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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar as caracteristicas tecnoldgicas e probiéticas
de non starter lactic acid bacteria (NSLAB), visando sua posterior aplicacdo como
cultura adjunta na fabricagdo do queijo Prato. Lactobacillus plantarum PNO16,
Lactobacillus plantarum TR260, Lactobacillus rhamnosus PN270, Pediococcus
pentosaceus TR285 e Pediococcus pentosaceus TR 570 foram originadas de
amostras comerciais de queijo Prato. Os resultados demonstraram que Lactobacillus
plantarum PNO016, Pediococcus pentosaceus TR285 e Pediococcus pentosaceus
TR570 apresentam propriedades interessantes para melhorar as caracteristicas de

flavour do queijo Prato.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the technological characteristics and
probiotics of non starter lactic acid bacteria (NSLAB), aiming at their subsequent
application as culture adjunct in the manufacture of Prato cheese. Lactobacillus
plantarum PNO016, Lactobacillus plantarum TR260, Lactobacillus rhamnosus PN270,
Pediococcus pentosaceus TR285 e Pediococcus pentosaceus TR 570 were originated
from commercial samples of Prato cheese. The results have shown that Lactobacillus
plantarum PNO16, Pediococcus pentosaceus TR 285 and Pediococcus pentosaceus
TR 570 show interesting properties to improve the characteristics of flavor of the Prato

cheese.

Key-words: Prato cheese, non starter lactic acid bacteria, ripening, flavour

1. BOLSISTA CNPq: Estagiario, TECNOLAT/ITAL, Campinas-SP, * dmsf@fea.unicamp.br
2.0RIENTADOR: Pesquisador, TECNOLAT/ITAL, Campinas-SP imoreno@ital.sp.gov.br
3. COLABORADOR: Pesquisador, TECNOLAT/ITAL, Campinas-SP



C\ONAL,
o - 0,
& . €,

5° Congresso Interinstitucional de Iniciagéo Cientifica - CI1C 2011
9 a 11 de agosto de 2011 — Campinas, SP

INTRODUCAO

A protedlise é o fendmeno mais importante da maturacdo em razao de sua influencia
nas caracteristicas de flavour e de textura do queijo Prato. Os agentes proteoliticos
envolvidos nesse processo sdo originarios do leite (principalmente a plasmina), do
coalho, ou outro agente coagulante e das bactérias lacticas adicionadas (starter acid
lactic bacteria-SLAB), bem como das bactérias lacticas nao adicionadas, denominadas
de non-starter acid lactic bacteria-NSLAB. Portanto, a protedlise sucede-se em trés
etapas distintas da fabricacdo do queijo Prato: inicia-se no leite, é induzida na

coagulacdo enzimatica e continua durante a etapa de maturacgao.

A extensdo e a natureza da protedlise durante a maturacdo, como também a
guantidade de produtos de degradacdo, variam de acordo com a especificidade e
atividade das enzimas disponiveis envolvidas, o tipo de queijo e as condicdes
ambientais da maturacdo. Portanto, essas transformag¢bes sao atribuidas,
principalmente a microbiota do queijo e reguladas pela composi¢cdo do queijo (sal,
calcio, fosfato, lactose), condicdes fisico-quimicas (pH, niveis de atividade de agua) e

ambientais da maturacéo (tempo, temperatura, umidade) (McSweeney, 1995).

Na fabricacdo do queijo Prato, a SLAB originalmente utilizada € constituida por
misturas indefinidas de Lactococcus lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris,
envolvidas principalmente na producédo de acido lactico da fermentacdo de lactose.
Essas linhagens sdo combinadas com L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis e
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, as quais metabolizam o citrato com a
formacao de diacetil, acetoina e 2,3-butanodiol, componentes do flavour, e de CO,
gue origina os olhos do queijo Prato (COGAN, 1995). As linhagens acidificantes e
aromatizantes também contribuem para a maturacdo do queijo Prato por meio do
fornecimento de enzimas envolvidas na protedlise, bem como na conversao de

aminoacidos em compostos de flavour (Beresford; Williams, 2004).

Diferente das SLABs que s&o especialmente selecionadas e comercializadas por
empresas internacionais, as NSLABs sao provenientes dos ambientes e equipamentos
dos laticinios, e podem desempenhar um papel importante na maturacédo dos queijos.
Vérios trabalhos foram realizados com o intuito de isolar NSLABs de diferentes tipos
de queijos e avaliar o seu potencial de utilizagdo como culturas adjuntas. Os seguintes

resultados foram destacados: aceleracdo da protedlise, intensificacao do flavour e/ou
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reducdo do flavour amargo dos queijos maturados (Cagno et al., 2011; Awad; Ahmed;
Soda, 2010; Sudhir, Jha e Pratibha, 2010; Hashemi; Main; Mazlumi, 2009; Sheehan,
Wilkinson e McSweeney, 2008). Evidéncias também demonstram o potencial de
determinadas NSLABs de fornecer beneficios a saude (Settanni e Moschetti, 2010;
Tellez et al., 2010).

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar cinco NSLABs quanto as caracteristicas
tecnolégicas e probidticas, visando posterior avaliacdo dessas linhagens como

culturas adjuntas na fabricacdo do queijo Prato obtido de leite microfiltrado.
MATERIAL E METODOS

Origem das NSLABs: Lactobacillus plantarum PNO16, Lactobacillus plantarum
TR260, Lactobacillus rhamnosus PN 270, Pediococcus pentosaceus TR 285 e

Pediococcus pentosaceus TR 570 foram isoladas de queijo Prato (MORENO, 2003).

Manutencao das NSLABs: Durante os experimentos, as linhagens foram estocadas a
-80°C em caldo MRS (DIFCO™ Detroit, EUA) suplementado com 20% de glicerol
(Synth., Brasil) (v/v). Antes dos experimentos, as linhagens foram ativadas a 37+1°C
por 16-18 horas em caldo MRS (DIFCO) ou leite desnatado reconstituido a 10% (p/v)
(Molico, Nestlé) e esterilizado a 115°C por 12 minutos (leite DE10%).

Caracteristicas de crescimento: Litmus Milk (DIFCO) foi inoculado com 2% das
NSLABs ativas. Apo6s incubagdo a 37+1°C por 14 dias, as caracteristicas de
fermentacdo do meio foram avaliadas (HARRIGAN; McCANCE, 1998).

Caracteristicas sensoriais de fermentacao: Leite DE10% foi inoculado com 2% das
NSLABs ativas. Ap6s incubacdo a 37+1°C por 16-18 horas, os meios foram
refrigerados a 10°C e avaliados quanto as suas caracteristicas de formacdo de

coagulo e de flavour.

Sensibilidade ao cloreto de sddio: Leite DE10% suplementado com 0,5%, 1,5% e
3,0% de NaCl foram inoculados com 2% das NSLABs ativas. ApoOs incubacdo a
12+2°C por 14 dias, o pH foi determinado, em potencidmetro, logo apés a inoculacéo e
a intervalos regulares de 24 horas até completar 96 horas de fermentagcédo. O controle

consistiu do leite DE10% incubado nas mesmas condigdes.
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Producédo de diacetil: Foi determinada apés fermentacdo do leite DE10% a 37+1°C
por 18 horas. A concentracdo de diacetil foi obtida por meio de uma curva padrao de
diacetil (grau reagente, ponto de ebulicdo 88-91°C) nas concentra¢fes de 25, 50, 100,
150 e 150 mg/Kg de leite DE10%. O controle consistiu do leite DE10% incubado nas
mesmas condi¢cdes (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 149: 1991).

Atividade proteolitica: A concentracdo de amino&cidos livres totais foi determinada
na fracdo do nitrogénio solivel em &agua obtida apds reacdo do leite DE10%
fermentado a 37+1°C por 18 horas com TNBS (&cido trinitrobenzeno sulfénico, Sigma-
Aldrich). A concentragdo de amino&cidos foi obtida por meio de uma curva padréo de
tirosina (100mg de tirosina recristalizada e seca diluida em 250mL de &agua). A
absorbéncia foi medida em espectrofotbmetro a 650nm (ADLER-NISSEN 1979;
CLEGG et al. 1982)

Potencial probidtico. A tolerancia a baixos valores de pH foi determinada de acordo
com a metodologia descrita por ERKKILA; PETAJA (2000). A tolerancia a sais biliares
(OXOID) foi determinada de acordo com a metodologia descrita por (PENNACCHIA et
al., 2004).

Producdo de bacteriocinas: Foi determinada de acordo com a metodologia descrita
por MORENO (2003). Micrococcus luteus ATCC 4698 e Listeria innocua ATCC 7644
foram utilizadas como linhagens indicadoras da producdo de bacteriocinas. A
formacédo de zonas claras de inibicdo ao redor dos pocos inoculados com as linhagens

indicadoras indica a presenca de bacteriocinas nos sobrenadantes.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Potencial tecnolégico das NSLABs

Caracteristicas de crescimento: As cinco NSLABs apresentaram reacdes
metabdlicas similares em Litmus Milk. L. plantarum PNO16, L. plantarum TR260, L.
rhamnosus PN270 e P. pentosaceus TR285 produziram rapidamente acido lactico,
evidenciado pela alteracdo da cor do meio (tornassol para roseo) e formacdo de
coagulo, apés 24 horas de fermentacdo. Acidificacdo mais lenta foi observada para
Pediococcus pentosaceus TR 570, desde que as alteracbes do meio foram
visualizadas somente apds 48 horas de fermentagcdo. A auséncia da producao de gas

no meio indicou o metabolismo homofermentativo da lactose das cinco NSLABs. Com
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relacdo a atividade proteolitica, as cinco NSLABs promoveram o clareamento e perda
da opacidade do meio, resultante da hidrolise das caseinas. Acidificacdo lenta é
desejavel para culturas adjuntas, visto que essa caracteristica ndo promovera
demasiada acidificacdo durante a fabricacdo do queijo. O meio controle permaneceu

inalterado nas mesmas condicdes.

Caracteristicas sensoriais de fermentagdo: Das cinco NSLABs, L. plantarum
PNO16, P. pentosaceus TR285 e P. pentosaceus TR570 desenvolveram
caracteristicas de flavour acido e agradavel, bem como coagulos firmes e uniformes.
Ademais, as NSLABs PNO016 e TR260 apresentaram um flavour levemente adocicado.
Portanto, essas linhagens foram selecionadas como culturas adjuntas. As demais
NSLABs nédo foram selecionadas, desde que apresentaram fermentacdes
inadequadas, tais como flavour desagradavel (L. rhamnosus PN270) e coagulo
guebradico (L. plantarum TR260). O leite DE10% tratado nas mesmas condic¢des, e
utilizado como controle da fermentacdo, permaneceu inalterado (pH 6,52) e com

caracteristica de flavour de leite reconstituido.

Efeito do cloreto de sddio (NaCl) na acidificacdo: A Figura 01 apresenta as
caracteristicas de acidificacdo das NSLABs L. plantarum PNO16, P. pentosaceus
TR285 e P. pentosaceus TR570 em leite DE10% sem (0,00%) e com a suplementacéo
de NaCl (0,5%, 1,5%; 3,0%) a 12+1°C por 96 horas. No leite sem suplementacdo de
NaCl, as trés NSLABs apresentaram baixas caracteristicas de acidificacdo. Dentre as
NSLABs, P. pentosaceus TR570 apresentou a menor capacidade de acidificacéo.
Entre o inicio e o final da fermentacao, a variacdo do pH (ApH) foi de apenas 0,17
unidades. L. plantarum PNO16 e P. pentosaceus TR285 demonstraram caracteristicas
similares, ambas apresentaram ApH de 0,55 unidades, no mesmo periodo. De modo
geral, o NaCl apresentou pouco efeito nas caracteristicas de acidificacdo das trés

NSLABs nas condi¢des de maturacdo do queijo Prato.

A acidificacdo ou o desenvolvimento de acidez € um dos principais eventos no
processamento do queijo. Envolve a fermentacdo da lactose a L-lactato pelos
lactococos. Essa caracteristica € importante durante a etapa de fabricacdo e também
nos estagios iniciais de maturacdo do queijo Prato. E considerada uma fase primordial

para a obtencao de queijo de boa qualidade (COGAN, 1995).
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Figura 01. Alteracdes do pH durante a fermentacdo das NSLABs L. plantarum PNO16,
P. pentosaceus TR285 e P. pentosaceus TR570 a 12+1°C por 96 horas em leite
DE10% sem (0,00%) e com a suplementacao de NacCl (0,5%, 1,5%; 3,0%).

Producao de diacetil: Dentre os principais compostos de flavour formados a partir do
metabolismo do citrato, quantitativamente, a acetoina € a mais importante; porém, o
diacetil proporciona aroma de manteiga ao queijo Prato. Esta caracteristica é
interessante para uma cultura adjunta. Por sua vez, o CO, é responsavel pela
formacao de olhaduras, sendo o numero, localizacdo e tamanho destas dependentes

da consisténcia do queijo e atividade metabdlica da cultura (COGAN, 1995).

A Figura 02 apresenta as concentracdes de diacetil produzidas em leite DE10% pelas
NSLABs L. plantarum PNO16, P. pentosaceus TR285 e P. pentosaceus TR570 apés
fermentagéo a 37+1°C por 24 horas. Das trés NSLABs, L. plantarum PNO16 produziu
a maior concentracdo de diacetil, enquanto P. pentosaceus TR285 e P. pentosaceus

TR570 produziram concentragfes similares desse componente de flavour.

Atividade proteolitica: A protedlise tem um papel importante no desenvolvimento do
flavour do queijo Prato seja diretamente, pela formacao de aminoacidos e peptideos
ou indiretamente, via catabolismo de aminoacidos (Fox, 1989). Devido a complexidade
das reagOes ocorridas no queijo a relacdo de um determinado sabor com algum

peptideo, em particular, € muito dificil de ser estabelecida. Normalmente, nos queijos
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maturados, os peptideos pequenos sao mais importantes que os médios e os grandes
(Crow et al., 1993). Contudo, em alguns casos, 0s peptideos pequenos formam junto
com os grandes a base dos defeitos de sabor, dentre eles, o amargor (Fox et al., 1996;
Engels, 1997).

A Figura 03 apresenta as concentracbes de tirosina, utilizada como indicador da
atividade proteolitica, produzidas em leite DE10% ap6s a fermentacdo das NSLABs L.
plantarum PNO16, P. pentosaceus TR285 e P. pentosaceus TR570 a 37+1°C por 24
horas. TR 570 apresentou maior atividade proteolitica que as demais NSLABs
avaliadas.

%

%

TUN

PNO16 TR285 TR570

Figura 02. Producdo de diacetil (mg/Kg) diacetil produzidas em leite DE10% pelas
NSLABs L. plantarum PNO16, P. pentosaceus TR285 e P. pentosaceus TR570 apés
fermentacéo a 37+1°C por 24 horas.

Tirosina (mg/mL)

PNO16 TR285 TR570

Figura 3. Producdo de tirosina (mg/mL) apés a fermentacdo das NSLABs L. plantarum
PNO16, P. pentosaceus TR285 e P. pentosaceus TR570 em leite DE10% a 37+1°C por
24 horas.
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Potencial probidtico das NSLABs

Sobrevivéncia a baixos valores de pH: O efeito dos probiéticos esta diretamente
relacionado com a sua atividade no trato digestivo, e esta depende de sua
sobrevivéncia nesse ambiente. Consequentemente, essas bactérias devem ser
resistentes aos mecanismos de defesa do hospedeiro, incluindo os processos
fisiologicos e fisico-quimicos do trato gastrintestinal. Assim, além de presentes no
produto, em concentracdo significativa, para acao benéfica efetiva no intestino os
probiéticos devem ser capazes de sobreviver a alta acidez do estdbmago e a presenca

de bile, para coloniza-lo e proliferar (Tuomola et al. 2001).

A Figura 04 apresenta as alteragdes na viabilidade das NSLABs L. plantarum PNO16,
P. pentosaceus TR285 e P. pentosaceus TR570 em meio MRS a pH 2,0, 3,0 e 5,0
durante 2 horas a 37°C. As trés NSLABs apresentaram reducédo de aproximadamente
8;0 Log UFCmL™ apés 1 hora em meio MRS pH 2,0. Por outro lado, as NSLABs
apresentaram alta porcentagem de sobrevivéncia a pH 3,0 e pH 5,0, e mantiveram-se

em concentracdes de 8;0 e 9,0 Log UFCmL™ durante 2 horas a 37°C.
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Figura 04. Alteracbes na viabilidade das NSLABs L. plantarum PN016, P.
pentosaceus TR285 e P. pentosaceus TR570 em meio MRS a pH 2,0, pH 3,0e pH 5,0
durante 2 horas a 37°C.
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Tolerancia a 0,3% de sais biliares: Durante a passagem pelo trato gastrintestinal
superior, 0 probiético deve apresentar a caracteristica de tolerancia a altas
concentracoes de sais biliares (FAO/MWHO, 2002). A Figura 05 apresenta as alteracfes
na viabilidade das NSLABs em meio MRS sem e com suplementacdo de 0,3% de sais
biliares durante 24 horas a 37°C.
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Figura 05. Alteracbes na viabilidade das NSLABs L. plantarum PN016, P.
pentosaceus TR285 e P. pentosaceus TR570 meio MRS sem e com suplementacao

de 0,3% de sais biliares durante 24 horas a 37°C.

Produgcdo bacteriocinas: As trés NSLABs avaliadas n&do apresentaram a

caracteristica de producao de bacteriocinas.
CONCLUSAO

Conclui-se que Lactobacillus plantarum PNO16, Pediococcus pentosaceus TR285 e
Pediococcus pentosaceus TR570 apresentam caracteristicas tecnolégicas (baixa
acidificac@o, producdo de diacetil, atividade proteolitica e resisténcia ao cloreto de
sédio) e probiéticas (sobrevivéncia a baixos valores de pH e tolerancia a sais biliares)

interessantes para aplicacdo como culturas adjuntas na fabricacao do queijo Prato.
Agradecimentos:

Ao CNPq pela bolsa e apoio financeiro concedidos.
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