS NAS MAOS DE
MANIPULADORES DE ALIMENTOS

DESENVOLVIMENTO DE BUTTERMILK PROBIOTICO DE DIVERSOS SABORES POR TESTE
SENSORIAL COM ESCALA DO IDEAL

DESENVOLVIMENTO E ESTUDO DE PARAMETROS QUALITATIVOS DE QUEIIO TIPO COTTAGE
SIMBIOTICO '

VIABILIDADE DE LACTOBACILLUS DELBRUECKII UFV H2B20 EM LEITE FERMENTADO E
QUEIIO TIPO COTTAGE APOS CONDIGOES DE ESTRESSE

AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE CRU E EFICIENCIA DE
HIGIENIZAGCAO DE EQUIPAMENTOS DE ORDENHA MECANICA DE PEQUENAS PROPRIEDADES
LEITEIRAS DO MUNICIPIO DE CAMPO BELO - MG

PERFIL FISICO-QUIMICO DE DOCES DE LEITE PASTOSOS COMERCIALIZADOS EM FORTALEZA/CE
AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E SENSORIAS DOS QUELIOS MINAS

FRESCAL FABRICADOS POR TECNOLOGIA TRADICIONAL E POR ULTRAFILTRAGAO,

ADQUIRIDOS NO MERCADO DE UBERABA - MG
AVALIAGCAO DA QUALIDADE DO LEITE UHT DURANTE SUA VIDA DE PRATELEIRA

TEXTURE PROFILE ANALYSIS (TPA) DE REQUEIJAO CREMOSO TRADICIONAL E REQUELJAO :

CREMOSO LIGHT

ENUMERAGAO DE COLIFORMES, FUNGOS FILAMENOTOSOS E LEVEDURAS DO QUEIJO PRATO

COMERCIALIZADO EM SALVADOR-BA

GERACAO E TRIAGEM DE IDEIAS PARA NOVOS PRODUTOS EM MICROEMPRESAS DO SETOR DE

LATICINIOS: UM ESTUDO DE CASO NA MICRORREGIAO DE VICOSA, MG

ADESAO DE ESCHERICHIA COLI O157:H7 EM DIFERENTES SUPERFICIES ADOTADAS EM

UNIDADES DE PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS

ADICAO DE CONCENTRADO PROTEICO DE SORO NA FORMULACAO DE PAO DE FORMA
ENRIQUECIMENTO NUTRICIONAL DE PAO DE FORMA COM SORO DE LEITE EM PO
AVALIACAO SENSORIAL DE BEBIDA LACTEA ADICIONADA DE FARINHA DE ARROZ

PERFIL SENSORIAL DE QUEIJO MINAS PADRAO

AVALIACAO SENSORIAL E PERFIL DOS CONSUMIDORES DE MUSSARELA

UTILIZACAO DO AMIDO DO CAROGO DE JACA NA ESTABILIZAGAO DE BEBIDAS LACTEAS |

FERMENTADAS ADICIONADAS DE POLPA DE CUPUACU

EFEITO DA TEMPERATURA E TEOR DE UMIDADE NA MASSA ESPECIFICA E VISCOSIDADE DO

LEITE

DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE REVESTIMENTO COMESTIVEL ANTIMICROBIANO
PARA QUEIJIO PRATO FATIADO

INFLUENCIA DO USO DE CULTURAS ADJUNTAS COMERCIAIS NA COMPOSICAO, PROTEOLISE
E CARACTERISTICAS SENSORIAIS DE QUEIJO PRATO COM REDUZIDO TEOR DE GORDURA

AS INDUSTRIAS DE LATICINIOS NO BRASIL E A RESPONSABILIDADE SOCIAL
A EMPRESA JUNIOR COMO FERRAMENTA DE APLICAGAO DO APRENDIZADO TEORICO: CASO

ESPECIFICO DA MINAS LACTEOS ASSESSORIA, EMPRESA JUNIOR DE CIENCIA E TECNOLOGIA

DE LATICINOS ~ UFV
TRATAMENTO DE EFLUENTE SINTETICO DE LATICINIO POR UM SISTEMA FLOT-UASB

ESTUDO DA VIABILIDADE E DESENVOLVIMENTO DE UMA BEBIDA A BASE DE SORO DE LEITE
PREBIOTICA NAS VERSOES COM ACUCAR, E SEM ACUCAR

AVALIACAO DOS METODOS INDIRETOS CALIFORNIA MASTITIS TEST, WHITESIDE E PROVA

QUALITATIVA DO TEOR DE CLORETOS COMO INDICADORES DE DIAGNOSTICO DA MASTITE
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pARTICAO DA CASEINA EM SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS COMPOSTOS POR
POLIETILENOGLICOL, MALTODEXTRINA E AGUA

QUALIDADE SENSORIAL DE LEITE UAT E PERFIL DE SEUS CONSUMIDORES
DETERMINAGAO DO COEFICIENTE DE DESOXIGENACAO (K1) DAS AGUAS RESIDUARIAS DE
LATICINIOS

EFICIENCIA DO EXTRATO DE SEMENTES DE MORINGA NA REMOCAO DE SOLIDOS SUSPENSOS
DE AGUAS RESIDUARIAS DE LATICINIOS

INFLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE AS PROPRIEDADES TERMOFISICAS DE BEBIDA
LACTEA ACHOCOLATADA

EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE AS PROPRIEDADES TERMOFISICAS DE REQUEIJAO
CREMOSO

SUCO DE MARACUJA A BASE DE SORO

INFLUENCIA DO TEOR DE GORDURA E TEMPERATURA NAS PROPRIEDADES TERMOFISICAS
DO LEITE DE BUFALA

EFEITO DA CONCENTRAGCAO DE POLPA E ESTABILIZANTE NAS CARACTERISTICAS FISICO-
QUIMICAS E NA ESTABILIDADE DE BEBIDA LACTEA DE MANGABA (HANCORNIA SPECIOSA4)

DIVULGACAO: A CIENCIA DO FATO

ANALISE DA CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA, MESOFILOS PROTEOLiTICOS E
LACTOFERMENTADORES DO LEITE CRU COMERCIALIZADO NO MUNICIPIO DE IPATINGA,
MINAS GERAIS

ACEITABILIDADE DE PAZINHAS AROMATIZADAS PARA SORVETE

AUMENTO O VALOR NUTRICIONAL DE LEITES FERMENTADOS ATRAVES DO INCREMENTO
DO CONTEUDO DE ACIDO FOLICO

GESTAO ESTRATEGICA DE INFORMAGOES PARA O AUMENTO DO CONSUMO DE LEITE LONGA
VIDA EM JUIZ DE FORA — MG: DESAFIOS E CONTRIBUICOES PARA A NUTRIGAO DO CIDADAO

A PRODUCAO DE QUEIJO E A CONSCIENCIA AMBIENTAL DO CONSUMIDOR

REQUEIJAO CREMOSO LIGHT E SEM GORDURA COM ADICAO FIBRAS: ANALISE DE CUSTOS E
VIABILIDADE ECONOMICA

CARACTERISTICAS DE FUSAO DE QUEIIO DE COALHO FABRICADO COM LEITE DE BUFALA

FABRICACAO DE REQUEIJAO CREMOSO LIGHT UHT (LONGA VIDA) COM CARACTERISTICAS
SEMELHANTES AO REQUEIJAO CREMOSO LIGHT

AVALIACAO SENSORIAL DE LEITE DE CABRA EM ITAPETININGA, SP
DIAGNOSTICO SOBRE INADEQUACOES NA COMERCIALIZACAO DE QUEIIOS MINAS

EFEITO DOS HIDROCOLOIDES NA ESTABILIDADE FiSICA DE BEBIDA LACTEA A BASE DE
SORO DE QUEIJIO DE LEITE DE CABRA

VIABILIDADE DA FABRICAGCAO DE QUELIO MINAS FRESCAL POR ACIDIFICAGCAO DIRETA
UTILIZANDO RETENTADO DE ULTRAFILTRAGAO

EFEITO DA FORTIFICACAO DE CALCIO NA ESTABILIDADE DE EMULSOES LACTEAS E NA
ESTRUTURA DOS SORVETES

PROPRIEDADES TERMICAS DE UMA MISTURA TERNARIA COM SUCOS DE MANGA, LARANJA
E SORO DE QUEIIO

SELECAO DE CULTURAS LACTICAS COM BASE NO POTENCIAL AUTOLITICO VISANDO A
MELHORIA DA QUALIDADE DE QUEIJOS BRASILEIROS

ADEQUACAO DA INFORMAGCAO NUTRICIONAL EM ROTULOS DE PRODUTOS LACTEOS
COMERCIALIZADOS EM JUIZ DE FORA, MINAS GERAIS
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PRODUCAO DE MASSA DE CELULAS PERMEABILIZADAS DE
KLUYVEROMYCES LACTIS E ATIVIDADE CATALITICA DA
B-GALACTOSIDASE NA HIDROLISE DE LACTOSE

PRODUCTION PERMEABILIZED CELL MASS OF Kluyveromyces lactis AND
CATALYTIC ACTIVITY OF B-GALACTOSIDASE IN LACTOSE HYDROLYSIS

Edimar A. F. Fontes’
Flavia M. L. Passos®
Frederico J. V. Passos’®
Paulo Rogério Fontes’

RESUMO

A producdo de massa de célula permeabilizada de Kluyveromyces lactis contendo a enzima-
galactosidase e sua atividade catalitica na hidrélise de lactose foi realizada. Para obtengdo da massa de
célula permeabilizada, células foram produzidas, crescendo em soro de leite UF estéril. Para promover
a permeabilizagdo da membrana, células foram tratadas com uma solugdo etanol 50% para facilitar o
contato entre a enzima e o substrato no processo de hidrolise da lactose. A atividade catalitica da
enzima na hidrélise de lactose foi obtida pela relagdo linear entre a velocidade de reagdo e peso seco em
mg de célula permeabilizada. A massa de 1mg de células permeabilizadas equivaleu a 0,32 unidades de
atividade de enzima. O efeito da suspensdo de célula permeabilizada na velocidade inicial de reagdo foi
estudado utilizando diferentes concentragdes de lactose (1, 40, 100 e 140 mM) e suspensdes de células
permeabilizadas que variaram de 0,1 a 3 mg/ml. As reagdes foram acompanhadas no espectofotometro
DU em 510nm, que forneceu uma curva da variagdo de absorbdncia com o tempo de reagdo. A inclinagéo
da reta apresentada por cada curva correspondeu as velocidades iniciais para cada concentragido de célula
permebilizada e de lactose. Foi utilizado nessa anélise um reagente colorimétrico GOP-PAP que reagiu
especificamente com a glicose presente no meio. Para conversdo da leitura de absorvancia em unidades
de mM glicose, foi feita uma curva padrdo de glicose. A concentragdo de 1mg/ml de célula permeabilizada
adicionada & mistura de reagdo, foi selecionada pela sua relagdo linear com a velocidade de reagdo para
concentragdes minimas (1 mM) e extremas (140 mM) de lactose. Valores abaixo de Img/ml foram
apropriados para a reagdo linear entre velocidade e concentragdo inicial de enzima.

Palavras-chaves: B-galactosidase; hidrdlise de lactose; Kluyveromyces lactis.

1 INTRODUCAO alimentos (JOSHI et al., 1987) e o soro do leite

como meio de cultura é adequado para crescimento

A hidrélise de lactose em glicose e galactose
pela enzima P-galactosidase (E.C. 3.2.1.23)
continua merecendo aten¢do da industria de
alimentos por razdes nutricionais, ecolégicas e
tecnoldgicas. O leite com baixo teor de lactose
atende as necessidades da populagdo deficiente de
lactase, permitindo que elas se beneficiem das
qualidades nutricionais dessa fonte primaria da
dieta humana (FONTES, 1998). Uma das fontes
comerciais de -galactosidase para processamento
de leite e soro hidrolisados sdo as leveduras
Kluyveromyces (MAHONEY e WILDER, 1988).
O uso dessas leveduras é permitido na industria de

e indug@o da sintese para a produgdo da enzima
por K. lactis (SISO, 1993 ¢ BECERRA, 1996).
Entretanto, como o-galactosidase de levedura é
uma enzima intracelular e a sua extragdo com
aceitavel rendimento é dificil e onerosa, o uso de
células permeabilizadas como agentes cataliticos
¢ uma alternativa viavel em relacdo ao uso da
enzima purificada (FONTES, 2001). Estudos
demonstraram que existe uma baixa atividade da
enzima em células viaveis, isso devido a baixa
permeabilidade de sua membrana a qual constitui
uma barreira para difusdo do substrato (JOSHI et
al., 1989). Embora a ocorréncia de um sistema de

1 Professores DS, Centro Federal de Educagdo Tecnologica de Rio Pomba, Rio Pomba-MG;
2 Professora phD, Departamento de Microbiologia, BIOAGRO, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG;
3 Professor phD - Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG.
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transporte indutivel de lactose nessa membrana
tenha sido descrito por DICKSON e BAAR,
(1983). A permeabilidade dessa membrana pode
ser alterada sem a total destruigdo de sua
integridade, por meio de um tratamento conhecido
como permeabilizagdo da membrana celular.
Dependendo da intensidade de exposigdo ao
solvente este tratamento pode ser utilizado no
preparo de células ndo vidveis utilizadas como
biocatalizadores ou na extragdo da enzima
intracelular (FENDON, 1982 ¢ JOSHI, 1989). O
uso de etanol como agente de permeabilizagdo
apresenta, dentre outras, vantagens como a sua
disponibilidade, seu baixo prego, o fato de ser o
componente de muitos alimentos fermentados e
bebidas e ser admitido o seu uso na permeabilizagio
de células na indistria de alimentos (SISO et al.,
1992). A enzima como massa de célula permea-
bilizada é uma preparagdo conveniente para a
industria regional de leite e derivados que poderia
adquirir a um prego mais acessivel ou mesmo obté-
la em suas proprias instalagdes (FONTES, 2001 e
FONTES, 1998). O objetivo deste trabalho foi
caracterizar a atividade enzimatica de células
permeabilizadas de Kluyveromyces lactis, utili-
zadas como biocatalisador na hidroélise de lactose.
Para a obtencdo do biocatalisador, células de
Kluyveromyces lactis foram cultivadas em soro
ultrafiltrado, concentradas e tratadas com etanol
para permeabilizagéo.

2 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado nos
Laboratorios de Fisiologia de Microrganismo do
Departamento de Microbiologia (DMB), instalado
no Nicleo de Biotecnologia Aplicado a Agro-
pecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de
Vigosa, em Vigosa, Minas Gerais.

2.1 Cultura

O organismo utilizado neste trabalho foi a
levedura Kluyveromyces lactis uma linhagem
selvagem da colegdo de culturas do DMB -UFV. A
cultura foi mantida em estoque com adigdo de
20% de glicerol -80 °C. Antes de ser utilizada
como in6culo para produgdo de célula, a cultura
foi ativada em 50 ml de soro estéril ultrafiltrado
e incubada a 30°C sob agitagdo de 150 rpm em
incubadora (Controlled Environment Incubator
Shaker - série 25) por 24 horas.

2.2 Meio de cultivo
Utilizou-se como meio de cultura o soro

de queijo, tipo mozarela submetido a um sistema
de ultrafiltracdo (Reginox) com membrana tipo

Desalination System Inc., de corte de 10.00
daltons (poros de 0,03pm) Modelo FW3840C
Obteve-se entdo duas fragdes: o soro UF pe
meado € o retido ou concentrado. O soro UF fi
congelado a -20 °C em embalagens de 1 litr
Imediatamente antes de sua utilizagdo este sor
foi descongelado, aquecido por 15 minutos n
microondas na poténcia alta e resfriado
temperatura ambiente. Ao sobrenadante, utilizad
como meio de cultura, foi acrescido citrato d
sodio (ECIBRA) em uma concentragio de 4g/L
esterilizado por calor, a 121°C por 10 minuto

2.3 Obtencdo da massa de célul
permeabilizada.

Aliquotas de 3 ml da cultura pré-ativada fora
transferidas para fernabacks de 2800 ml contend
1 litro de soro estéril UF. Apés aproximadament
16-18 horas de crescimento a 30 °C sob agitagdo
150 rpm, que correspondeu ao inicio da fas
estacionaria, fase de méaxima atividade de enzim
por célula, obteve-se as células de Kluyveromyce
lactis com Densidade Otica a 600 nm (DO, d
cultura nessa fase que correspondeu a 3,45. As célula
de Kluyveromyces lactis foram centrifugadas a 406
x g por 10 minutos (RC5C Sorvall Instruments) so!
refrigeragéo (5-7°C). O precipitado foi ressuspendid
em 100m! de etanol 50 % (Merck) e agitado por 1
minutos em agitador magnético (Wheaton Biosti
4) para permitir um maior contato das células com
o etanol. Novamente, as células foram centrifugada
€ lavadas com 4gua destilada para retirada do excesso
de alcool. O precipitado obtido foi submetido &
secagem a uma temperatura de aproximadamente
30°C, por cerca de 1 hora, sob ventilagio, até se
obter uma massa de células secas. Esta massa de
células permeabilizadas, apdés ser macerada, fo
colocada dentro de um frasco de vidro e armazenada
sob refrigeragdo (4 °C ).

2.4 Efeito da concentracido da massa
de células permeabilizadas na
hidrélise de lactose

Preparou-se uma solugdo estoque de lactose
(Sigma) de 600 mM e uma suspensdo estoque de
células permeabilizadas de 12mg/ml em tampao
fosfato. O Tampdo fosfato foi constituido de 0,06
M de Na,HPO,.7H,0; 0,04M de NaH,PO,. H,0;
0,01M de KCI e 0,001M de MgSO,.7H,0, (Tampéo
Z) segundo Miller (1972) citado por SHEETZ e
DICKSON (1979). Néo foi acrescentado 50mM de
2-mercaptoetanol por afetar a enzima do sistema
de reagdo GOD-PAP®(Glicose Oxidase e Peroxidase)
(Merck) usada na medida de atividade de PB-
galactosidade. O efeito da concentragdo do biocata-
lizador na velocidade inicial da reagdo foi estudado
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em diferentes concentragdes de lactose: 1, 40, 100
e 140 mM. As suspensdes de célula permeabilizada
para cada uma das concentra¢des de lactose foram:
0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mg/ml. Ao volume
da mistura de reagdo (50001) foi adicionado 2ml de
reagente GOD-PAP® para anélise espectro-
fotométrica de glicose produzida durante reagio.
Na analise espectrofotométrica o GOD (Glicose
Oxidase) oxida a glicose, que foi liberada da hidrélise
da lactose, para acido gliconico resultando num
produto de cor violeta com a intensidade de cor
proporcional a concentragdo de glicose no meio. O
principio da reagédo é€:

GOD-PAP |
Glicose + O, +H,0, < Acido Glicénico + H,0,

As reagdes foram acompanhadas em
espectrofotdmetro (Beckman DU® 640), compri-
mento de onda de 510nm, que forneceu uma curva
da variag¢do de absorvancia com o tempo de reagio.
No inicio da curva, temos a adaptagdo das enzimas
envolvidas no sistema de reagdo (GOD-PAP e B-
galactosidase) que logo em seguida atinge o steady-
state, ou seja, velocidade constante de reagdo. A
inclinagdo da reta apresentada para cada curva
correspondeu as velocidades iniciais para cada
combinagdo de célula permeabilizada e de lactose.
A conversdo de absorvdncia em unidades de mM
de glicose, foi feita a partir de uma curva padréo.
Preparou-se uma solugéo padrio de 1% de glicose,
que foi diluida 100 vezes. Desta solug¢do, obteve-
se solugdes contendo diferentes concentragdes de
glicose de: 0,5; 0,33; 0,25; 0,167; 0,0833;
0,0167 mM. O volume de reagido de 1,5 ml
constituiu-se de 500pL de solugdo devidamente
diluida de glicose e 1,0mL de reagente GOD-PAP®.
Apos o tempo de reagdo (15 minutos), obteve-se
as leituras das absorvincias a 510 nm. A curva de
calibragdo para glicose foi construida, relacio-
nando as leituras das absorvancias a 510 nm com
as concentra¢des conhecidas de glicose em mM.

2. 5 Relacdo densidade 6tica a 600nm
e peso seco

Para definir a faixa de relagdo linear entre
a leitura de densidade 6tica da cultura e o peso
seco da massa celular, preparou-se uma suspensao
de células permeabilizadas em agua destilada de
12mg/ml. Dentro de cadinhos de porcelana,
previamente secos em estufa a 105°C/ 24 horas,
foi colocado 1ml dessa solugdo. Essas amostras
foram submetidas a temperatura de 105°C em
estufa, até peso constante. A partir da suspensdo
inicial de células permeabilizadas de 12mg/ml,
foram feitas dilui¢gdes de 1:2 até 1:2000. Em
cada uma das suspensdes preparadas foram feitas
duas determinag¢des de densidade Otica: a primeira

obtida pela leitura direta da densidade otica da
suspensdo (definida como D. O_,,;,,) € @ segunda
determinada a partir da diluigdo da suspensdo de
modo a permitir leitura de densidade 6tica na
faixa de 0,1 - 0,4, que ap6s multiplicada pelo
fator de diluigdo foi definida como D. O,_,. Todas
as leituras de densidade 6tica das amostras foram
feitas no espectrofotdometro Beckman DU® 640
a 600nm. O grafico relacionando os valores de D.
O_.iiw€ D. O, foi tragado e a regido dessa curva
que apresentou um comportamento linear foi
usada para a construg@o da curva de peso seco que
relaciona a D. O__,., € a massa seca de célula
permeabilizada (mg). Uma equagdo foi deduzida
para converter D. O__ .. para seu valor cor-
respondente em matéria seca.

2.6 Determinacio da unidade de
atividade de p-galactosidase

A unidade de atividade de B-galactosidase foi
determinada em termos de mM de glicose, utilizando
as velocidades iniciais de reag@o para as suspensdes
de 0,1; 0,5 e 1,0 mg/ml de célula permeabilizada.
A inclinagdo da reta no gréfico velocidade de reagdo
versus mg de célula permeabilizada, representou a
atividade de p-galactosidase. Uma unidade
enzimatica (UE) foi definida como a massa de
enzima que catalisa a produgdo de 1mM de glicose
a partir da lactose por minute sob as condig¢des
experimentais (temperatura ambiente e pH=7,1).
UE foi expressa por mg de:massa seca de célula
permeabilizada.

2.7 Estabilidade da B-galactosidase em
solugido.

Determinou-se a estabilidade da enzima
na célula permeabilizada suspensa em dgua. Em
diferentes intervalos de tempo retirou-se
aliquotas de 500ul da suspensdo estoque de
células permeabilizadas de 6mg/ml que foram
adicionadas em uma cubeta de 4ml contendo
500pl de lactose (Sigma) retirada da solugdo
estoque de 300 mM e 2ml de reagente GOD-
PAP. Na mistura de reagdo, foi estabelecido que
células permeabilizadas e lactose tivessem no
volume final de rea¢do uma concentragdo de
Img/ml e 50 mM respectivamente. Esse proce-
dimento foi repetido em intervalos de tempo
por um periodo total de 9 horas. A variagdo de
absorvancia com o tempo foi acompanhada no
espectrofotometro (Beckamn DU® 640) a
510nm para cada amostra; para determinacio
da velocidade inicial da reagdo. Determinou-se
também a estabilidade da enzima na célula per-
meabilizada em tampdo fosfato, seguindo o mes-
mo procedimento acima.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da Concentrag¢io da Massa
de Célula Permeabilizada na
Hidroélise de Lactose

A Figura 1 representa o efeito da concen-
tragdo de massa de célula permeabilizada na
velocidade da reagdo, para diferentes concentragdes
de lactose. A partir da equagdo da curva de calibragdo
de glicose (Figura 2), a unidade da velocidade inicial
foi transformada em mM de glicose/min. Pelos
resultados apresentados na Figura 1, verificou-se que
para concentragdes de célula permeabilizada até
Img/ml, a equagdo de Michael-Menten pode ser
aplicada. Valores superiores a 1mg/ml extrapolam a
relacdo linear do modelo entre velocidade e
concentragdo inicial de enzima. Segundo BAILEY e
OLLIS, 1986 esta relagdo mesmo aplicavel no inicio
das reagdes, pode se tornar imprdpria no final do
processo, quando a relagdo enzima/substrato € alta.
De acordo com os resultados do presente trabalho,
para concentragdes de substrato de até 1mM o
modelo € vélido. Os resultados obtidos por SABIONI
et al. (1984), indicaram que adi¢do de 400 a 800
mg/litro de células permeabilizadas em leite em 2,5
a 3,5h de incubagdo a 35°C, resultaram em 45 a
69% de lactose hidrolisada. Nas presentes condigdes
experimentais foi mais conveniente trabalhar com
uma concentragio de 1mg/ml. Os perfis das curvas
de 40, 100 e 140 mM de lactose foram o mesmo,
isso porque a concentragdo de lactose ¢é alta no meio.

3. 2 relacio de densidade dtica a 600nm
e peso seco

Para uma suspensdo de células permeabi-
lizadas de 12mg/ml de densidade Otica inicial de
2,66; foi obtido 9,8 mg de massa seca de células
permeabilizadas. A curva da Figura 3 mostra que
valores de leitura de densidade 6tica até proximo a
0,5 coincidem com a regido linear da curva. Essa
faixa foi entdo utilizada para a construg@o da curva
de peso seco e para a obtengdo de uma equagdo
linear da densidade 6tica a 600nm (D.O_,,.) com
matéria seca, conforme mostrado na Figura 4.

3.3 Determinagio da unidade de
atividade de p-Galactosidase

Foram feitas leituras de D.O a 600nm das
suspensdes de 0,1; 0,5 e 1 mg/ml parasuas respectivas
conversdes em matéria seca utilizando para isso a
equacdo de curva de peso seco. Pela analise da Figura
5, podemos observar que um mg de massa seca de
célula permeabilizada produz 0,31 mM de glicose da
hidrolise de lactose em solugdo aquosa por minuto a
temneratura ambiente. Sendo uma unidade de enzima

Abos o

a massa de células permeabilizadas capaz de produz
1 mM de glicose nas condi¢des definidas, deduz g
existe na preparagdo enzimatica estudada 1 unida
de enzima correspondente a 3,2 mg de célul
permeabilizadas.
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Figural - Efeito da concentragio da massa de células
permeabilizadas de Kluyveromyces lactis
na cinética de hidrolise de lactose. (O
lactose=1mM, (@) lactose = 40mM, (A)
lactose=100mM e (x) lactose =14
mM.
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Figura 2 - Curva de calibragdo de glicose pelo
método GOD-PAP.
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Figura 3 - Relagdo das leituras de densidade 6tica
D. O, € D.O ., da suspensdo de 12mg/ml da
massa de célula permeabilizada de K. lactis.
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Figura 5 - Medida de unidade de atividade de -
galactosidase pela relagdo linear
entre a velocidade de reagdo com o
peso seco de células permeabilizadas.

3. 4 Estabilidade da B-galactosidase em
solucio

A atividade de P-galactosidase da célula
permeabilizada em 4gua e no tampdo fosfato,
estd ilustrada na Figura 6. As unidades das
velocidades, foram convertidos em mM de glicose/
min, utilizando para isso a equacdo da curva de
calibragdo de glicose (Figura 2). Pelos resultados,
verifica-se que ha perda de atividade da enzima
em solugdo aquosa. Observa-se que a atividade da
enzima € menor quando suspensa a massa de células
permeabilizadas em 4gua. Quando a enzima foi
suspensa no tampdo fosfato (pH=7,1), a atividade
foi mais alta. Segundo VOGET et al, 1994, ions
Mn**e Mg** mostram um importante papel
estrutural na enzima b-galactosidase em razido de
estarem diretamente envolvidos no processo
catalitico e, além disso, protegem a enzima contra
desativagdo térmica e a presenga de K* € im-
portante para a estabilidade da enzima. DICKSON

et al. (1979) demostraram que a atividade maxima
da lactase de Kluyveromyces lactis (em ONPG a
30°C) foi obtida na presengca de Mn** ou
combinagdo de Mg** e P-mercaptoetanol.
Conforme os resultados de OHMIYA et al. (1976)
a curva de pH para a B-galactosidase de K. lactis
mostra uma alta atividade relativa da enzima em
valores de pH préximos da neutralidade. Resultados
obtidos por CLAMPLUVEIR et al. (1988),
indicaram que a atividade de lactase de
Kluyveromyces lactis foi estavel em pH 6,55 e
6,98 quando estocada em temperatura de 37°C na
presenga de Mn**.
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0,35
03

0,25 |
0.2‘»F/ﬁ—_‘ﬁ_—‘ﬁ\m—‘—m\ﬁ\-ﬁ‘.KA
015 |
o1}
0,05 |-
0

mM de glicose/min

0 2 4
Tempo, (h)
Figura 6 - Atividade de B-galactosidase em células
permeabilizadas de Kluyveromyces
lactis e estabilidade do em fungdo do
tempo de estocagem a 25°C. (0)
tampdo fosfato e (A) agua destilada.

4 CONCLUSOES

A cinética de hidrdlise de lactose por B-
galactosidase contida numa preparagdo de células
de Kluyveromyces lactis permeabilizada em etanol
50%, foi avaliada na presenga da lactose. A massa
de 1mg de células permeabilizadas equivaleu a 0,32
unidades de atividade de enzimas. A concentragdo
de Img/ml de células permeabilizadas adicionada a
mistura de reagdo, foi selecionada pela sua relagdo
linear com a velocidade de reagdo para as
concentragdes minimas(1lmM) e extremas(140mM)
de lactose. Valores abaixo de 1mg/ml foram
apropriados para a reagdo linear entre velocidade
e concentragdo inicial de enzima. No estudo feito
sobre a estabilidade da B-galactosidase em solugdo
foi verificado que a enzima mantém sua atividade
constante no tampdo fosfato por um periodo de
9h. Atividade da enzima em 4gua inicialmente foi
menor € ocorreu a perda de atividade com o tempo.

ABSTRACT
The production permeabilized cell mass

of Kluyveromyces lactis containing the enzyme
B-galactosidase and her catalytic activity in the
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lactose hydrolysis was accomplished. For obtaining
of the permeabilized cell mass, cells were produced,
growing in serum of UF sterile milk. To promote
the permeabilization of the membrane, cells were
treated with ethanol solution 50% to facilitate the
contact between the enzyme and the substratum in
the process lactose hydrolysis. The catalytic
activity of the enzyme in the lactose hydrolysis
was obtained by the lineal relationship between
the reaction speed and dry weight in mg of
permeabilized cell. The mass of 1mg of perme-
abilized cells was equal to 0.32 units of enzyme
activity. The effect of the suspension of
permeabilized cell in the initial speed of reaction
was studied using different lactose concentrations
(1, 40, 100 and 140 mM) and suspensions of
permeabilized cells that varied from 0.1 to 3 mg/
ml.The reactions were accompanied in the
spectrophotometer DU in 510nm, that it supplied
a curve of the absorbance variation with the time
of reaction. The inclination of the straight line
presented by each curve corresponded the initial
speeds for each concentration of permeabilized
cell and lactose. It was used in that analysis a reagent
colorimeter GOP-PAP that specifically reacted with
the present glucose in the middle. For conversion
of the absorvance reading in units of mM glucose,
it was made a curve standard of glucose. The
suspension of 1mg/ml of permeabilized cell added
to the reaction mixture, it was selected by her
lineal relationship with the reaction speed for
minimum concentrations (1mM) and extreme (140
mM) of lactose. Values below Img/ml were
appropriate for the lineal reaction between speed
and initial concentration of enzyme.
Keywords: p-galactosidase;
hydrolysis; Kluyveromyces lactis

lactose
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HIDROLISE DE LACTOSE POR B-GALACTOSIDASE EM MASSA
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Galactose and glucose inhibition kinetics of lactose hydrolysis by B-galactosidase in
permeabilized cell mass of kluyveromyces lactis
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RESUMO

O efeito de diferentes concentragdes de galactose, glicose e de mistura de galactose e
glicose na cinética de hidrolise de lactose por B-galactosidase utilizando células permeabilizadas
de Kluyveromyces lactis como biocatalisador foi realizado. Os experimentos foram realizados
em temperatura ambiente (25°C), utilizando uma suspensdo de Img/ml de células
permeabilizadas em tampio fosfato na mistura de reagdo. Para o efeito de galactose na
atividade da enzima, foram combinadas diferentes concentragdes de lactose (0, 1, 5, 10, 20,
30 e 40 mM) com diferentes concentragdes de galactose (0, 1, 5, 10, 20, 30 e 40 mM). A
reagdo foi acompanhada em espectofototrometro DU em 510 nm pela medida de glicose
liberada. As unidades de absorvdncias foram transformadas em mM de glicose, através de uma
curva de calibragdo apropriada. Durante os estudos do efeito de galactose sobre a atividade da
b-galactosidase, foi utilizado um programa estatistico de computador que auxiliou no célculo

dos coeficientes cinéticos (V

max?

K, e K,) de forma precisa e correta e também ajudou na

escolha e definicdo de um modelo matematico mecanistico aplicavel no entendimento do
processo de hidrolise de lactose levando em consideragdo a forma de inibi¢do causado pela
presenga de galactose. O tipo de inibigdo competitiva ou ndo-competitiva foi definido pelo
menor valor apresentado pela soma de quadrados do residuo pelo programa SAS-NILN. Os

coeficientes cinéticos V

mix?

K, e K, também estimadas pelo mesmo programa , corresponderam

respectivamente a 0,291 + 0,01mM/min; 2,536 + 0,412 mM e 10,88 + 8,86 mM no intervalo
de confianga de 95%. O tipo de inibigdo causado pela presen¢a de galactose foi competitiva

para P-galactosidase de Kluyveromyces lactis.

Palavras-chave: Cinética de inibi¢do; galactose; hidrolise de lactose

1 INTRODUCAO

Lactases microbianas tém sido intensamente
aplicadas na hidrdlise de lactose do leite e do soro de
queijo. Lactases neutras (atividade 6tima em pH 6,0
a 7,0) originam-se de leveduras, principalmente
Kluyveromyces fragilis e Kluyveromyces lactis, que
s3o mais adequadas para hidrolise da lactose do leite e
de soros neutros segundo Holsinger et al.,1991 citados
por VOGET et al. (1994). A hidrélise enzimatica de
lactose em glicose e galactose pela B-galactosidase
tem varias vantagens: i) nutricionais - no preparo de

leite com lactose hidrolisada, sem alterar as
caracteristicas fisicas e nutricionais do leite para ser
consumido por pessoas que sdo incapazes de digerir a
lactose; ii) tecnoldgicas — no processamento de
derivados de leite concentrado ou congelado. A glicose
e a galactose sdo mais soliveis que a lactose e o poder
adogante da mistura dos dois agtcares obtido pela
hidrélise da lactose corresponde a 70% do poder
adocante da sacarose, contra 40% da lactose, fazendo
os produtos concentrados mais aceitiveis € o soro de
leite um adogante que pode ser usado em sorvetes,
iogurtes, € outros produtos; iii) ecoldgico - no

1 Professores DS, Centro Federal de Educagdo Tecnoldgica de Rio Pomba, Rio Pomba-MG;
2 Professora phD, Departamento de Microbiologia, BIOAGRO, Universidade Federal de Vigosa,Vigosa-MG;
3 Professor phD - Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG.
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aproveitamento do soro de leite, um subproduto da
fabricag@o de queijos, cujo o efluente constitui um
grande problema de polui¢do ambiental (DBO de
30.000 - 50.000 ppm). Comercialmente importante
¢ o fato de poucos microrganismos crescerem em
lactose, enquanto que a grande maioria utiliza de
preferéncia os agilicares da hidrolise e conse-
quentemente aumentam a produgdo de alcool e acido
em produtos fermentados (SISO et al.,1994). A
eficiéncia do processo de hidrélise de lactose depende
da cinética de reacdo e esta pode ser influenciada por
varios fatores quimicos e fisicos tais como a
concentracdo de substratos, produtos, enzimas,
cofatores, pH, temperatura, e cisalhamento. Um
ativador ou modulador positivo que pode combinar
com a enzima alterando sua atividade catalitica. Um

inibidor ou um modulador negativo diminui a.

atividade da enzima (LEE, 1992). Dependendo de
como o inibidor se liga a enzima, dos complexos
formados e das constantes das etapas das reagdes, o
modelo de inibi¢do pode ser classificado como:
competitivo, ndo-competitivo e misto (BAILEY e
OLLIS, 1986). Os inibidores competitivos t€ém uma
forte semelhanca estrutural com o substrato, € ambos
inibidor e substrato competem pelo sitio ativo da
enzima. A formagdo de um complexo inibidor-enzima
reduz a quantidade da enzima disponivel para interagdo
com o substrato, e como resultado, a velocidade da
reagdo diminui. Um inibidor competitivo, normal-
mente combina reversivelmente com a enzima.
Portanto, o efeito do inibidor pode ser minimizado
pelo aumento da concentragdo de substrato, a ndo
ser que o proprio aumento da concentragdo de
substrato iniba a reagdo. Inibidores ndo-competitivos
interagem com enzima em varias maneiras diferentes.
Eles podem se ligar reversivelmente e irrever-
sivelmente no sitio ativo ou em algumas outras regides
na enzima. Em qualquer caso, o complexo resultante
¢é inativo. Variagdes no mecanismo de inibi¢do ndo-
competitiva sdo possiveis. Um dos casos ¢ quando
complexo substrato-inibidor-enzima pode ser
decomposto para produzir um produto € um complexo
inibidor-enzima. Nesse caso, é conhecido como
inibi¢do parcialmente competitiva (LEE, 1992). Ha
evidéncias de que a B-galactosidase seja uma enzima
alostérica, regulada por um processo de retroinibiggo,
ou seja, o produto final da reagdo inibe a enzima
catalizadora. Assim, & medida que a concentragdo
dos produtos finais da reacdo aumenta, a atividade
dessa enzima diminui (FONTES, 1998; FONTES,
2001). O modelo cinético que tem sido mais usado
para descrever a hidrolise enzimatica da lactose € o
modelo da inibigdo competitiva por galactose
(SCOOT et al., 1985):

Instituto de Laticinios Candido Tostes

No presente trabalho foi estudado o efeit
de diferentes concentragdes de galactose, glicos
bem como os efeitos combinados de galactose
glicose sobre a velocidade de hidrdlise da lactos
Uma equag¢do matemdtica mecanistica fo
proposta para hidrdlise de lactose utilizand
células de Klyuveromyces lactis permeabilizada
como biocatalisador.

2 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratérios de Fisiologia de Microrganismo do
Departamento de Microbiologia (DMB), instalado:
no Nucleo de Biotecnologia Aplicada & Agro
pecuaria (BIOAGRO) e no Laboratério d
Computagdo do Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Vigos

2. 1 Nomenclatura

Os seguintes termos foram usados:
[S] = concentragdo de lactose em milimola
(mM); 1
[ I ] = concentra¢do do inibidor (galactose) em_
milimolar (mM); '
V = velocidade de reagdo em milimolar de glicose/
minuto; ‘
Os seguintes coeficientes foram usados:
V_ .. = velocidade maxima de reagdo em milimolar
de glicose/minuto;
K, = constante de Michaelis-Menten em
milimolar (mM); -
K, = constante de inibicdo em milimolar (mM)

2. 2 Células permeabilizadas

Aliquotas de 3 ml da cultura pré-ativada foram
transferidas para fernabacks de 2800 ml contendo 1
litro de soro estéril UF. Apos aproximadamente 16-
18 horas de crescimento a 30°C sob agitagdo a 150
rpm, que correspondeu ao inicio da fase estaciondria,
fase de maxima atividade de enzima por célula, obteve-
se as células de Kluyveromyces lactis com Densidade
Otica a 600 nm (DO,,) da cultura nessa fase que
correspondeu a 3,45. As células de Kluyveromyces
lactis foram centrifugadas a 4060 x g por 10 minutos
(RC5C Sorvall Instruments) sob refrigeracdo (5-7°C).
O precipitado foi ressuspendido em 100ml de etanol
50 % (Merck) e agitado por 15 minutos em agitador
magnético (Wheaton Biostir 4) para permitir um
maior contato das células com o etanol. Novamente,
as células foram centrifugadas e lavadas com dgua
destilada para retirada do excesso de alcool. O
precipitado obtido foi submetido a secagem a uma
temperatura de aproximadamente 30 °C, por cerca
de 1 hora, sob ventilagdo, até se obter uma massa de
células secas. Esta massa de células permeabilizadas,
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apos ser macerada, foi colocada dentro de um frasco
de vidro e armazenada sob refrigeragdo (4 °C ).

2.3 Efeito da Galactose na atividade de
B-Galactosidase

Preparou-se uma suspensdo estoque de 6mg/
ml de células permeabilizadas em tampdo fosfato.
Solugdes de lactose (Sigma) e galactose (Sigma), a
partir das solugdes estoques de 480 mM, foram
preparadas de forma que as concentragdes no
volume final da reacdo fossem iguais a 0; 1; 5; 10;
20; 30; 40 mM de lactose ou galactose em todas
as combinagdes possiveis dessa. Como reator, foi
utilizado a prépria cubeta do espectrofotémetro,
onde o volume final da reagdo foi de 3,0 ml: 0,5
ml da solugdo de célula permeabilizada; 0,25 ml
de lactose; 0,25 ml de galactose; 2ml do reagente
GOD-BAP®. As reagdes foram acompanhadas em
espectrofotdmetro Beckman DU®. Um grafico da
absorvancia a 510nm com o tempo, para cada
combinacdo, foi obtido. A inclinagdo da reta
apresentada por cada curva correspondia as
velocidades iniciais para cada combinagéo de
lactose e galactose. Partindo da curva de
calibragdo de glicose as unidades de absorvancias
foram transformadas em mM de glicose.

2.4 Estimativas dos Coeficientes
Cinéticos

Para analise e estimativa dos coeficientes
cinéticos ( V_, K_ e K,) os dados foram analisados
pelo programa estatistico SAS ( Statistical
Analysis System), através do procedimento NLIN
( Regressdo Ndo-Linear) utilizando o método
iterativo Marquart. As seguintes equagdes foram
utilizadas no programa : Michaelis-Menten (1) e
suas equagdes derivadas para inibigdo compe-
tititva (2) e inibigdo ndo-competitiva (3):

_ S M

K, +S
yor VS (2)

S+K, -(1+L J
K,

Vmax.S
yo\ K) 3)

K, +S

A melhor estimativa dos coeficientes
cinéticos e do tipo de inibi¢do causado pela

presenca de galactose foi definida pelo menor
valor apresentado pela soma de quadrados do
residuo da regressdo.

2.5 Efeito de Glicose na Atividade de
B-Galactosidase.

Foram testados auséncia e presenga de 3
niveis de glicose (0; 10; 30 e 50mM), totalizando
4 reatores com uma concentracdo fixa de lactose
de 100 mM. Os volumes de lactose e glicose para
o preparo dessas reagdes foram retiradas de uma
solugdo estoque de 300 mM de lactose € 300 mM
de glicose diluidos em tampdo fosfato. Adicionou-
se em cada reator 30 mg de massa de células
permeabilizadas, com uma concentragdo no
volume final de reagdo de 1mg/ml. Completou-se
o volume de reagdo com tampio fosfato. Foram
utilizados 4 frascos erlenmyers de 50 ml como
reatores contendo cada um 30 ml de mistura de
reacdo. As reacgoes foram conduzidas a temperatura
ambiente (25°C), sob agitac@o. Foram retiradas
500ul de amostra de cada reator a cada intervalo
de 15 min até 3 horas de reac¢do. A reacgdo foi
paralisada com 500ul de TCA (é4cido triclo-
roacético) 4,5%. As amostras foram armazenadas
sob congelamento para posterior anélise. No
momento da andlise, as amostras foram
descongeladas, centrifugadas (Marathon micro A)
a2 9000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante diluido
em agua ultrapura. As concentragdes de glicose,
lactose e galactose foram Cromatografia Liquida
de Alto Desempenho no equipamento HP 1050M
(Hewlett Packard) utilizando coluna HPX 87
H(Bio Rad) e detector de indice de refragdo. Os
carboidratos foram eluidos da coluna com H,SO,
0,005M num fluxo de 0,7 ml/min e temperatura
de 60 °C.

2.5 Efeito combinado de Galactose e
Glicose na Atividade da pB-
Galactosidase

Foram testados 3 niveis de glicose e de
galactose (10; 30 e 50mM), totalizando 9
combinag¢des. A concentragdo de lactose de 100
mM foi a mesma em todas as combinagdes. Os
volumes de lactose, glicose e galactose para o
preparo dessas reagdes, foram retirados de uma
solugdo estoque de 300 mM de cada agtcar diluidos
em tampdo fosfato. Adicionou-se em cada reator
30mg de massa de células permeabilizadas, com
uma concentra¢do no volume final de reagdo de
Img/ml. Completou-se o volume de reagdo com
tampdo fosfato. Foram utilizados 9 frascos
erlenmyers de 50 ml como reatores contendo cada
um 30 ml de mistura de rea¢do sob agitagdo. As
reagdes foram conduzidas a temperatura ambiente
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(25°C). Foram retiradas 500ul de amostra de cada
reator a cada intervalo de 15 min até 3 horas de
reacdo. A reacdo foi paralisada com adigdo de
500ul de TCA 4,5% e pH = 1,0. As amostras foram
armazenadas sob congelamento para posterior
analise. Para a andlise dos conteudos de lactose,
glicose e galactose, foi utilizado o procedimento
descrito no item 2.4.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da Galactose na atividade de
B-Galactosidase

O efeito de diferentes concentragdes de
galactose na. atividade de P-galactosidase de
Kluyveromyces lactis esta representado na Figura 1.
Os simbolos representam as velocidades iniciais para
cada combinagdo lactose e galactose € as linhas foram
calculadas a partir do modelo de inibigdo competitiva

03 7

0,25 +

mM de glicose/min
o
- o
(3] N

[=]
-

(Figura 1). Os valores dos coeficientes cinéticog
estimados Vs K€ K, estdo apresentados na Tabely
1. Foi verificado que a presenga de galactose no meig
afetou a atividade de B-galactosidase na hidrolise da
lactose. A definigdo do tipo de inibigdo causada pela
galactose foi baseada no menor valor apresentado
pela soma de quadrados do residuo da regressdo. A
galactose foi um inibidor competitivo da reagdo comg
verificado por outros autores. Segundo BORGLUN ¢
STERNBERG (1972), 20,8 mM de galactose reduziu
em 37% a atividade hidrolitica da lactase de
Aspergillus foetidus. GREENBERG e MAHONEY
(1982) verificaram que a atividade da b-galactosidase
de Streptococcus thermophilus foi afetada pela
galactose de forma competitiva e o valor de K, foi
igual a 60 mM. O método utilizado para estimar os
coeficientes cinéticos foi a linearizagdo da equagdo
cinética originando o gréfico de Lineweaver-Burk de
I/v versus 1/s. .

Segundo DICKSON et al. (1979) o valor de

—e— 0mM de gal
—o0— 1mM de gal
—&— 5mM de gal
—a— 10mM de gal
—&—20mM de gal
—0— 30mM de gal
—X—40 mM de gal

Figura 1 - Efeito da concentragdo de substrato na Cinética de hidrélise de lactose por PB-galactosidase
na presenca de diferentes niveis de galactose. Dados experimentais (o) e ajuste (%) a
Competitiva ( Regressdo ndo-linear SAS).

modelo de Inibigdo

Tabela 1 - Valores estimados dos coeficientes cinéticos pelas equagdes de linearizagdo dos modelos k

tradicionais e regressdo ndo-linear pelo
iterativo Marquardt).

20 30 4
Lactose, mM

0 50 60

procedimento NLIN do Sistema SAS (método

V. (mM/min)

K, mM K, mM SQ do Residuo

da regressdo

Modelo de Michaelis-

Menten

Lineawear-Burk 0,278 2,525 - 0,0081
Langmuir 0,281 2,721 - 0,0074
Eadie-Hosftee 0,275 2,551 - 0,0079
Regressdo ndo-linear 0,280 2,609 - 0,0006
Competitiva 0,291 2,536 10,88 0,0256
Nido-Competitiva 0,320 4,538 91,393 0,0479
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K, para Kluyveromyces lactis foi 1,6 mM quando o
substrato foi ONPG e 16,8 mM quando o subs#rato
foi lactose. Segundo OHMIYA et al. (1977) os
coeficientes cinéticos V_, e K_ foram 0,33mM/min
e 30mM respectivamente estimados pelo grafico de
Lineweaver-Burk e o tipo de inibi¢do causado pela
galactose sobre a enzima de Kluyveromyces lactis foi
competitiva. CHAMPLUVIER et al (1988)
estimaram os valores de K e V_._para lactase de K.
lactis em 4,2+ 0,2 mM e 3,8 + 0,1 Ugp-mg™ peso
seco respectivamente pelo grafico de Eadie-Hofstee.
Através do método iterativo, de um procedimento
de regressdo ndo-linear descrito por Barlow (1983)
0s mesmos autores estimaram K_em 4,2 + 0,1 mM
eV,.em3,71 +0,02 U, mg' peso seco. SAITO et
al.,1994 utilizando um mutante de Escherichia coli
com uma enzima termoestavel, estimaram o valor
de K em 2mM e Ki em 14,7 mM ( pH 6,0 e 78°C)
pelo gréafico de Dixon € 0o mesmo tipo de inibigdo
competitiva, causado pelo galactose. Também foi
observado no trabalho de HENG et al. (1994) esse
tipo de inibigdo causado pela galactose sobre a enzima
imobilizada de Escherichia coli e os coeficientes
cinéticos foram determinados pela equagdo de
Michaelis-Menten com inibi¢gdo competitiva. Os
valores variam entre 0,309 a 0,263 pmol/min para
Vs 4,34 22,98 umol/ml para K_ e 34 a 82 pmol/
ml para K. De acordo com os resultados reportados,
verifica-se a ampla faixa de varia¢des dos coeficientes.
No presente trabalho, nas condi¢des descritas, foram
estimados valores de 0,291mM/min; 2,536 mM e
10,88mM para V_, ., K e K, respectivamente. A
vantagem da utilizagdo de programas de computadores
tem sido vista como uma melhor forma na estimativa
dos coeficientes cinéticos (V_,., K e K)) em
comparagdo com os métodos tradicionais de
linearizagdo propostos para a equagdo de Michaelis-
Menten e suas equacgdes derivadas (FONTES, 2001 e
1998). Com o uso de programas estatisticos, como
SAS, podemos determinar os valores mais provaveis
e precisos das constantes de reagdo € a0 mesmo tempo
definir o modelo que mais se ajusta aos dados
experimentais. Segundo SHUKLA et al. (1993) no
planejamento de reatores de enzimas, o tipo de
inibi¢@o por produto deve ser levado em consideragéo.
No caso de modelos baseados em inibi¢gdo competitiva,
o aumento na concentragdo de substrato pela pré-
concentragdo ou adi¢do de substrato fresco nos
reatores de bateladas ou continuo podera aumentar a
hidroélise da lactose. Conforme representado na Figura
2, a atividade da enzima ndo foi afetada pela glicose
nas concentragdes testadas.

3. 3 Efeito combinado de Galactose e
Glicose na Atividade da PB-
Galactosidase.

A Tabela 2 , mostra a influéncia da presenca
da mistura de galactose com glicose em varias

concentragdes, na velocidade de hidrdlise de
lactose. Assumindo,

V =f(Galactose)-f (Glicose)
e o modelo proposto no presente trabalho para
estimar o efeito da presenga de galactose na

velocidade da reac¢do ( f(galactose)), é possivel
estimar o efeito independente da glicose:

14
. 5
f(Glicose) = ——*——
f(Galactose)
0,4
035 T o — A
c B
g o3
g 0,251
8
=) 0,2
S 0,151
s
E o1
0,05 |
0 + + + + 1
0 10 20 30 40 50
Glicose, mM

Figura 2 - Efeito da concentragdo de glicose na
cinética de hidroélise de lactose por
B-galactosidase (Concentragdo de
lactose de 100mM).

X-
11 R
1 l,\ﬂ/A
@
8
2 09+
3
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08
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08

0 10 20 30 40 50
mM de glicose

Figura 3 - Efeito dos valores de f{glicose) para
as diferentes condig¢des iniciais de
reagdo na presenca de galactose.
(x) galactose = 10 mM, (A) galactose
= 30 mM e (o) galactose = 50 mM.

A Figura 3 apresenta os valores f(glicose)
para as diferentes condic¢des iniciais de reagdes.
Nido é possivel se observar nenhuma tendéncia
de efeito inibidor na velocidade da rea¢do devido
a presenga de glicose. A presenca de galactose na
mistura de rea¢do afeta a velocidade de hidrolise
da lactose.

Estes resultados comprovaram os resultados
anteriores, no qual concentra¢des de glicose na
faixa de 10 a 50 Mm ndo tem efeito inibidor.
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4 CONCLUSAO

A influéncia dos produtos (glicose e
galactose ) sobre a velocidade de hidrélise de
lactose por uma massa de células permeabilizadas
de Kluyveromyces lactis e as estimativas dos
coeficientes cinéticos Vmax., Km e Ki utilizando
um programa estatistico foram realizados. O
efeito de inibi¢cdo competitiva por galactose foi
observado e a glicose ndo afetou a velocidade de
hidrélise da lactose nas concentragdes testadas.
Com o objetivo de definir uma equagdo
matemdtica mecanistica capaz de descrever a
hidrdlise de lactose, sugerimos que:

10, 20, 30 and 40 mM) with different galactos
concentrations (0, 1, 5, 10, 20, 30 and 40 mM).Th
reaction was accompanied in spectrophotomete

DU in 510 nm for the measure of liberated

glucose.The units of absorvance were transforme
in glucose (mM), through a curve of appropriat
calibration. During the studies of the galactose effec
about the activity of the B-galactosidase, was used
statistical program of computer that aided in th
calculation of the kinetic coefficients (V_,, K an
K)) in a necessary and correct way and it also helpe
in the choice and definition of a model mechanistica
mathematical applicable in the understanding of th
process of lactose hydrolysis taking int
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Os valores de Vmax., Km e Ki utilizados
para esse modelo foram respectivamente a 0,291
+0,01 mM/min; 2,536 + 0,412 mM e 10,88 +
8,86 mM.

ABSTRACT

The effect of different galactose concen-
trations, glucose and of galactose mixture and glucose
in the kinetics of lactose hydrolysis for B-
galactosidase using permeabilized cell mass of
Kluyveromyces lactis as biocatalisador was accom-
plished. The experiments were accomplished in
room temperature (25°C), using a suspension of
Img/ml of permeabilized cell mass in phosphate
buffer in the reaction mixture. For the galactose
effect in the activity of the enzyme, they were
different combined lactose concentrations (0, 1, 5,

(SAS). The kinetic coefficients V., K_and K als
dear for the same program, corresponde
respectively to 0.291 + 0.0lmM/min; 2.536 + 0.41
mM and 10.88 + 8.86 mM in the interval of trust o
95%. The inhibition type caused by the galactos
presence was competitive for B-galactosidase o
Kluyveromyces lactis.

Keywords: Inhibition kinetics; galactose
lactose hydrolysis.
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Tabela 2 - Influéncia das concentragdes de glicose e galactose na velocidade de hidrdlise de lactose.

glicose,mM galactose, mM V- (mM/min) f (galactose)” f (glicose)™
10 10 0,3005 0,2775 1,083
30 10 0,3066 0,2775 1,105
50 10 0,2994 0,2775 1,079
10 30 0,2534 ° 0,2656 0,954
30 30 0,2411 0,2656 0,908
50 30 0,2702 0,2656 1,017
10 50 0,2298 0,2548 0,9019
30 50 0,2044 0,2548 0,8022
50 50 0,2253 0,2548 0,8843

*f(Galactose)=(Vmu'S'K,)/(K,'S+K",‘K,+I~K,,.) Assumiu-se os valores dos coeficientes cinéticos par
inibicdo competitiva da Tabela 1 ¢ S = 100mM.

** f(Glicose) =V, f(Galactose)
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VALIDADE E ANALISE DE SENSIBILIDADE DOS COEFICIENTES
CINETICOS DO MODELO MATEMATICO MECANISTICO
PROPOSTO PARA PREDIZER A CINETICA DE HIDROLISE DE
LACTOSE POR B-GALACTOSIDASE DE CELULAS
PERMEABILIZADAS DE KLUYVEROMYCES LACTIS

Validity and sensitivity analysis of the kinetic coefficients of a mechanistical
mathematical model proposed to predict lactose hydrolysis by B-galactosidase in
permeabilized cell mass of kluyveromyces lactis

RESUMO

Um modelo mateméatico mecanistico foi desenvolvido para descrever a hidrdlise de
lactose, levando em consideragdo o efeito de inibigdo por galactose. Foi utilizado um
sistema dindmico de equagdes diferenciais ordinérias da variag@o de lactose, glicose e galactose
com o tempo. Essas equag¢des foram resolvidas no programa Fortran 90 que gerou uma
tabela de dados simulados de lactose, glicose e galactose ao longo do tempo. A andlise de
sensibilidade dos coeficientes do modelo foi realizada variando em + 20% os valores dos
coeficientes cinéticos. As concentragdes de glicose e galactose ndo foram influenciadas
pelas variagdes nos coeficientes K e K, sendo que um aumento no valor de V__em 20%
observou-se um melhor ajuste do modelo com os dados experimentais. Para a validagdo do
modelo, foram realizados testes de hidrélise em solug@o tampdo fosfato contendo 5% de
lactose e em leite desnatado com teor de lactose de 4,8%. O modelo representou
satisfatoriamente o processo de hidrolise em solug¢do tampdo fosfato com 5% de lactose.
Para esta solug@o a variagdo entre o valor medido e o predito de glicose foi de 4%, quando
75% de hidrolise foi atingida, alterando o valor de V
lactose do leite, verificou-se uma variacdo entre as concentragdes de glicose medida e
predita de 13% quando 85%da hidroélise foi atingida. Os dados simulados pelo modelo
apresentaram boa correlagdo com os dados experimentais originados da hidrélise de lactose
em tampdo fosfato contendo 5% de lactose € em leite desnatado.

1 INTRODUCAO

Estudos cinéticos em processos enzimaticos
tém sido amplamente considerados no projeto de
reatores e controle de processos fornecendo
informagdes sobre mecanismos basicos de reagdo e
outros fatores que caracterizam as propriedades o
sistema (FONTES, 2001). A utilizagdo de programas
computacionais tem uma grande aplicagdo em
principios cinéticos na determinag@o dos valores
mais provaveis e da precis@o dos coeficientes
cinéticos (FONTES, 1998). A definigdo de um

1 Professores DS, Centro Federal de Educagdo Tecnolégica de Rio Pomba, Rio Pomba-MG; :
2 Professora phD, Departamento de Microbiologia, BIOAGRO, Universidade Federal de Vigosa,Vigosa-MG;
3 Professor phD - Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG.
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em 30%. No caso da hidrélise da

max

modelo matematico mecanistico que descreva a
cinética de hidrélise de lactose é de grande
importdncia no planejamento de um bioreator
adequado. Um modelo matemético de um processo
particular consiste de uma ou de um conjunto de
equagdes que descrevem o processo. Os modelos
mateméaticos podem ser classificados como empiricos
ou mecanisticos. Modelos empiricos descrevem
meramente 0 comportamento do sistema com base
nos dados experimentais, ndo refletindo o completo
entendimento do sistema. Assim, um modelo
empirico possui apenas uma fungdo descritiva. Tal
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modelo vem sendo usado em alimentos para predizer
a vida de prateleira dos produtos, detectar pontos
criticos na produgdo e distribuicdo (ZWIETERING
et al., 1990). Quando o objetivo do modelo é o
entendimento global do sistema, ¢ necessario a
utilizagdo de um modelo mecanistico (BAILEY e
OLLIS, 1986 ¢ PARULEKAR, 1985). Exemplos
de modelos mecanisticos podemos citar a equagiode
Michaelis Menten e sua derivadas utilizadas para
descrever a cinética de enzima; a equagdo de
Arrhenius e outras mais. Segundo REKLAITIS,
(1983) uma vez definida a equagdo, o seu 6timo
ainda ndo estd completo. De fato, a equagdo vai
servir como uma base nos estudos de validagdo e
andlise de sensibilidades para as mudangas ocorridas
nos pardmetros da equag@o. Para a equagdo ser
valida, ela terd que representar o 6timo e
satisfatoriamente as condigdes reais do sistema para
determinadas condicdes. A proxima fase de avaliagdo
do sistema é determinar a sensibilidade da solugdo
para as mudancas ocorridas nos pardmetros do
modelo. Isso é chamado de anélise de sensibilidade.
Ha vérias razdes para executar uma andlise de
sensibilidade: 1) Achar um ou mais pardmetros com
correlagdo a qual o 6timo da solug@o € muito sensivel,
2) Extrair informacoes sobre adi¢do ou modificagdes
no sistema para melhorar a operagdo como um todo;
3) Esclarecer o efeito no sistema das variagdes na
imprecisdo dos pardmetros conhecidos; 4) Sugerir
os efeitos provaveis de variagdo nos extremos dos
pardmetros que s@o incontrolaveis. Pelo fato deste
tipo de informag¢do ser tdo importante na
implantacdo de uma solu¢do num sistema real, uma
andlise de sensibilidade detalhada ¢, em muitos casos,
mais valiosa que a propria solugdo Otima atual. O
objetivo desse trabalho foi realizar um estudo sobre
as variagdes nos coeficientes cinéticos do modelo
matemadtico proposto para a hidroélise de lactose,
assumindo galactose como inibidor e verificar a
aplicagdo do modelo em um meio sintético com 5%
de lactose € em leite.

2 MATERIAL E METODOS

Os dados utilizados nessa analise foram obtidos
nos Laboratorios de Fisiologia de Microrganismo do
Departamento de Microbiologia (DMB), instalados
no Nicleo de Biotecnologia Aplicada & Agropecuaria
(BIOAGRO) e analisados no Laboratorio de
Computagdo do Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Vigosa.

2.1 Nomenclatura

Os seguintes termos foram usados:
[S] = concentragdo de lactose em milimolar;
[ I] = concentrag¢do do inibidor (galactose) em
milimolar;
V = velocidade de reagdo em milimolar/minuto;

Os seguintes coeficientes foram usados:

V..« = velocidade maxima de reagdo em milimolar/
minuto;

K_ = constante de Michaelis-Menten em
milimolar;

K, = constante de inibi¢do em milimolar,

K = taxa de desvio de galactose para reagdo de
transferase em mM/min;

2.2 Estimativa da constante K

Para estimar a constante K foram utilizados
os dados de concentragdes de glicose e galactose,
produzidos na hidrolise de 100 mM de lactose, durante
3h de reagdo, em temperatura ambiente, contendo
Img/mL de massa de célula permeabilizada de
Kluyveromyces lactis contendo a enzima f-
galactosidase. Foram retiradas 500l de amostra a
cada intervalo de 15 min até 3 horas de reagdo. A
reagdo foi paralisada com adi¢do de 5001l de TCA
4,5%. Foi assumido uma reagdo equimolar de um
milimolar de lactose para cada milimolar de glicose e
galactose produzida. Os contetidos de glicose foram
determinados por HPLC, conforme descrito no item
2.4. A constante K foi estimada a partir da inclinagéo
da reta do grafico de galactose utilizada na reacgéo de
transferase em mM em fung¢do do tempo de reagdo.

2.3 Solucdo numérica e andlise de
sensibilidade dos coeficientes do
modelo

O sistema dindmico d e equagdes diferenciais
ordinarias foi resolvido por meio do método
Runge-Kutta Fehlberg 45° ordem, escrito por Hien
T. Tran, com variacdo no tamanho do passo
(PASSOS et al., 1994) utilizando um computador
pentium 100 e linguagem Fortran 90 trabalhando
em ambiente Windows. As equacdes diferenciais
ordinérias foram:

d(Lactose) _ ¥ max-S
a I
S+Km- (l + 7(7)
d(Glicose)  d(Lactose)
a dt
d(Galactose) _  d(Lactose)
o - a kil

Uma subrotina foi desenvolvida, usando-se
como variaveis de entrada os valores iniciais de
lactose, glicose, galactose, constante K e tempo de
reacdo, com a geracdo de tabelas com as variagdes ao
longo do tempo de lactose, glicose e galactose. Para
ilustrar o efeito das variagdes nos coeficientes
cinéticos do modelo, foram realizadas simulagdes,
alterando em + 20% os valores estimados por
FONTES (1998) dos coeficientes do modelo V

max’

K_ e K, que corresponderam a 0,291 + 0,01mM/min,
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2,536 + 0,412 mM e 10,88 + 8,86 mM no intervalo
de confianga de 95%, respectivamente.

2.4. Verificagdo da Validade do Modelo

Para avaliar a validade do modelo foram

realizados testes de hidrolise em solugdo 5% lactose
(lactose foi diluida no tampdo fosfato) e em leite
desnatado contendo 4,8g/L de lactose. Foi utilizado
como reator 2 erlenmyers de 125 ml contendo cada
um 50ml de leite e 50 ml de solugdo de lactose 5% .
Foi adicionado 50 mg de massa de células
permeabilizadas em cada erlenmyer para obter no
final uma concentra¢do Img/ml. Foram retirados
500p! de amostra do reator em intervalos de tempo
de 15 minutos, no total de 450 minutos (7,5 horas) e
a reagdo foi paralisada com 500ul TCA (4cido
tricloroacético) 4,5%. As amostras foram congeladas
para que posteriormente fossem analisadas. Apos
serem descongeladas, foram centrifugadas em uma
microcentrifuga a 9000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi retirado e diluido em agua ultrapura.
Os conteudos de glicose foram determinados em
Cromatografia Liquida de Alto Desempenho no
equipamento HP 1050M (Hewlett Packard)
utilizando coluna HPX 87 H(Bio Rad) e detector de
indice de refragdo. Os carboidratos foram eluidos da
coluna com H,SO, 0,005M num fluxo de 0,7 ml/
min e temperatura de 60 °C. Também os contetdos
de glicose foram determinados por espec-
trofotometria utilizando sendo que ao volume da
mistura de reagdo (500 pl) foi adicionado 2ml de
reagente GOD-PAP® para analise espectrofo-
tométrica de glicose produzida durante reagdo. Na
andlise espectrofotométrica 0 GOD (Glicose Oxidase)
oxida a glicose, que foi liberada da hidrolise da lactose,
para dcido gliconico resultando num produto de cor
violeta com a intensidade de cor proporcional a
concentragdo de glicose no meio. O principio da
reacdo é:

GOD-PAP
Glicose+0, + H,O, <> Acido Glicénico+ H,0,
As reagdes foram acompanhadas em
espectrofotometro (Beckman DU® 640), com-
primento de onda de 510nm, que forneceu uma
curva da variagdo de absorvdncia com o tempo de
reacdo. No inicio da curva, temos a adaptagdo das
enzimas envolvidas no sistema de rea¢do (GOD-
PAP e B-galactosidase) que logo em seguida atinge
o steady-state, ou seja, velocidade constante de
reagdo. A inclinacdo da reta apresentada para cada
curva correspondeu as velocidades iniciais para cada
combinagdo de célula permeabilizada e de lactose.
A conversdo de absorvadncia em unidades de mM de
glicose, foi feita a partir de uma curva padrdo. Os
dados estimados pelo modelo foram comparados
com os dados experimentais da hidrélise de lactose
em leite desnatado e solugdo de 5% de lactose.

Instituto de Laticinios Candido Tostes

3 RESULTADOS E DICUSSAO

3.1 Estimativa da constante K.

Durante as analises em HPLC, foi assumido
uma reagdo equimolar de um milimolar de lactose
para cada milimolar de glicose e galactose produzida,
mas foi observado que a reagdo de hidroélise de lactose
ndo gerava concentragdes iguais de glicose e de
galactose como era previsto. Uma possivel
justificativa é o envolvimento da galactose em
reacdes de transferases para formar oligossacarideos
que pode ser observado na Figura 1 indicado pela
seta. Outra justificativa que pode fortalecer essa
sugestdo é que durante as analises em HPLC, foi
observado uma relagdo do pico formado com a
concentracdo de galactose, ou seja, & medida que o
pico aumentava, a concentragdo de galactose foi
menor que o valor esperado (Figura 1).

r

4.0ed4

Glucose 7.789
Galactose 8.349

Lactose 6.631

3.0e4

2.0ed4 |

1.0ed4 A

.

Time (min)

Figura 1 — Cromatograma da hidrélise de lactose
em glicose e galactose no tempo de
3 horas de reacio.

§=0,0554x+0,0328
R* =0,9969

(Glicose - Galactose), mM
(=]

0 50 100 150 200
Tempo, min

Figura 2 - Determinagdo da taxa de utilizagd
(K) de galactose utilizada em reaga
de transferase durante o estudo d
hidrolise de lactose.
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_A Figura 2 ilustra o calculo do valor de K
que foi utilizado para corrigir os valores estimados
da. concentracdo de galactose que possivelmente
foi desviada para reacdo de transferase. Pela
regressdo linear dos dados, estimou-se um valor
de K correspondente a 0,0554mM/min.

3. 2 Solu¢dio numérica e andlise de
sensibilidade dos coeficientes do
modelo.

As Figuras 3, 4 ¢ 5 mostram a hidrolise de
lactosp na presenca de glicose e galactose. A
quar}tldade de lactose hidrolisada foi calculada a
partir da glicose formada. Og simbolos representam
0s d.ados experimentais e a linha o modelo proposto,
Variagdes em 20% nos valores Km e Ki nﬁc;
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Figura 3 - Efeito das variagdes em Vmax. sobre

a hidrélise de lactose na presenca de
glicose e galactose (.)V_ 20%e
(=) V.. +20%. Os simbolos
representam os dados experimentais
(0) galactose e (A) glicose
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afetaram a hidrélise de lactose. Enquanto que para
0 valor de Vméx estimado foj aumentado em 20%
[ mo(.1e10 se adequou melhor aos dados experi:
mentais para as concentragdes iniciais de 30 e 10
mM de glicose e galactose respectivamente.

3. 3 Verificacio da Validade do Modelo

As Figuras 6 e 7, mostram a hidroélise de
lactos§ numa solu¢do contendo 5% de lactose e
em leite respectivamente. Os simbolos repre-
sentam os dados experimentais e as linhas o
modelo proposto para hidrolise de lactose em
func¢do da formagdo de glicose no meio. O
modglo representou satisfatoriamente o procésso
de hidrélise em solugdo 5% de lactose com 0
aumento no valor de Vmax. de 30%. Para essa
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Figura 4 - Efeito das variagdes em Km sobre a
hi.drc')lise de lactose na presenca de
glicose e galactose (...) K, -20% e (-
=) K, +20%. Os simbolos
representam os dados experimentais
para (o) galactose e (A) glicose.
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solugdo a variacdo entre o valor medido e o valor
predito de glicose foi de 4 %, quando aproxima-
damente 75% da hidrélise de lactose foi atingida.
Observa-se na Figura 7, que a taxa de hidrolise de
lactose em leite foi ligeiramente maior que a taxa
de hidrdlise proposto pelo modelo. Para hidrélise
no leite, verificou-se uma variagdo entre as
concentragdes de glicose medida e predita de 13%
quando aproximadamente 85% da hidroélise foi
atingida. Resultados de MAHONEY e ADAMCHUCK
(1980), indicaram que a atividade de lactase (B-
galactosidase) de leveduras possuem maior
atividade em leite desnatado que em solugdo
tampdo. Os autores sugerem que os componentes
do leite, principalmente as proteinas do soro e
caseina, foram ativadores dessa enzima em
Kluyveromyces fragilis.
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Figura 5 - Efeito das variagdes em K, sobre a
hidrolise de lactose na presenga de
glicose e galactose (....) K, -20% € (--)
K, +20%. Os simbolos representam (0)
galactose e (A) glicose.
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Figura 6 - Hidrolise de lactose em solucdo de
5% de lactose. Os simbolos (0)
representam as concentragdes de
glicose obtida em HPLC e (x) em
espectofotdmetro. A linha representa
os valores estimados pelo modelo
com V_,. +30% .
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Hidrolise de lactose em leite. Os
simbolos (0) representam as_
concentragdes de glicose obtida em
HPLC e (x) em espectofotometro. A
linha representa os valores estimados
pelo modelo com V_ . + 62,5% .

Figura 7 -

4 CONCLUSOES

Novas linhas de trabalho podem ser condu-
zidas a partir dos resultados aqui obtidos. A
constru¢do de um bioreator enzimético para
producdo continua de leite e,ou soro hidrolisado
utilizando para isso um sistema de enzima
imobilizada deve-se levar em conta parametros
cinéticos obtidos com a enzima solavel.

ABSTRACT

The mechanistical mathematical model was
developed to describe the lactose hydrolysis,
taking into consideration the inhibition effect
for galactose. It was used a dynamic system of
ordinary differential equations of the lactose
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variation, glucose and galactose with the time.
Those equations were resolved in the Fortran 90
program that generated a table of simulated data
of lactose, glucose and galactose along the time.
The analysis of sensibility of the coefficients of
the model was accomplished varying in = 20%
the values of the kinetic coefficients. The
glucose concentrations and galactose were not
influenced by the variations in the coefficients
K_ and K,, and an increase in the value of V__ in
20% a better adjustment of the model was
observed with the experimental data. For the
validation of the model, hydrolysis tests were
accomplished in solution phosphate buffer
containing 5% of lactose and in skimmed milk
with of 4.8% lactose. The model represented
the hydrolysis process satisfactorily in solution
phosphate buffer with 5% of lactose. For this
solution the variation among the measured value
and predicted of glucose was of 4%, when 75%
of hydrolysis were reached, altering the value of
V. in 30%. In the case of the lactose hydrolysis
of the milk, a variation was verified among the
concentrations of measured glucose and predicted
of 13% when 85% of lactose hydrolysis was
reached. The simulated data for the model
presented good correlation with the originated
experimental data of the lactose hydrolysis in
half synthetic containing 5% of lactose and in
skimmed milk.
Keywords: Milk; galactose; inhibition.
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TRATAMENTO TERMICO DO SORO DE QUEIJO PARA
DETERMINACAO DE CONDICOES IDEAIS PARA PRODUCAO DE?
B-GALACTOSIDASE POR FERMENTACAO COM KLUYVEROMYCES

MARXIANUS

Thermal treatment of cheese whey for determination of suitable conditions for -
galactosidase production by Kluyveromyces marxianus fermentation.

RESUMO

Sara Hott';

Lorena Machado Amaral;
Raul J. H. Castro-Gémez?;
Claudia E. C. Bravo-Martins’*

Nos tltimos anos tém-se estudado aplicagdes vidveis para o soro do quei jo, d.evido ao
grande volume produzido diariamente e da poluigdo ambiental causa(?a pela aus:énCLa de um
destino adequado para o mesmo. Dentre as varias pesquisas de aproveitamento blotecpologlcc?
do soro de queijo, destaca-se a sua utilizagdo como substrato para fermenta¢do v1sagd9 a
obtengdo de vérios produtos, dentre eles a ﬁ-galactosida_se. E;te trabalholteve como objetivo
tratar o soro de queijo termicamente para extinguir a microbiota cpntammante sem alterar a
estabilidade da estrutura protéica. O soro de queijo foi tratado termlgamente por vapor fluente
durante 3, 5, 10 e 15 minutos € por pressdo durante 3, 5, 10 e 15 minutos. Apos 9 _tratz}mento
térmico, foi feita uma contagem em placas em meio de cultgra PCA e a precipita¢do das
proteinas foi verificada visualmente. Os resultados experimgntalg mostraram que o tratamento
sob pressdo é eficaz para inviabilizar o crescimento ml_croblano, entretanto ocorre uma
desnaturagdo protéica bem acentuada. Ja o tratamento térmico por ngor _ﬂ}lente fon' eficaz na
eliminagdo dos microrganismos e ndo ocorreu a desnaturagdo protelca visivel. Assim, para a
produgdo de B-galactosidase sera empregado o tratamento térmico sob_vapor fluentg.

Palavras-chave: P-galactosidase, desnaturagdo protéica, aproveitamento
biotecnolégico, Kluyveromyces marxianus

1 INTRODUCAO

O soro, resultante da fabricagdo de queijos,
representa um subproduto da industria laticinista
rico em componentes nutricionais. A utilizagdo
industrial desse subproduto vem nas iltimas
décadas tendo grande desenvolvimento, tomando
proporg¢des cada vez maiores, tendo-se em vista
a caréncia alimentar em varias partes do mundo.
Além de ser rico em proteina, lactose e sais
minerais o seu processamento vem contribuir para
o meio ambiente (SOUZA, et al., 2004). Segundo

i ilei ; WANA;
dados da Associagdo Brasileira das Industrias de gerada  por SS?SSCPOIS\IeStZrNO‘(MACRASTRO-
Queijo-ABIQ, a produgdo anual de queijos no KENNEDY,1988; ;

Brasil tem-se mantido em cerca de 350.000 GOMEZ,1995).
1 Alunas da Faculdade de Farmacia e Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora, MG.

2 Professor Titular do Departamento de Alimentos e Medicamentos, Universidade Estadual de Londrinel, PB.
3 Professora da Universidade Tecnologica Federal do Parana — UTFPR — PR (*autor para correspondénci

claudiacastro@utfpr.edu.br)
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toneladas nos ultimos anos, o que corresponde 3
produgdo de cerca de 3,5 milhdes de toneladas de
soro de queijo utilizado principalmente como
alimento animal na sua forma bruta ou processado
em po para a produgdo de biscoitos € alimento
lacteos (PONSANO; CASTRO-GOMEZ,1995). O
elevado custo para a desidratagdo do soro limita.
sua adogdo como pratica comum (MORESI,1994).
Consequentemente, grande parte do soro de guei j(? ;
produzido em diversas partes do mundo ainda €
incorporado as dguas residuais dos laticinios, s'endo
a principal fonte poluidora do meio ambiente
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De forma a implementar agdes de incor-
poragdo tecnologica para reduzir os problemas
ambientais, agregar valor ao produto € aumentar
fontes de renda, sdo necessarios dados sobre o
perfil microbiolégico deste produto. Assim, desde
o momento de pasteurizagdo do leite até a fase de
separagdo da coalhada e do soro, uma serie de
condi¢des podem influenciar a quantidade de
microrganismos do soro, principalmente nessa
fase final, quando parte da microbiota permanece
na coalhada que dara origem ao queijo e parte
permanente do soro (CHIAPPINI et al.,1995a).

A contagem de bactérias aerobias mesofilicas
vidveis serve para indicar as condig¢des de
contamina¢do das matérias-primas e de limpeza e
desinfec¢do durante o processamento. Condigdes
inadequadas de temperatura/tempo durante a producéo
ou conservagdo de um alimento, também sdo indicadas
pela presenga de grande numero de bactérias
mesofilicas. Além disso, elevadas contagens de
mesofilos podem significar perigo em potencial para
o consumidor, uma vez que a maior parte das bactérias
patogénicas cresce em temperaturas em torno de
37°C. Mesmo sem apresentar alteragdes das
caracteristicas sensoriais, alimentos com elevadas
contagens destes microrganismos devem ser
considerados como inaptos para o consumo
(THATCHER, CLARK, 1973).

A utiliza¢do de soro de queijo produzido
pela industria de laticinios representa uma
importante fonte de matéria-prima barata para a
produgdo de extratos de leveduras e sintese de -
galactosidase, j4 que o soro muitas vezes €
descartado, gerando um efluente de grande
potencial poluente (PONSANO, 1992).

A principal importancia industrial da B-
galactosidase estd na sua aplicagdo na industria de
laticinios, possibilitando a produ¢do de alimentos
com baixos teores de lactose, melhorando as
propriedades fisicas e quimicas como solubilidade
e digestibilidade do leite e derivados lacteos, ideais
para consumidores intolerantes & lactose.

Esta enzima tem sido usada preferen-
cialmente na forma livre nas inddstrias de laticinio
em todo o mundo, porém em fung¢do de seu custo
relativamente elevado, tem havido grande interesse
na imobilizagdo de B-galactosidase, porém até o
momento ndo se obteve um catalisador com todas as
propriedades desejadas para uso industrial. Outra
alternativa € a redu¢do do custo de produgdo na sintese
da enzima, utilizando meios de cultura mais baratos,
tais como o soro de queijo (SANTIAGO et al, 2004).

O desenvolvimento de um processo adequado
e economicamente vidvel para gera¢do de um
subproduto valorizado pode permitir ao setor de
laticinios diversificar seu portfolio de negdcios e
aumentar a sua receita. Um aspecto relevante na
otimizagdo de um meio fermentativo de interesse

industrial ndo € s6 conseguir uma formulagdo racional
do meio, sendo que também a possivel inclusdo de
matéria prima de baixo custo que faga o processo
rentavel. Isto tem levado a busca de subprodutos de
baixo valor, que possam substituir componentes de
custo elevado do meio fermentativo € que possam
ser utilizados como fontes de carbono ou nitrogénio
nos meios fermentativos.

Com o crescente uso do soro como fonte
de matéria-prima para produtos alimenticios,
torna-se necessario o controle higiénico e
sanitario desde subproduto da industria de
laticinios, para que ele ndo se torne, alem de um
carreador de nutrientes, um veiculador de
microrganismos nocivos a satiide do consumidor
(CHIAPPINI et al.,1995a).

De acordo com o exposto, o objetivo deste
trabalho foi tratar o soro de queijo termicamente
para eliminar a microbiota contaminante sem
alterar a estrutura protéica para futuramente
otimizar pardmetros para a producd@o de a-
galactosidase por Kluyveromyces marxianus.

2 MATERIAL E METODOS

O soro de queijo utilizado nos experimentos
foi obtido na fabricagdo de queijo Minas Frescal
no Laboratério de Tecnologia de Alimentos da
Faculdade de Farmécia e Bioquimica da UFJF.

As amostras de soro de queijo foram
coletadas logo apds a fabricag@o do queijo e levadas
imediatamente ao laboratério de Andalise de
Microbiologia de Alimentos e Biotecnologia da
Faculdade de Farmacia e Bioquimica da UFJF para
realizagdo do tratamento térmico e analises
microbioldgicas.

Aliquotas de 100 mL de soro de queijo foram
tratadas termicamente em autoclave por vapor
fluente durante 3, 5, 10 e 15 minutos e sob pressdo
a 121°C durante 3, 5, 10 e 15 minutos. O
delineamento experimental foi realizado com 2
tratamentos térmicos diferentes, com 4 tempos de
exposi¢do, 3 repeticdes e andlises microbioldgicas
em duplicata. A precipitagdo das proteinas foi
verificada visualmente.

Apds o tratamento térmico, as amostras
foram submetidas a contagens de bactérias
mesofilas aerdbicas utilizando-se placas de Plate
Count Agar (PCA) incubadas invertidas a 36 + 1°
C por 48 horas (BRASIL, 1981). A contagem das
colonias nas placas foi feita utilizando-se um
contador de coldnias. A unidade utilizada foi de
UFC mL" de soro de queijo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a importdncia das ag¢des de
incorporagdo tecnolégica do soro de queijo in
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natura para reduzir os problemas ambientais € o
seu aproveitamento em processos biotecnolo-
gicos, foram realizados testes com diferentes trata-
mentos térmicos na eliminagdo da carga micro-
biana contaminante sem que houvesse alteragdo
visivel da estrutura protéica.

Os resultados obtidos da contagem de
bactérias mesofilas aerébicas nas amostras de soro
de queijo e a descrigdo da desnaturagdo protéica
estdo apresentados na Tabela 1.

O tratamento térmico por pressdo ¢ eficaz
para inviabilizar o crescimento microbiano,
entretanto os resultados experimentais mostraram
uma desnaturagdo protéica visivel bem acentuada,
inviabilizando seu uso, neste caso. Ja o tratamento
térmico por vapor fluente foi eficaz na eliminagdo
dos microrganismos e ndo ocorreu a desnaturagdo
protéica visivel, apresentando contagem de
bactérias mesodfilas aerdbias apenas na amostra
submetida vapor fluente durante 3 minutos, com
uma média 1,78x10* UFC mL".

Observou-se que o tratamento térmico por
vapor fluente durante 5, 10 e 15 minutos foi
eficiente para inativagdo dos microrganismos
presentes no soro de queijo, sendo que a precipitagdo
é menos evidenciada em um tempo menor de
exposi¢do ao calor. O tratamento térmico durante
3 minutos por vapor fluente ndo foi suficiente para
eliminar os microrganismos contaminantes.

Do ponto de vista das proteinas, a principal
alterac@o consiste na desnaturagdo protéica,
fendmeno este dependente tanto da intensidade
do aquecimento quanto do tempo de aplicagdo do
calor. Os resultados neste experimento demons-
tram claramente o efeito destas variagdes. As
proteinas do soro de queijo sdo as mais termolabeis,
ao contrario das caseinas, nio formam micelas,
encontrando-se molecularmente dissolvidas e
suscetiveis a desnaturagdo térmica. Entre estas a
o-lactoalbumina é a mais resistente, seguida pela
B-lactoglobulina, albumina e imunoglobulinas
(SGARBIERI, 2005 ).

Tabela 1 — Tratamento térmico do soro, desnaturagdo protéica e contagem microbiana

Os conhecimentos sobre os mecanismos da
acdo fisiolégica das proteinas do soro de queijo
no crescimento microbiano sdo ainda muito
incompletos, porém sabe-se o conjunto das fragdes
protéicas e ndo protéicas tém sido chamadas de
fatores de crescimento (SGARBIERI, 2004). Em
pesquisas recentes Saron (2004) demonstrou a
eficacia do permeado da ultrafiltragdo do soro de
queijo como fator de crescimento em meios de
cultura de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium lactis, probioticos utilizados na
formulagdo de alimentos funcionais e Nobrega et
al. (2005) evidenciaram que em meio a base de
soro formulado com prebidticos houve um efeito
favoravel sobre o crescimento de Bifidobacterium
lactis, podendo ser utilizado como meio
alternativo para probidtico.

c

4 CONCLUSAO

A utilizagdo de meios de cultivo alternativos
de interesse industrial tem sido empregados para
o crescimento de varios microrganismos com o
objetivo de diminuir custos. Assim, para a
produgdo de P-galactosidase sera empregado o
soro de queijo in natura tratado termicamente
sob vapor fluente por 5 minutos.

ABSTRACT

In the last years studies have been made to
find viable applications to the cheese whey due to
the large volume produced daily and the environment
pollution caused by the absence of an appropriate
destination for it. Among many researches in
biotechnological utilization of cheese whey came of
its use as a substrate for fermentation aiming to obtain"
some products being one of those the B-galactosidase.
This study had the objective to heat treat cheese
whey to eliminate the contaminant microorganisms
without modifying the stability of the protein
structure. The cheese whey was heat treated with

Amostra Tempo Desnaturagédo Média da
(minutos) Protéica Contagem Global
(UFC mL™")
Pressdo 121°C 3 +
Pressdo 121°C 5 +
Pressdo 121°C 10 +
Pressdo 121°C 15 +
Vapor Fluente 3 -
Vapor Fluente 5 -
Vapor Fluente 10 -
Vapor Fluente 15 +
T.eoenda: sinal - = auséncia; sinal + =presenga

dom
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flowing steam for 3, 5, 10 and 15 minutes and with
pressure for 3, 5, 10 and 15 minutes. After the thermal
treatment a counting in plates was made in PCA
growth medium and the protein precipitation was
verified visually. The experimental results showed
that the treatment under pressure is efficient to
control de microbiological growth, but a huge protein
precipitation happened. However the thermal
treatment with flowing steam was efficient in the
microorganism’s elimination without visible protein
denaturation. Thus, for the production of &-
galactosidase we will use a thermal treatment with
flowing steam.

Keywords: p-galactosidase, protein
denaturation, biotechnical use, Kluyveromyces
marxianus

5 REFERENCIAS

BRASIL. Secretaria Nacional de Defesa
Agropecudria. Laboratério de Referéncia Animal.
Meétodos Analiticos oficiais para controle de
produtos de origem animal e seus ingredientes.
Métodos Microbiologicos,1981.

CHIAPPINL C. C.J.; FRANCO, R.M; OLIVEIRA,
L. A. T. Avaliagdo do soro de queijo quanto as
bactérias heterotroficas aerobias mesdfilas e
psicréfilas viaveis. Revista ILCT, n. 292, v. 50(1),
p- 22-27, 1995.

MARWANA, S. S.; KENNEDY, J. F. Review: whey
pollution problem and potencial. /nternational
Journal of Food Science and Technology, v. 23,
p. 323-336, 1988.

MORESI, M. Cost/benefit analysis of yeast and yeast
autolysate production from cheese whey. [talian
Journal of Food Science, v. 6, p. 357-370, 1994.

NOBREGA, L. O.; MATSUBARA, S. T.; CASTRO-
GOMEZ, R. J. H.; GARCIA, S. Interagdes entre
prebidticos € Bifidobacterium lactis BB-12 em
meio a base de soro. Anais do XXII Congresso
Nacional de Laticinios, n° 345, vol. 60. Juiz de
Fora, jul./ago., 2005

PONSANO, E. H. G.; CASTRO-GOMEZ, R. J. H.
Fermentacdo de soro de queijo por Kluyveromyces
fragilis como uma alternativa para a redugdo de
sua carga poluente. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v. 15, p. 170-173, 1995.

PONSANO, E. H. G.; CASTRO-GOMEZ, R. J. H.
Soro de leite- Obtencdo, Caracteristica e
Apreveitamento: Revisdo. Semina, v. 13, p. 92-
96, 1992.

SANTIAGO, Patricia A. et al. Synthesis of beta-
galactosidase by fermentation of cheese whey
by Kluyveromyces marxianus. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 24, n.
4, 2004. Disponivel em: http://www.scielo.br/
scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0101-
20612004000400015&Ing=en&nrm=iso>.
Acesso em: 13 fev. 2007.

SARON, M. L. G. Aproveitamento do permeado
do soro de leite bovino através da transfo-
rmacdo da lactose em lactulose e como ingre-
diente para meios de cultura probioticas.
Disserta¢do. Campinas: Faculdade de Engenharia
de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas, 2004.

SGARBIERI, V. C. Revisdo: Propriedades Es-
truturais e Fisico-Quimicas das Proteinas do Leite.
Braz. J. Food Technol., v. 8, n. 1, p. 43-56, jan/
mar., 2005.

SGARBIERI, V. C. Propriedades Fisioldgicas-
funcionais das Proteinas do Leite. Ver. Nutr.,
Campinas, 17 (4): 397-409, out./dez., 2004.

SOUZA, K. S.; CHEHADI, M. C. G; VIEIRA,
J. A. G. Propriedades térmicas do soro de queijo.
Anais do XXI Congresso Nacional de
Laticinios, n® 339, vol. 59. Juiz de Fora, jul./
ago., 2004

THATCHER, F. S.; CLARCK, D.S. A4nalisis
microbiolégica de los Alimentos. Zagarosa,
Acribia, 271p., 1973.



Instituto de Laticinios Candido Tostes

Pag. 36 Rev. Inst. Latic. “Cdndido Tostes”, Nov/Dez, n°® 365, 63: 36-40, 2008

DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE FILME ATIVO
INCORPORADO COM OLEO ESSENCIAL DE OREGANO
(ORIGANUM VULGARE L.) NO CRESCIMENTO DE LISTERIA
INNOCUA EM QUEIJO MINAS FRESCAL

Development and evaluation of active filim incorporated with oregano essential oil
(Origanum vulgare L.) on Listeria innocua growth in “Minas frescal” cheese

Nilda de Fdtima F. Soares!
Paula Santiago-Silva?

2

Washington Azevedo da Silva’

RESUMO

Queijo Minas frescal constitui um alimento susceptivel ao crescimento de muitos
patogenos e tem sido freqilentemente associado a doengas de origem alimentar em varios
paises. Filmes antimicrobianos constituem uma maneira eficaz de controlar microrganismos
deterioradores e patdgenos de origem alimentar, aumentando a seguranca alimentar e
reduzindo a deterioragdo do produto. No presente estudo, filmes antimicrobianos
incorporados com dleo essencial (OE) de orégano (objeto de patente) foram avaliados
quanto a sua capacidade de controlar o crescimento de Listeria innocua “in vitro” e em
contato com o queijo Minas frescal. Filmes incorporados com diferentes concentragdes do
OE de orégano ocasionaram uma reducdo variando de 0,5 a 1,0 ciclo log em relagdo ao
tratamento com filme controle (sem adi¢do do antimicrobiano), indicando a sua eficiéncia
em inibir o crescimento de Listeria innocua em queijo Minas frescal. Quanto maior a
concentracdo de OE incorporada no filme na faixa testada, maior foi a a¢do antimicrobiana

contra a Listeria innocua.
Palavras-chave: orégano, filme antimicrobiano, conservagdo de alimentos, queijo

Minas frescal, Listeria innocua

um veiculo freqiiente de patdgenos de origem
alimentar e a contaminagdo microbiana desse
produto assume destacada relevdncia tanto para a
industria, pelas perdas econdmicas, como para a
saude publica, pelo risco de causar doencas
veiculadas por alimentos (FEITOSA et al., 2003).

Por constituir um meio favordvel ao
crescimento de muitos patdgenos, o queijo Minas.
frescal tem sido freqilentemente associado
doencas de origem alimentar e a contaminagéo
por Listeria monocytogenes tem recebido atengéo

1 INTRODUCAO

O queijo Minas frescal é um dos produtos
lacteos mais apreciados no Brasil. E um queijo
branco, fresco e macio, que ndo sofre processo de
maturagdo, produzido por coagulacdo do leite
pasteurizado, com alto pH e conteiido de umidade
(>55%) e baixa porcentagem de sal (1,4-1,6%)
(CARVALHO et al., 2007). Constitui um queijo
para o consumo imediato, de curta vida de
prateleira, mesmo sob refrigeragdo, e muito
susceptivel a contaminagdes microbianas (ROCHA
et al., 2006).

Devido a simplicidade da tecnologia
empregada em sua manufatura, o queijo Minas
frescal é largamente produzido de forma artesanal
e muitas vezes exposto a condigdes adversas
durante a comercializagdo, comprometendo a sua
qualidade (SOUZA et al., 2007). Assim, constitui

listeriose resultantes do consumo de queijo
contaminados tém levado a preocupagdo sobre
perigo que essa bactéria representa. Apesar de

pasteuriza¢do, problemas podem surgir a part
de contaminagdo pos-pasteurizagdo € por ser u
microrganismo psicrotrofico, que pode crescer

1 Professora Associada, Laboratério de Embalagens, DTA/UFV. nfsoares@ufv.br
2 Doutorandos, Laboratério de Embalagens, DTA/UFV.

especial (CARVALHO et al., 2007). Surtos de

Listeria ser inativada sob condig¢des normais de
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baixas temperaturas, o seu crescimento em quei jos
contaminados pode ocorrer (SILVA et al., 2003).
Produtos pereciveis, como o queijo Minas
frgscal,.requerem prote¢do contra o crescimento
m}crpblano durante a sua vida de prateleira.
Técnicas alternativas de preservagdo vém sendo
estudafias a fim de assegurar a qualidade e seguranga
dos fihmentos. Uma nova tendéncia em alimentos
consiste em usar as embalagens com o intuito de
ampliar esta margem de seguran¢a (APPENDINI
&_ HQTCHKISS, 2002). Embalagens anti-
m{croblanas constituem uma forma de embalagens
ativas que atuam de forma a reduzir, inibir ou
retardar o crescimento de microrganismos que
possam estar presentes no alimento embalado.
Algumas formas de embalagens antimicrobianas
mcl‘ue.m a adigdo de sachés contendo agentes
ant.lmlcrobianos voldteis nas embalagens
aplicagdo de revestimentos comestiveis contendc;
a substdncia antimicrobiana e a incorporagio de
agentes antimicrobianos diretamente ao material
da embalagem.
. Compostos antimicrobianos vém sendo
Incorporados em materiais de embalagens a fim
de se controlar o crescimento microbiano durante
a estocagem de alimentos (OUSSALAH et al.
2094)_. A aplicagdo de antimicrobianos em ﬁlme;
plast'lcos tem se revelado uma tecnologia
promissora, uma vez que a maioria dos alimentos
s().hdos e semi-s6lidos apresenta crescimento
microbiano em sua superficie. Desta forma, a
§ubstz‘1ncia antimicrobiana, ao estabelecer :xm
1nten§o contato com o alimento, inibe o
crescimento dos microrgani i
(SILVEIRA 2005), ganismos ai presentes
Qs 6leos essenciais -(OE) de produtos
vggetals, por constituirem fontes de compostos
biologicamente ativos, vem sendo bastante
estudados e o uso destas substdncias como
ggtentes adntimicrobianos tem despertado o
Interesse de pesquisadores i i
T or o a{).’ ;1005). em diversos paises
Diversos relatos na literatura sobre o
potencial antimicrobiano de especiarias apre-
_septz_im 0 orégano como sendo um potente agente
m}bldor de bactérias e fungos contaminantes de
alimentos. MARINO et al. (2001), citado por
SOUZA et al. (2005), ao analisarem o efeito
antimicrobiano de varias especiarias encontraram

~ que o OE de orégano foi o mais efetivo na inibigdo

de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,

_ Causando um alongamento da fase lag. Ainda

entre as cepas Gram-positivas, L. monocytogenes
foi a mais sensivel. SAHIN et al. (2003), citado
por SOUZA et al. (2005), conduziram um estudo
Pra avaliar a efetividade antibacteriana do OE de
Orégano sobre uma série de bactérias de interesse
em alimentos e observaram que este foi efetivo

na inibi¢gdo da grande maioria das bactérias
ensaiadas.

Algumas fragcdes do OE de orégano tém se
revelado eficientes contra uma série de bactérias
de interesse em alimentos (OUSSALAH et al.,
2004). O OE de orégano ¢ rico em compostos
fendlicos, responsaveis por sua intensa atividade
antimicrobiana devido a sua capacidade de
penetrarem o interior da célula e interagirem com
os mecanismos do metabolismo microbiano.
Carvacrol e timol sdo os compostos fendlicos
presentes em maior quantidade no OE de orégano
e os principais responsaveis pela sua intensa
atividade antimicrobiana (SOUZA et al., 2005).

Nio existem na literatura relatos sobre a
atuacdo de filmes antimicrobianos sobre a
microbiota contaminante de queijo Minas frescal.
Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a
eficiéncia antimicrobiana de filmes incorporados
com OE de orégano no crescimento de Listeria
innocua em queijo Minas frescal.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Produgio dos filmes:

Os filmes antimicrobianos (patente reque-
rida) foram produzidos pela incorporagdo do OE
de orégano em duas concentragdes: filme 1- menor
concentragdo; filme 2- maior concentragdo. Os
filmes controle foram produzidos sem a adi¢do do
OE de orégano.

2.2 Avaliac¢do in vitro da atividade
antimicrobiana dos filmes

A avalia¢do da atividade antimicrobiana dos
filmes foi realizada pelo método do halo, segundo
metodologia descrita por PIRES (2006), e sua
eficiéncia testada contra Listeria innocua.

Uma cultura pura de Listeria innocua
(ATCC 33090) (Fundagdo Osvaldo Cruz, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) foi ativada até atingir um
niimero aproximado de 108 células viaveis/mL,
diluida em solugdo peptonada 0,1% até a
concentragdo de 10° células/mL e inoculada em
placas de Petri (duplicata) contendo meio de
cultura seletivo, dgar Oxford Modifcado (BD
Diagnostic Systems, Sparks, MD, USA). Em
seguida, os filmes antimicrobianos, medindo 1 cm
de didmetro e previamente esterilizados em
cdmara com lampada ultravioleta (UV), foram
colocados sobre as placas inoculadas, as quais
foram incubadas a 36 + 2°C por 48 horas. Apds o
periodo de incubagdo, verificou-se a atuagdo dos
filmes sobre o crescimento de Listeria innocua.
O mesmo procedimento foi realizado com o filme
controle (sem a adi¢do do OE de orégano).
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2.3 Avalia¢do da atividade antimicrobiana
dos filmes em queijo Minas frescal

Queijos Minas frescal foram produ;idos
industrialmente, no laticinio da Universidade
Federal de Vigosa, pelo processo tradi.cion'aI. de
adigdo de cultura latica. As bactérias égldo-latlcas
sio adicionadas para produzir 4cido litico, 0 qual
oferece prote¢do microbiana, melhora a coagu-
lagdo acida e facilita a remogao do soro do coalho
(CARVALHO et al., 2007). o .

A avaliagio da atividade antimicrobiana fie
filmes contendo OE orégano sobre queijos foi f?lta
mediante um teste de desafio. Para isto, 0s queijos
foram mergulhados em solugdo peptonada 0,1%
contendo, aproximadamente, 103 células/mL.de
Listeria innocua durante 10 minutos.

O experimento foi montado cobrindo-se o0s
queijos previamente contaminados, em suas
superficies superior e inferior, com os filmes
antimicrobianos € o controle, recortados nas mesmas
dimenses da superficie do queijo (10 cm de didmetro)
e submetidos a luz UV. Esses sistemas foram
acondicionados em sacos de polietileno de baixa
densidade (PEBD), selados (Figura 1) e estocados a 7
£ 1°C, simulando condi¢des de temperaturas em

filmes foram submetidos a andlises micro-
biolégicas, tendo sido efetuadas as contagens de
Listeria innocua nos tempos 0, 4, 8 e 12 dias de
estocagem. As analises foram realizadas conforme
metodologia recomendada pela APHA (2004). Ao =
final do experimento foi feita uma anélise
descritiva dos resultados obtidos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagido in vitro da atividade
antimicrobiana dos filmes

Verificou-se total inibi¢cdo da Listeria
innocua para os filmes antimicrobianos incor-
porados com OE de orégano em relagdo ao filme
controle. A agdo do OE de orégano, por conter
compostos antimicrobianos volateis, possibilitou
a formacgdo de uma atmosfera gasosa deste
componente no interior das placas (Figura 2).

LOPEZ et al. (2005), ao avaliarem a atividade
antimicrobiana de alguns tipos de OE sobre
microrganismos de origem alimentar, mediante dois
tipos de contato, sélido e difusdo do vapor,
encontraram que os Oleos na fase vapor apresentaram
maior atividade antimicrobiana, constituindo uma
alternativa promissora no controle do crescimento

Log UFClg

Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Nov/Dez, n° 365, 63: 36-40, 2008

Pag. 39

3.2 Avalia¢do da atividade antimicrobiana
dos filmes em queijo Minas frescal

Os resultados referentes a agdo do filme
controle e dos filmes 1 € 2 (com OE de orégano)
sobre a microbiota inoculada no queijo Minas
frescal encontram-se ilustrados na Figura 3.

Verificou-se um aumento nas contagens de
Listeria innocua ao longo do periodo de
estocagem para os trés tratamentos (controle,
filme 1 e filme 2). Estes incrementos na populagio
microbiana devem-se, provavelmente, a capa-
cidade destes microrganismos psicrotroficos
desenvolverem-se a temperatura de armaze-
namento empregada no presente estudo (7°C).

60

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

—e—Controle —s—Filme 1 —a—Filme2

Figura 3 - Efeito da concentragdo do OE de

refrigeradores, até o momento das analises.

orégano sobre a contagem de Listeria
Os queijos inoculados e em contato com 0s g g

innocua em queijo Minas frescal
estocado durante 12 dias a tempe-
ratura de 7°C.

de microrganismos em alimentos embalados.

Figura 1 - Aplicagdo dos filmes produzidos sobre queijos Minas frescal embalados em sacos de PEBD.

Entretanto, contagens menores de Listeria
innocua foram observadas para os tratamentos
com filmes antimicrobianos em relagdo ao com
filme controle em todos os tempos de anélise,
indicando a atividade antimicrobiana dos filmes
produzidos com OE de orégano frente ao cres-
cimento do referido microrganismo.

Ao final do periodo de estocagem (12°
dia), verificou-se uma redugio de 0,5 e 1,0 ciclo
log nos queijos acondicionados em presenga dos
filmes 1 € 2 (com OE de orégano), respecti-
vamente, em relacdo ao controle, confirmando
‘ o potencial de utilizagdo do OE de orégano como

. agente antimicrobiano. A maior agdo do filme
- 2 deveu-se a concentragdo maior de OE de
orégano incorporada e, portanto, maior concen-
tragdo dos componentes volateis no ‘headspace’
da embalagem.

SKANDAMIS et al. (2002), citado por
SOUZA et al. (2005), observaram que a adi¢do de
OE de orégano em filés de carne bovina,
conjuntamente com o uso de embalagens com
atmosferas modificadas, resultou em uma redugdo
de 1 a 2 ciclos logaritmicos da populagdo de
Salmonella tiphymurium, partindo-se de um indculo
de 5 log,, UFC/g a uma temperatura de 5°C.

Figura 2 — Atividade dos filmes controle (a), filme 1 (b) e filme 2 (c) sobre o crescimento de Listeria
innocua.

a)
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4 CONCLUSOES

Os filmes incorporados com OE de orégano
apresentaram efeito antimicrobiano in vitro,
tendo ocorrido total inibi¢do do crescimento de
Listeria innocua na presenca desses filmes.

Na avaliagdo dos filmes antimicrobianos
em contato com o queijo Minas frescal, eles
foram novamente eficazes na inibi¢cdo do
crescimento de Listeria innocua, tendo apre-
sentado uma reducgdo de 0,5 a 1,0 ciclo log em
relagdo a4 microbiota presente no tratamento
controle, ao final dos 12 dias de estocagem a 7°C.
Quanto maior a concentragdio de OE de orégano
na faixa incorporada nos filmes, maior foi a agdo
na inibi¢do da Listeria innocua.
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ABSTRACT

“Minas frescal” cheese constitute a suitable
medium for the growth of many pathogens and
have frequently been associated with several food-
borne diseases in many countries. Antimicrobial
films may provide an effective way to control
food-borne pathogens and spoilage microorganisms,
thus enhance food safety and decrease product
spoilage. In this work, antimicrobial films
incorporated with oregano essential oil (EO)
(patent required) were analyzed by their efficiency
to control the growth of Listeria innocua “in vitro”
and in contact with “Minas frescal” cheese. Films
incorporated with different concentrations of
oregano EO occasioned a reduction between 0.5 to
1.0 log cycle in relation to treatment with control
film (without addition of the antimicrobial),
indicating their efficiency in reducing the growth
of Listeria innocua in “Minas frescal” cheese. As
higher the concentration of EO incorporated in
the range tested higher was the antimicrobial
efficiency against Listeria innocua.

Keywords: oregano, antimicrobial film,
food preservation, “Minas frescal” cheese, Listeria
innocua.
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SOUZA, E. L.; STAMFORD, T. L. M,; LIMA, E.

0.; TRAJANO, V. N; BARBOSA-F}LHO, J. M.
Orégano (Origanum vulgare L. lamiaceae): uma
especiaria como potencial fonte de compostos
antimicrobianos. Higiene Alimentar, v. 19, n.

132, p. 40-45, 2005.

SOUZA, T.B. et al, Microscopic quality indicators

of Minas frescal cheese. Food Control (2007)
doi:10.1016/j.foodcont.2007.02.004.
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A Revista do Instituto de Laticinios
Candido Tostes publica artigos e comunicagdes
cientificas na area de Leite e Derivados. Os
trabalhos deverdo ser apresentados em portugués,
inglés ou espanhol, devendo observar as
disposi¢des normativas relacionadas abaixo.

Os trabalhos serdosubmetidos arevisdo pela
Comissido Editorial, sendo que cada trabalho
sera analisado por um membro do Corpo Revisor.
Em caso de parecer desfavoravel do revisor, um
segundo e um terceiro relatores serdo ouvidos, €
somente se esses dois ultimos pareceres analisados
forem favoréaveis € que sera tomada a decisao final
a cerca da publicagdo pela Comissdo Editorial.

O(s) parecer(es) do(s) relator(es) sera(ao)
encaminhado(s) aos autores para que verifiquem
as sugestdes e procedam as modificagdes que se
fizerem necessarias.

Informagdes sobre publicagdes e ou
trabalhos deverdo ser obtidas via email:
revistadoilct@epamig.br ou pelo telefone (32)
3224 3116 com Luiza Carvalhaes Albuquerque
(ramal 306).

NORMAS GERAIS

Os artigos e comunicagdes submetidos para
publicagdodeverdo ser apresentados em meio digital
(disquete, CD ou D VD), utilizando-se o processador
de texto Microsoft Word for Windows (versao
98, 2000, XP ou 2003), ser escrito em portugués,
inglés ou espanhol. No material em meio digital
- devera constar, além do artigo original, uma
__copia em PDF do mesmo, porém, omitindo os
autores e a chamada de rodapé da primeira
~ pdgina (para serem enviadas ao revisor cientifico,
_ ¢ eventualmente, a um segundo).

Usar somente nomenclaturas oficiais e
 abreviaturas consagradas, ndo empregando
__ abreviaturas no titulo do artigo. Juntamente com
o disquete, CD ou DVD, deverdo ser enviadas 1
_ (uma) cépia impressa original com numeragdo de
linhas em todo o texto, com todas as figuras,
quadros e tabelas; 1 (uma) copia omitindo os

Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes
ISSN 0100-3674 VERSAO IMPRESSA

NORMAS PARAAPRESENTACAO E PUBLICACAO DE ARTIGOS

autores € a chamada de rodapé da primeira pagina
(para ser enviada ao consultor cientifico). Todas
as copias impressas deverdo ser feitas em papel
branco, tipo A4 (2lcm x 29,7cm), ou em
formulario continuo em uma s6 face, fonte: Times
New Roman, tamanho: 12, espagamento 1,5,
observada uma margem de 2,5 cm para o lado
esquerdo e de 2,5 cm para o direito, 2,5 cm para
margem superior e inferior, 2,5 cm para o
cabegalho e 2,5 cm para o rodapé€.

Cada trabalho deverd ter no maximo 16
paginas e junto do mesmo devera ser encaminhado
oficio dirigido a Comissiao Editorial da
REVISTA DO ILCT solicitando a publicagdo do
artigo. Esse oficio devera ser assinado por todos
os autores, constando:

° nome dos autores sem abreviagdo;

 data;

» titulagdo de cada;

= enderego profissional completo (logra-

douro, numero, bairro, caixa postal (se
houver), CEP, cidade, estado, pais), te-
lefone e e-mail de contato de todos;

° informag@o da area em que o artigo se

enquadra (Vide tabela anexa); e
e Termo de concordincia e cessdo de
direitos de reproducgdo grafica: Os
abaixo-assinados, autores do artigo
intitulado “titulo”, declaram ter lido e
aprovado o manuscrito na sua totalidade
e concordam em submeté-lo & Revista
do ILCT para avaliagdo e possivel
publicagdo como resultados originais.
Esta declaragdo implica que o ma-
nuscrito; independente do idioma, nio
foi submetido a outros peridgdicos ou
revistas com a mesma finalidade. Sendo
assim, “Declaro(amos) que aceito(amos)
ceder o direito de‘réprodd(}io grafica
paraaRevistado ILCT ho caso do artigo
com o titulo descrito acima (ou titulo

que posteriormente chegar a ser a

tado; para a‘tender*ésj‘kéugé’st

tores e revisores) venha ser p
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Revista do ILCT. Em adigdo (necessario
se existir mais que um autor), con-
cordamos em nomear ____
como sendo o autor a quem toda cor-
respondéncia e 1 (um) exemplar deverédo
ser enviados.”

Qualquer inclusdo, exclusdo ou alteragdo
na ordem dos autores deverd ser notificada
mediante oficio assinado por todos os autores
(inclusive do autor excluido).

NORMAS ESPECIFICAS DO ARTIGO

'1) Titulo e Autores
INSTRUCOES PARA PREPARAC;\O E
ENCAMINHAMENTO DE TRABALHOS'

Marciano F. PRIMEIRO?
Julio E. SECOND?
Denis R. ULTIMO?

Enderegos para correspondéncia e dos
autores devem constar no rodapé da primeira

pdgina.

2) Corpo geral do artigo
O artigo cientifico devera conter oS
seguintes topicos: a) TITULO, suficientemente
claro, conciso ¢ completo, evitando palavras
supérfluas. Recomenda-se comegar pelo termo que
represente 0 aspecto mais importante do trabalho,
com os demais termos em ordem decrescente de
importancia. Deve ser apresentada a versdo do
titulo para o idioma inglés; b) NOME(s) DO(s)
AUTOR(es) com o sobrenome para citacdes
bibliograficas destacado EM LETRAS
MAIUSCULAS, alinhados & direita, em
espagamento simples, um nome debaixo do outro,
e no rodapé da primeira pagina , deverdo vir a
formagido académica € 0 enderego profissional
completo de todos os autores, com e-mail e no
maximo com 6 (seis) autores; c) SUMARIO (de
acordo com NBR6028 da ABNT). O sumario nao
deve ultrapassar a 250 (duzentos e cingiienta)
palavras, ndo deve possuir paragrafos e estar
centralizado logo abaixo da lista dos autores. Apos
o Sumario deve-s¢ incluir TERMOS PARA
INDEXACAO, 3 (trés) a 6 (seis) palavras-chave
aue deverio ser apresentadas no idioma deste,
MIGarados por ponto € virgula e evitando-se a

«jza¢do de termos ja usados no titulo e sumario.
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d) TITULO EM INGLES (SUMMARY) -
obrigatério, exceto quando o artigo for escrito
na integra em lingua inglesa — incluindo, em
seguida, INDEX TERMS (Keywords) da mesma
forma do item ¢; €) INTRODUCAO (incluindo
a Revisdo de Literatura/Referencial Teérico); f)
MATERIALE METODOS; g) RESULTADOSE
DISCUSSAOQ (podendo conter tabelas, quadros
e figuras) podendo ser separados, s€ necessario;
h) CONCLUSOES; 1) REFERENCIAS BI-
BLIOGRAFICAS e j) AGRADECIMENTOS

DL =

(opcional).

A apresentagdo do texto deverd ser em uma
coluna somente. As pdginas devem ser numeradas
seqﬁencialmente, bem como as linhas, iniciando-
se a numeragdo destas em cada pagina.

3) Orientagdes especificas
A comunicagio podera conter os seguintes
topicos assim apresentados:

1. TABELAS e QUADROS: deverdo ser
feitos no Word e inseridos apos citagdo
dos mesmos dentro do proprio texto, salvo
em doc.

2. Caso o artigo contenha FOTO-
GRAFIAS, GRAFICOS, FIGURAS,
siMBOLOS ¢ FORMULAS,
deverio obedecer as
normas:

o Fotografias: deverdo ser apresen-
tadas em preto e branco, nitidas €

com contraste, inseridas no texto apos. |
a citagdo das mesmas € também em |

um arquivo a parte, salvas em

extensdo “JPEG” com resolucio

de 300 dpi;

o Figuras deverdo ser apresentadas em

preto e branco, nitidas e com con-
traste, inseridas no texto apos a ci-
tagdo das mesmas As figuras deverdo

ser elaboradas com letra Times New

Roman, tamanho 10, sem negrito;

sem caixa de textos e agrupadas;

o Graficos deverdo ser inseridos apos:

citagdo dos mesmos, dentro do pro-

prio texto, elaborado preferencial-

mente em Excel, com letra Times
New Roman, tamanho 10,
negrito;

» Simbolos e Férmulas Quimicas
deverdo ser feitas em processador que.

essas |
seguintes

sem

|
]
§
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possibilite a formatagdo para o

programa Page Maker (ex:
Equation), sem perda de suas formas
originais.

3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: a
lista fie referéncias bibliograficas
normalizada conforme a NBR6023/2002
da ABNT.

. A exatiddo das referéncias constantes da
listagem e a correta citagdo no texto sGode respon-
sabilidade do(s) autor(es) do artigo.

Orientacdes gerais:

- Deve-se apresentar todos os autores do
documento cientifico (fonte);

- O nome do periddico deve ser descrito
por extenso, ndo deve ser abreviado;

- Em todas as referéncias deve-se
apresentar o local de publicagdo
(cidade), a ser descrito no lugar
adequado para cada tipo de documento;

- As referéncias devem ser ordenadas
alfabeticamente.

- O espacamento deve ser duplo.

EXEMPLIFICACAO (TIPOS MAIS
COMUNS):

ARTIGO DE PERIODICO:

NETO, A. R.; PINTO, S. M.; ABREU, L
R, PEREIRA, R.G.F.A.; MAGALHAES,F. A,. R'
Avaliagdo fisico-quimica de pdo de queijo fabricad(;
com.gordura de leite fracionada. Revista do
Instituto de Laticinios Cindido Tostes, Juiz
de Fora, v. 54, n. 313, p. 46-49, mar./abr. 2000.

LIVRO:

a) livro no todo:

FURTADO, M. M. Queijos finos
maturados por fungos. Sdo Paulo:
Milkbizz, 2003. 128p.

b) Parte de livro com autoria especifica:
BRITO, J. R; PINTO, S. M.; BRITO, M.
A. V P. Boas praticas de produgdo de leite
bovino na agricultura familiar. In: NETO
F. N. Recomendagdes basicas para a ’
aplicagdo das boas praticas agropecuarias
e de fabricagdo na agricultura familiar.
Brasilia: Embrapa Informacgéo
Tecnoldgica, 2006. p. 196-205.

c) Parte de livro sem autoria especifica:

ABREU, L. R. Caracteristicas e formas
de aproveitamento do soro do queijo.
In: ___ . Processamento do leite e
tecnologia de produtos lacteos. Lavras:
FAEPE, 200S. cap. 5, p. 91-157.

DISSERTACAO E TESE:

. RIBEIRO, L.C. Produgio, composi¢ido e
rendimento em queijos do leite de ovelhas Santa
Inés. 2005. 64 f. Disserta¢@o (Mestrado em Ciéncia
dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras
Lavras, 2005. ,

M.ATIOLI, G. P. Influéncia do leite
proveniente de vacas mastiticas no
rgndimento de queijo frescal. 2000. 55 p
Dlsse.rtac;ﬁo (Mestrado em Ciéncias dos Alimentos).
— Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2000.

Nota: “A folha é composta de duas paginas:
afwerso e verso. Alguns trabalhos, como teses e
dissertagdes sd0 impressos apenas no anverso e,

neste caso, indica-se f.” (ABNT, NBR6023/2002
p. 18). ’

TRABALHOS DE CONGRESSO
E OU
EVENTOS: THOS
o SpBRAL, D.; VIOTTO, W. H. Requeijdes
culinarios apélogos. In: CONGRESSO NACIONAL
DI-.Z LATICINIOS, 24, 2007, Juiz de Fora. Anais...
Juiz de Fora: EPAMIG/ILCT, 2007. p. 541-546.

DOCUMENTOS ELETRONICOS:

. As obras consultadas online sdo referen-
ciadas conforme normas especificas para cada tipo
de documento (monografia no todo e em parte
tral?alho apresentado em evento, artigo de’
?erlédico, artigo-de jornal, etc.), acrescidas de
informagdes sobre o endereco eletrdnico
apresentado entre braquetes (< >), precedido
da expressio “Disponivel em:” e da data de
2cesso a0 documento, precedida da expressiao
Acesso em:”.

Nota: “N3o se recomenda referenciar material
eletronico de curta duragdo nas redes” (ABNT
NB‘R60‘23/2000, p- 4). Segundo padrdes inter-,
nac1f)na15, a divisio de endereco eletrdnico, no fim
da linha, deve ocorrer sempre apds barra (/).

MONOGRAFIA (ACESSO ONLINE):

a) livro no todo

TAKAH.ASHI, T. (Coord.). Tecnologia em
cho. Brasilia: Socinfo/MCT, 2000. 90 p.
Disponivel em: <http//www.socinfo.org.br>.
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b) parte de livro

TAKAHASHI, T. Mercado, trabalho e
oportunidades. In: Sociedade da
informac¢do no Brasil: livro verde. Brasilia:
Socinfo/MCT, 2000. cap. 2, p. 13-24. Disponivel
em: <http://www.socinfo.gov.br>. Acesso em: 22
ago. 2000.

c) Parte de congresso, semindrio, etc.

GIESBRECHT, H. O. Avalia¢do de desempenho
de institutos de pesquisa tecnoldgica: a experiéncia
de projeto exceléncia na pesquisa tecnologica. In:
CONGRESSO ABIPTI, 2000, Fortaleza. Gestdo de
institutos de pesquisa tecnologica. Fortaleza:
Nutec, 2000. Disponivel em: <http:/
www.abipti.org.br>. Acesso em: 01 dez. 2000.

d) Tese

SILVA, E. M. Arbitrariedade do signo: a
lingua brasileira de sinais (LIBRAS). 1997. 144 p.
Dissertagdo (Mestrado em Lingiiistica Aplicada e
Estudo de Lingua) — Pontificia Universidade
Catolica de Sido Paulo, Sdo Paulo, 1997.
Disponivel em: <http://www.terra.com.br/
virtualbooks/ freebook/port/did/ teses.htm>.
Acesso em: 28 nov. 2000.

ARTIGO DE PERIODICO (ACESSO ON-
LINE):

RESENDE, A. M. G Hipertexto: tramas e
trilhas de um conceito contemporineo.
Informacgio e Sociedade, Recife, v. 10, n. 1,
2000. Secdo Educagdo. Disponivel em: <http://
www.informagdoesociedade.ufpb.br/>. Acesso em:
30 nov. 2000.

CITACAO: PELO SISTEMA
ALFABETICO (AUTOR-DATA) (conforme
ABNT, NBR10520/2002)

Dois autores - Steel & Torrie (1960) ou
(STEEL & TORRIE, 1960).

Trés ou mais autores - Valle et al. (1945)
ou (VALLE et al, 1945).

Quando forem citados dois autores de uma
mesma obra deve-se separd-los pelo sinal &
(comercial)

4. A Comissao Editorial da REVISTA do
ILCT notificara o autor do recebimento do original
e, posteriormente, o informard sobre sua
MIGqﬁo. Os artigos que necessitarem de

modificagdes serdo devolvidos ao autor designado
como representante e responsavel pela publicagio
para a devida revisdo.

5. Os artigos ndo aprovados serdo
devolvidos.

6. Os artigos serdo publicados em ordem de
aprovacio.

7. O ndo-cumprimento dessas normas
implicara na devolugdo do artigo ao autor.

8. Processo para publicacdo de trabalhos.

Os artigos submetidos 8 REVISTA do ILCT
para publica¢do sdo encaminhados a Comissdo
Editorial que fara o registro (protocolo de
recebimento) para que seja verificado se esta
apresentado-de-acordo com as normas editoriais.
Imediatamente ap6s essa verificagdo, o autor
representante do artigo receberd em seu email
um documento de submissio do artigo para
fins comprobatérios.

Posteriormente é encaminhado a 2 (dois)
membros do Corpo Revisor para emitirem seus
pareceres. Se aprovado por ambos, o artigo € re-
enviado aos autores para as corregdes (se
necessario); depois de corrigido retorna aos
consultores para verificarem se as sugestdes foram
atendidas para emissdo do parecer final. O autor
representante recebera notificagdo via email, de
aceite para publicagio.

Finalmente o artigo ¢ encaminhado para
corre¢des de Inglés, Referéncias Bibliograficas e
Portugués. A seguir o artigo ¢ encaminhado para
editoragdo e publicagdo. Caso o(s) autor(es) ndo
sejam assinantes da REVISTA do ILCT, o autor
representante recebera pelos Correios um
exemplar do niimero em que consta o artigo
submetido. Demais exemplares deverdo ser
solicitados a parte mediante pagamento
antecipado, incluindo despesas de envio.

9. Os documentos contendo artigos,
copia digital e outros deverao ser enviados em
um tnico volume para o seguinte endereco:

Revista do Instituto de Laticinios Candido
Tostes

Comissdo Editorial
Albuquerque

Enderego: Rua Tenente Luiz de Freitas,
nimero 116 — Bairro Santa Terezinha

CEP 36.045-560 - Juiz de Fora — MG

A/C Luiza C.

ESTAS NORMAS DE PUBLICACAO
ESTARAO DISPONIVEIS NO SITE DA
EPAMIG: www.epamig.br/revistadoilct

A A i

e s O

s
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AREAS PARA AVALIACAO PELO CORPO

EDITORIAL

e Produgdo animal, zootecnia, veterindria,;

* Microbiologia, sanificagdo,
higienizacdo: » Leites fermentados,
culturas ldcteas;

° Queijos processados, requeijio;

» Tecnologia de queijos;

* Fisico-quimica, quimica de ldcteos;

* Concentrados, desidratados, soro;

* Andlise sensorial;

» Equipamentos, instalagées, operagies
unitdrias;

» Tecnologia sorvetes e gelados
comestiveis,;

» Tecnologia UHT/UAT;

o Tecnologia manteiga;

» Desenvolvimento novos produtos;

o Legislacdo, rotulagem;

o Economia/ Administracdo/Geréncia/
Inovagdo;

° Qualidade do leite;

* Gestdo ambiental / tratamento residuos
e efluentes.

Estamos trabalhando para garantir maior
dindmica nos trdmites para publicagdo, o que
ird contribuir para melhoria na qualidade da
REVISTA DO ILCT, e futuramente, é nossa in-
tengdo disponibilizar on-line todo o processo de

publicagdo e consulta das edigdes.
REVISTA do ILCT




Pag. 47

 Mudar busca o movo, novar pars sleang
- todo o potencial da empresa ¢ necessari
~ mas € igualmente fundamental seguir a
 tradicao, os valores que fram
 histéria de sucesso no se
_ para laticinios. '

Por isso, afirmamos que 0 Macalé,
 referéncia no segmento de insumos
_ Paralaticinios, ¢ uma Empresa com
DNA. Porque evoluimos sempre,
mas sem nunca perder o foco
~No nosso DNA, na nossa
- -esséncia: produtos de
_ qualidade, atendimento
dgil e personalizado

CARACTERISTICAS BENEFICAS:
Nao necessita de enxague

Nao é toxico

- Acédo prolongada

Produto biodegradavel

o e, prmcnpalnlente,
g a busca continua
EE pela sua

3] P

3g satisfacdo.

oo

82

SE

I

o] o

o

15

Tempo (min.)

Produtos para Laticinios
Quimica Natural Brasileira Ltda.

Rua Salviano José da Silva, 225 - Bairro Eldorado
12238-573 - Sao José dos Campos/SP - BRASIL
Tel: (12) 3876-0400 - Fax: (12) 3876-0400
E-mail: vendas@quinabra.com.br

Site: www.quinabra.com.br

Rua Humberto de Campos, 42 ° Santa Terezinha e 36045-450 e juiz de Fora * MG
(32) 3224 30 35 ° (32) 3224 39 03 ¢ macale®macale.com ¢ www.macale.com

Quinabra:

Qualidade em Beneficio da Natureza.

4 ) EPAMIG
O hran.-” i i oo e s G
Secetari do Estodo de Agrcuburs, Pecuéris « Abastecimento

Instituto de Laticinios Candido Tostes
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“Temos sempre uma solugao inovadora para

s,

A ISP do Brasi/Germinal tem sempre uma solugao

1érica e criativa para awxdliar a indstria de laticinios. Suas
combinagoes de ingredientes agregam valores fundonais a0s
produtos, Como esTuRIra, textura, consistencia, briiho, cor e
<abor, Além disso, propicia economiae funcionalicade no
mpessamento, Estabilizecao & Gelificagio de seus produtos.
Para isso, os profissionais de sua equipe téanica estzo sempre
3 dieposicao para auwdliar no desenveiimento de diversos
produtos lacteos: iogurtes, requeifdo, Guejos, manteigd,
sonvetes, sobrerviesas, entre OUos.

Conte com nosso expertisz e obtenha
Vantager competitiva no mercado.

Uima emaresa 40 GRS

Cerminal

Sfiivas para AMasonsas

AL, SPECULTY PROSUSTS

Empresa de Pesquise Agropecuerio de Minos Gerais
Secretaria de Estado de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

Instituto de Latjcinios Candido Tostes
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ESPECIALISTA
EM
CULTURAS
LACTEAS

“LYOFAST”

Sacco Brasil, Rua Uruguaiana, 1379, Bosque, 13026-002 Campinas SP
Tel/Fax: 19-3253-5333 E-mail: saccobrasil@saccobrasil.com.br
www.saccosrl.it www.clerici.org

Instituto de Laticinios Candido Tostes






