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RESUMO

A utilizacdo de culturas adjuntas € uma das novas alternativas tecnoldgicas que vem
sendo estudada por pesquisadores de diversos paises visando a melhoria da qualidade
geral de produtos alimenticios, em especial produtos lacteos como queijos, leites
fermentados, iogurte e outros. Outra vantagem é a obtencdo de novas variedades de
produtos que passam a apresentar sabor, aroma e outras caracteristicas diferenciadas.
O presente trabalho teve como objetivo a avaliagédo do papel da cultura de L. helveticus
(LH-B02 / CHR-Hansen) na acidificacao, protedlise, redu¢cdo do amargor, determinagéo
do perfil de aminoacidos das amostras de queijo Prato e possivel liberagdo de
peptideos bioativos. No estudo os queijos foram fabricados com cultura CHN-22 (cultura
mesofilica aromatica / CHR-Hansen) com e sem adi¢do da cultura adjunta L. helveticus
(LH) de modo a verificar se a presenca da cultura adjunta influencia na qualidade da
maturagdo do queijo Prato e se esta cultura é possivel produtora de peptideo bioativo
inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA). Para obtengdo dos queijos
Prato foram realizados trés processamentos em planta piloto, com dois tratamentos
diferentes, com e sem adi¢do da cultura adjunta de L. helveticus. Dentro do periodo de
maturacdo, ou tempo de estocagem, dos queijos, foram realizadas as andlises
microbiolégicas, fisico-quimicas, eletroforéticas, cromatograficas e analise sensorial. Os
queijos elaborados apresentaram composigéo tipica de queijo Prato e atenderam aos
padrdes microbiologicos exigidos para o consumo do produto. Em relagdo ao perfil
eletroforético observou-se aumento no desdobramento da fragéo asi-caseina pela agéo
do coalho, com surgimento de uma banda de maior intensidade, correspondente a 0g1.-
caseina, mais evidente no queijo com a adi¢do da cultura de L. helveticus. Essa cultura
também intensificou a degradacéo da B-caseina com aparecimento das bandas de ys,
Y1- € Y2, ja visiveis com 10 dias de maturagdo. A amostra de queijo adicionado da
cultura adjunta foi mais bem aceita sensorialmente do que a amostra controle (apenas
adicionado de CHN-22) e queijo comercial diferindo estatisticamente (p<0,05) destes
em alguns parametros, tais como aceitagéo global, aroma, sabor e intencéo de compra.
Os indices de extensdo de protedlise (IEP) e profundidade da protedlise (IPP) dos

queijos Prato com e sem adi¢ao de cultura adjunta, praticamente n&o diferiram entre si,
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embora em todos os casos tenham sido observados aumento dos indices ao longo do
tempo de maturacdo. Através da analise de aminoacidos livres, as amostras de queijo
adicionadas de L. helveticus apresentaram teores maiores de aminoacidos comparadas
com as amostras sem adicdo desta cultura. Pelo teste estatistico apenas os
aminodacidos histidina, cistina e triptofano nado diferiram quantitativamente entre os
tratamentos (p<0,05). Na eletroforese capilar (CE) foi encontrado apenas para a
amostra adicionada da cultura adjunta aos 31 dias de maturagc&o um pico com tempo de
retencéo na faixa de 9 a 12 minutos, indicando a possivel presenga dos tripeptideos de

interesse na amostra.

Palavras-chave: Queijo Prato, Lactobacillus helveticus, Maturagédo, Analise Sensorial,

Aminoacidos Livres e Peptideos Bioativos.
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ABSTRACT

The use of adjunct cultures is a new alternative technology that has been studied by
researchers from several countries in order to improve the overall quality of food
products, especially dairy products such as cheese, fermented milk, yogurt and others.
Another advantage is to obtain new varieties of products with new flavors and textures.
This study aimed to evaluate the role of the culture L. helveticus (LH-B02 / CHR-
Hansen) in the acidification, proteolysis, reduction in bitterness, determination of the
amino acid profile of Prato cheese and the possible release of bioactive peptides. In the
present study the cheeses were manufactured with the culture CHN-22 (mesophilic
aromatic culture / CHR-Hansen) with and without the addition of the adjunct culture L.
helveticus (LH), in order to verify if the presence of the adjunct culture influenced the
quality of cheese ripening, and if this culture produced a bioactive peptide that could
inhibit the Angiotensin Converting Enzyme (ACE). To obtain the Prato cheese three
batches were processed in the pilot plant with two different treatments, with and without
the addition of the adjunct culture L. helveticus. The microbiological, physicochemical,
electrophoretic, chromatographic and sensory analyses were carried out during the
period of maturation or storage time of the cheeses. The cheeses produced presented a
typical composition of Prato cheese and complied with the microbiological standards
required for the consumption of the product. Regarding the electrophoretic profile, an
increase in the rupture of the as1-casein fraction due to the action of the rennet was
observed, with the appearance of a band of greater intensity, corresponding to as.-
casein, more evident in the cheese with the addition of the culture L. helveticus. This
culture also intensified the degradation of $-casein with the appearance of the bands vys3,
Y1 and yp-casein, already visible after 10 days of ripening. The sample of cheese with
the addition of the adjunct culture showed greater sensory acceptability than the control
sample (only CHN-22 added) and was statistically different (p<0.05) from the
commercial cheese for some parameters, such as overall acceptability, aroma, taste and
purchase intent. The proteolysis extension (PEI) and depth of proteolysis (DPI) indexes
of the Prato cheese with and without addition of the adjunct culture did not differ one

from the other, although in all cases increases were observed in these indexes during
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the maturation time. The analysis of the free amino acids showed that the samples of
cheese with added L. helveticus had higher levels of amino acids than the samples
without the addition of this culture. The statistical test showed that only the amino acids
histidine, cysteine and tryptophan did not differ between the treatments (p<0.05).
Capillary electrophoresis (CE) showed a peak with a retention time in the range from 9
to 12 minutes after 31 days of ripening in the sample with added adjunct culture,

indicating the possible presence of tripeptides of interest in this sample.

Keywords: Prato Cheese, Lactobacillus helveticus, Ripenig, Sensorial Analyze, Free

Amino Acid and Bioactive Peptides.
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RESUMO

Nas ultimas décadas tem sido observado aumento da consciéncia dos consumidores e
maior busca por alimentacdo promotora de saude. Produtos com propriedades
funcionais tém sido pesquisados, desenvolvidos e langados no mercado
constantemente. Determinadas culturas microbianas adjuntas tém sido empregadas em
queijo visando aceleragdo da maturacdo de queijo duro e semi-duro e obtencéo de
melhorias na qualidade. A cultura L. helveticus pode ser empregada em queijo Prato
para melhorar as caracteristicas sensoriais do produto, evitando o sabor amargo e
auxiliando na aceleracao da proteodlise durante o periodo de maturagéo do queijo. Outra
propriedade de interesse para a cultura de L. helveticus é a possibilidade de liberagc&o
de tripeptidos com capacidade de agir como inibidores da Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA) com diminuigdo da presséo arterial sanguinea, o que resulta em

um produto atrativo para pessoas que sofram de hipertensdo arterial sistémica.

Palavras-chave: Queijo Prato, Lactobacillus helveticus, Alimentos com Propriedades

Funcionais.
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ABSTRACT

In recent decades there has been an increase in consumer awareness and interest in
health promoting food. Products with functional properties have constantly been
researched, developed and launched onto the market. Certain microorganisms have
been employed as adjunct cultures to accelerate cheese ripening in hard and semi-hard
cheeses and achieve quality improvements. The culture L. helveticus may be used in
Prato cheese to improve the sensory characteristics by avoiding the bitter taste, and
accelerating proteolysis during cheese ripening. Another property of interest of the
culture L. helveticus is the possible release of tripeptides that have the ability to act as
inhibitors of the Angiotensin Converting Enzyme (ACE), resulting in a decrease in
arterial blood pressure, and the production of an attractive product for people suffering

from hypertension.

Keywords: Prato Cheese, Lactobacillus helveticus, foods with functional properties.

25



CAPITULO 1 — REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. QUEIJO PRATO

O queijo Parto € um queijo tipico brasileiro e atualmente o terceiro mais
consumido no pais (ABIQ, 2012). Dados recentes da ABIQ (2012) apontam que em
2011, a produgdo de queijos no pais foi de 812.638 toneladas, representando um
crescimento de 9,3% quando comparado ao ano anterior. Do total produzido, 161.450
toneladas, aproximadamente 20% foram de queijo Prato. Este produto foi introduzido na
década de 20, na regido sul de Minas Gerais, por imigrantes dinamarqueses, sendo
originario dos queijos Dambo dinamarqués e Gouda holandés. No Brasil, a tecnologia
de fabricacdo do queijo Prato foi adaptada as condigbes locais, 0 que explica as
diferengas de textura e sabor em relagdo aos queijos que Ihe deram origem (GARCIA,
2007). Sua fabricagao é obtida por coagulacao enzimatica, adicionado de uma pequena
quantidade de corante. Por apresentar massa semi-cozida e maturagdo mais
prolongada ganha textura elastica e “cremosa” e sabor pouco acido. Tipicamente
apresenta entre 42-44% de umidade, 1,6-1,9% de sal, pH de 5,2 a 5,4 e 26-29% de
gordura (FURTADO; LOURENCO NETO, 1994). Os produtos apresentam
caracteristicas diferentes quanto ao formato e tamanho relacionadas ao tratamento do
leite e condicbes de maturagdo. A variedade “lanche” € a mais predominante no
mercado, apresentando-se em varios tamanhos, moldado na forma de tijolo ou
paralelepipedo, pesando entre 0,5 e 3,0 kg (GARCIA, 2007).

De acordo com a Portaria n° 358, de 4 de Setembro de 1997, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1997), o queijo Prato € um “queijo
maturado que se obtém por coagulagcdo do leite por meio do coalho ou enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela agdo de bactérias laticas
especificas. E classificado como queijo gordo e de média umidade. Para estabilizagéo
de suas caracteristicas especificas, o queijo Prato deve apresentar um periodo de
maturagdo maior ou igual que 25 dias, devendo ser conservado a uma temperatura n&o
superior a 12°C (BRASIL, 1997). Ainda de acordo com a legislacdo, o queijo Prato deve
apresentar as seguintes caracteristicas: consisténcia semidura, elastica, textura

compacta, lisa, fechada com alguns olhos pequenos arredondados e/ou algumas
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olhaduras mecanicas, cor amarelo ou amarelo-palha, sabor e odor caracteristico de
queijo Prato, ndo possuir crosta, caso possua a crosta deve ser fina, lisa, sem trincas,
olhaduras pequenas, bem distribuidas, ou sem olhaduras”.

O queijo Prato apresenta caracteristicas proprias, as quais sdo adquiridas por
meio do processo de maturacdo. Nesta etapa do processamento, realizada em
condicbes de temperatura e umidade controladas, 12°C e 70-85% UR (umidade
relativa), ocorrem reagdes bioquimicas que provocam alteragbes de sabor, odor, textura
e consisténcia (SILVA, 1998).

Os parametros de textura de um queijo maturado estdo relacionados
principalmente com a degradagéo das proteinas e influenciados por outros fatores, tais
como: umidade, relagcdo umidade/caseina, sal e atividade proteolitica e peptidolitica das
culturas laticas (LAWRENCE; CREAMER; GILLES, 1987).

O fermento mesofiico MAC CHN-22 (contendo as linhagens acidificantes
Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris e as linhagens aromatizantes
L. lactis subsp. lactis biov. diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris)
€ amplamente utilizado na elaboragdo do queijo Prato. Um periodo de 45-60 dias de
maturagdo é recomendado para o produto apresentar as suas caracteristicas ideais de
textura e flavour (ROGICK, 1951). Com o passar dos anos, entretanto, o tempo de
maturagéo passou a ser um grande desafio econdmico para a industria. Além disso, a
evolucdo crescente da produgédo, o advento de novas tecnologias, maquinas e
equipamentos, e as mudangas de habitos dos consumidores impulsionaram a industria
a efetuar alteragdes na tecnologia de elaboragéo do queijo Prato, no sentido de se obter
qualidade e produtividade (VILELA et al., 2012).

Vérios estudos demonstraram a influéncia positiva da microbiota NSLAB na
intensificagcdo do flavour de varios tipos de queijos, em funcdo da maior atividade
proteolitica das mesmas, e em alguns casos, encurtando o periodo de maturagéo
(BHOWMIK, 1990; GOBBETI ET AL., 1997; REHMAN ET AL., 2000; ALBENZIO ET
AL., 2001; BERESFORD ET AL., 2001; CROW ET AL., 2002; WOUTERS ET AL., 2002;
WILLIAMS & BANKS, 1997). Portanto, a aplicagdo de NSLAB como cultura adjunta

para acelerar a maturacédo e intensificar o desenvolvimento do flavour dos queijos
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maturados passou a ser uma alternativa tecnoldgica interessante no sentido de
melhorar a qualidade sensorial do queijo Prato.

Em estudo recente, trés processamentos independentes de queijo Prato foram
elaborados: A, contendo somente a cultura CHN-22; B, contendo a cultura CHN-22
mais L. helveticus (LH-B02); e C, contendo a cultura CHN-22 mais L. paracasei subsp.
paracasei PN16 (MORENO, 2003). No sentido de minimizar o efeito da acidificacéo, as
culturas adjuntas foram adicionadas na forma desidratadas a mistura coalhada/soro
antes da etapa de cozimento da massa do processamento do queijo. Os queijos Be C
adicionados de cultura adjunta apresentaram um aumento da atividade de
aminopeptidases especificas para glutamina durante a maturagcdo comparativamente ao
queijo A (controle). Entre as culturas adjuntas, o queijo B apresentou maior atividade de
glutamina (2,5 vezes maior) que o queijo C (1,4 vezes maior) em relagdo ao queijo A.
Estas diferencas resultaram na maior aceitagdo do queijo B do que os queijos A e C na
avaliagdo sensorial. A aceitabilidade do aroma e textura aumentou em fungéo da
maturagdo para o queijo B, ao mesmo tempo em que houve diminuicdo da
aceitabilidade para a amostra controle, gerando diferenciacao entre as amostras quanto
a estes atributos, que ndo foram detectadas aos 15-16 dias de maturacdo. Para o
queijo B, a classificacdo da maciez como ideal aumentou com o tempo maturagéo no
periodo estudado, assim como a percepgdo como ideal do gosto salgado, acido e
amargo pelos consumidores para estas amostras (MORENO, 2003).

Esse estudo demonstrou conjuntamente que as culturas adjuntas apresentando
atividade autolitica e perfil de aminopeptidases especificas para hidrélise dos peptideos
amargos é uma alternativa potencialmente aplicavel no sentido de melhorar as
propriedades sensoriais do queijo Prato. Inclusive, a adicdo de cultura adjunta pode
direcionar a uma fermentagdo desejavel, suprimindo, dessa forma, o crescimento de
espécies de NSLAB potencialmente produtoras de defeitos nos queijos (MORENO,
2003).

Além da promocao de melhorias nas propriedades sensoriais do queijo Prato,
independentemente da redugdo do periodo de maturagéo, atualmente os beneficios

promovidos a saude do consumidor por espécies NSLAB tem direcionado as pesquisas
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no sentido de agregar maior valor aos queijos maturados. Assim sendo, além da fungao
do L. helveticus de hidrolisar peptideos hidrofébicos, bem como os peptideos amargos
produzidos da B-caseina (193-209), e de reduzir gradativamente o amargor do queijo;
esta espécie também foi associada a producdo de peptideos bioativos (SADAT-
MEKMENE et al., 2011). Outras espécies NSLAB apontadas em fungcdo dos seus
efeitos benéficos sdo as seguintes (SETTANNI & MOSCHETTI, 2010): (i) efeito
probiético: L. paracasei subsp. paracasei, L. rhamnosus e L. plantarum, (ii) producao de
peptideos inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA): L. paracasei subsp.
paracasei, L. rhamnosus e L. plantarum, E. faecalis, (iii) produgdo de &cido Y-
aminobutirico: L. buchneri, L. brevi, L. paracasei subsp. paracasei, L. plantarum, (jii)
propriedades antigenotdxicas: L. paracasei subsp. paracasei.
2. ALIMENTOS FUNCIONAIS

O termo “alimentos funcionais” foi inicialmente proposto no Jap&do, em meados
de 1980, principalmente em fungéo de uma populagdo sempre crescente de idosos e da
preocupacédo, tanto da populacdo em geral como do governo, na prevencé&o das
doengas cronicas e degenerativas (ARAI, 1993).

Hoje em dia a procura dos consumidores por produtos alimenticios de qualidade
e que beneficiam a saude, tém gerado um aumento na busca por alimentos intitulados
“saudaveis”, estimulando dessa forma, inovagbes e desenvolvimento de novos produtos
(MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). Dentre os “alimentos saudaveis” destacam-se os
“alimentos funcionais”. Estes alimentos sdo definidos como quaisquer alimentos ou
ingredientes alimentares capazes de promover beneficios a saude além de possuirem
os nutrientes ja tradicionais (HALSTED, 2003). Essa promog¢éo se da por mecanismo
ndo previsto pela nutrigdo convencional (SANDERS, 1998).

Uma definicdo abrangente de alimento funcional seria qualquer alimento, natural
ou preparado pelo homem, que contenha uma ou mais substancias, classificadas como
nutrientes ou ndo-nutrientes, capazes de atuar no metabolismo e na fisiologia humana,
promovendo efeitos benéficos a saude, podendo retardar o estabelecimento de
doengas cronicas e/ou degenerativas e melhorar a qualidade e a expectativa de vida
das pessoas (PACHECO & SGARBIERI, 2001). Sao efeitos que vao além da funcao
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meramente nutricional ha muito conhecida, qual seja, a de fornecer energia e nutrientes
essenciais em quantidades equilibradas, para a promog¢&o do crescimento normal e
evitar desequilibrios nutricionais (PACHECO & SGARBIERI, 2001).

E importante atentar para o fato de que tais substancias, fisiologicamente ativas,
devem estar presentes nos alimentos funcionais, em quantidades suficientes e
adequadas, para produzir o efeito fisiolégico desejado. Em outras palavras, ndo é
suficiente que um determinado alimento contenha determinadas substéncias com
propriedades funcionais fisioldgicas, para que ele seja imediatamente classificado como
funcional, fazendo-se necessario a condug¢édo de estudos experimentais e clinicos para
comprovacao do efeito pretendido.

Existem numerosos trabalhos de investigacdo cientifica com o objetivo de
esclarecer as fungdes saudaveis dos mais diversos tipos de alimentos ou nutrientes
funcionais. Isso fortalece a teoria da real potencialidade da nutricdo preventiva que atrai
cada vez mais os consumidores preocupados em melhorar seu estado de saude
através da alimentacdo, sem se importarem demasiadamente com seu custo (BELLO,
1995).

O futuro desta industria tem apontado para o desenvolvimento de produtos
dirigidos para setores especificos do mercado como alimentos para idosos, formulas
lacteas infantis, produtos recomendados para pacientes imunodeprimidos, diabéticos e
hipertensos (BELLO, 1995).

2.1. Alimentos funcionais de natureza protéica

Neste trabalho serdo mencionadas apenas algumas das atividades biologicas
desempenhadas por alimentos funcionais de natureza protéica, com maior énfase sera
dada aos peptideos com agao anti-hipertensiva.

Os peptideos em geral sdo absorvidos principalmente pela via paracelular (vias
que nao necessitam de transportadores), podendo ser absorvidos por difusdo passiva
entre os enterdcitos (SHIMIZU, 1999). Em seguida, entram para a circulagdo sanguinea
via sistema porta-hepatico, atingindo os 6rgdos especificos, onde exercem suas

atividades.
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Dentre as propriedades fisioldgico-funcionais que os peptideos podem

desempenhar destacam-se:

« atividade opidide;

* acao estimulante do sistema imunoldégico;

« aumento da biodisponibilidade de minerais, particularmente do calcio;
« atividade anti-ulcera, anti-oxidante e anti-carcinogénica;

+ capacidade de complexagdo aos acidos biliares; e

« atividade anti-hipertensiva.

2.1.2. Atividade anti-hipertensiva

A pressdo arterial (PA) é regulada por varios sistemas inter-relacionados. Os rins
tém um papel essencial durante o controle a longo prazo da pressao, através do
sistema rim-liquidos corporais, ou seja, quando o corpo tem liquido extracelular em
excesso, a PA se eleva provocando um efeito direto sobre os rins que excretam liquido
e sodio, fazendo com que a PA volte ao normal. Ao passo que, se a pressdo estiver
abaixo do normal, havera um aumento na reabsorc¢ao de sodio e na retencéo de fluidos
(GUYTON e HALL, 2001).

Os rins também controlam o sistema renina-angiotensina. A renina € uma enzima
sintetizada e armazenada sob a forma inativa nas células justaglomerulares dos rins.
Quando a PA cai, ocorre a liberacdo da renina para a corrente sanguinea, resultando
em uma quebra de seu substrato natural, o angiotensinogénio, e a liberacdo da
angiotensina | (decapeptideo). Ap6s a formacado desse peptideo, dois de seus
aminoacidos sao removidos para formar a angiotensina Il (PELISSON, 2008).

Essa reacdo é catalisada pela enzima conversora da angiotensina (ECA),
presente no endotélio dos vasos pulmonares. A angiotensina Il € um horménio
vasoconstrictor que contribui para o aumento da resisténcia periférica e também atua
sobre as glandulas supra-renais estimulando a secregé&o de aldosterona que aumenta a
reabsor¢cado de sal e agua pelos tubulos renais e excre¢cdo de potassio (GUYTON e
HALL, 2001). O mecanismo de controle da pressdo arterial pelo sistema renina-

angiotensina esta esquematizado na Figura 1.
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FIGURA 1. Mecanismo vasoconstrictor renina-angiotensina para controle da presséo
arterial (GUYTON & HALL, 2001)

O tratamento da hipertensdo estda baseado no emprego de medicamentos
natriuréticos e vasodilatadores. Os natriuréticos reduzem a reabsorc¢ao renal de sédio e
agua pelo bloqueio do transporte ativo de sédio pelas membranas luminais e
basolaterais do epitélio tubular (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NEFROLOGIA, 2010). Os medicamentos vasodilatadores aumentam o fluxo sanguineo
renal, relaxando os musculos lisos dos vasos renais ou ainda bloqueando o sistema
renina-angiotensina sobre a vasculatura renal (LIMA, 1999).

A importancia clinica da ECA s6 foi reconhecida apds a descoberta de que seus
inibidores especificos podem ser drogas potenciais no combate a hipertenséo
(SANJULIANI et al.,, 2011). Uma variedade de peptideos obtidos por hidrolise
proteolitica manifesta a capacidade de inibir a ACE. Esta acéo inibitoria foi
primeiramente descrita por Oshima (1979) a partir de um hidrolisado de gelatina obtido
pelo uso de uma colagenase bacteriana. Posteriormente, Maruyama e Suzuki (1982)
testaram caseina intacta e seu hidrolisado triptico, sendo que apenas este ultimo inibiu
a ECA. Dando sequéncia a estes estudos, Maruyama et al. (1985) submeteram os
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hidrolisados de caseina a uma digestdo adicional com uma endopeptidase prolina-
especifica extraida do Flavobacterium meningosepticum, obtendo um heptapeptideo
bem mais potente.

O efeito dos peptideos anti-hipertensivos tem sido demonstrado principalmente
pela capacidade em inibir a ECA e pela reducdo da pressdo arterial de ratos
espontaneamente hipertensos (SRH). A atividade da ECA pode ser expressa em
percentual ou como valor IC50, que corresponde a quantidade de inibidor necessaria
para reduzir a atividade enzimatica em 50%.

Roy et al. (2000) descreveram a purificacdo e caracterizacdo de uma enzima
sintetizada por Saccharomyces cerevisiae e seu emprego na obtencdo de um
hidrolisado de proteinas do leite com atividade inibitéria da ECA. O hidrolisado mais
eficiente foi produzido ap6s 3 horas de hidrélise, em pH 4,8, onde o IC50 foi de
0,42mg/mL. No trabalho realizado por Costa (2004), a capacidade em inibir a ECA
diminuiu com o aumento do tempo de hidrélise.

3. PEPTIDEOS BIOATIVOS

As proteinas do leite sdo consideradas, no momento, as principais fontes
conhecidas de uma variedade de peptideos bioativos (PBA). Os peptideos podem
apresentar propriedades fisiolégicas que sdo benéficas a saude. Atualmente existem
estudos sobre as diversas acdes de diferentes peptideos como, por exemplo,
estimulante do sistema imunoldgico, acédo anti-oxidante, agdo anti-hipertensiva, agao
anti-carcinogénica dentre outras propriedades multifuncionais (PACHECO, ANTUNES,
SGARBIERI, 2008). Por administragéo oral, dependendo da sequéncia de aminoacidos,
os PBA podem afetar os principais sistemas corpéreos - cardiovascular, digestivo,
imune e nervoso (SPADOTI & MORENO, 2008).

Dentre as classes de PBA originados da protedlise das caseinas séo destacadas
as que apresentam, segundo Meisel (1997):

v Atividade antagonista opidide: Receptores opidides estdo localizados no sistema

nervoso, endécrino e imune e também no trato gastrintestinal de mamiferos.
Proteinas do leites, em especial a [B-caseina, ap6s a digestédo liberam

sequéncias peptidicas que ligam-se a receptores opidides, prolongando o tempo
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de transito gastrintestinal, modulam o transporte intestinal de aminoacidos e
influenciam no metabolismo pés prandial, pela estimulagdo da secrecdo de
insulina e somatostatina.

v Efeitos _imunomoduladores: Imunopeptideos derivados da caseina, tanto

fragmentos da a-caseina quanto B-caseina estimulam a fagocitose de células
vermelhas do sangue de carneiros por macrofagos e exerceram efeito protetor
contra infecgcéo por Klebisiella pneumoniae apdés administracéo intravenosa dos
peptideos. Os mecanismos de acéo dos peptideos derivados de proteinas do
leite, ao exercerem esse efeito imunomodulatério n&o esta definido, No entanto,
resultados obtidos sugerem que peptideos opidides possam ter efeito
imunoreativo de linfécitos via receptor opidide. Podendo haver relagdo entre
sistema imune e peptideos opidides porque receptores opidides para endorfina
estdo presentes em linfécitos T e em leucécitos fagocitarios humanos. Também
€ conhecido que linfécitos e macrofagos expressam receptores a varios
mediadores biologicamente ativos. E foi sugerido que um residuo do aminoacido
arginina na porgédo C- ou N- terminal pode ser dominante no reconhecimento de

receptores de superficie de membrana.

v' Atividade Antimicrobiana: Peptideos com potencial antimicrobiano sédo derivados
de proteinas do soro, como por exemplo a lactoferrina. Lactoferrina € uma
glicoproteina ligante de ferro presente em muitos fluidos de mamiferos, inclusive
no leite. Considerada como sendo um importante componente na defesa contra
infecgbes. Assim como estas acdes de interesse dos peptideos bioativos existem
outros tais como carregadores de minerais, bem como a de interesse neste
trabalho a agéo anti-hipertensiva.

4. PRODUTOS ADICIONADOS DE PEPTIDEOS BIOATIVOS

Lactobacillus helveticus tem sido relacionado com liberacdo de peptideos com

potencial atividade anti-hipertensiva. Estes peptideos agem sobre a enzima conversora
da angiotensina (ECA), reduzindo a presséao arterial 0 que pode auxiliar no tratamento
de pessoas hipertensas. Segundo alguns estudos a presenga de peptideos anti-

hipertensivos tém sido demonstrada em leite fermentado, iogurte e queijos. Desde
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entdo, o interesse nesta area levou pesquisadores a buscarem peptideos anti-
hipertensivos a partir de proteinas diversas. Exemplificando de forma sucinta, a
literatura mostra que inibidores eficientes da ECA tém sido isolados a partir dos
hidrolisados de pescado (BYUN & KIM; 2001 FUJITA et al., 1995); soja (KINOSHITA et
al.,, 1993; WU & DING 2002); proteinas do plasma (HYUN & SHIN, 2000); e
principalmente a partir das proteinas do leite, onde a capacidade de inibir a ACE foi
demonstrada a partir de produtos fermentados (HATA et al., 1996), maturacdo de
queijos (ABUBAKAR et al., 1998; GOMEZ-RUIZ et al., 2002; HAILESELASSIE et al.,
1999) e hidrélise enzimatica das proteinas do soro (HERNANDEZ-LEDESMA et al.,
2002; NURMINEN et al., 2000; SIPOLA et al., 2002; VAN DER VEN et al., 2002).

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo uma das principais causas de
morbimortalidade no mundo (29,2% da mortalidade), segundo Reis e Glashan (2000). A
hipertens&o ocorre aproximadamente, em uma de cada cinco pessoas antes do término
de suas vidas, em geral, na meia idade ou na velhice (GUYTON & HALL 2001).
Segundo o Ministério da Saude, a pessoa é considerada hipertensa quando a pressao
arterial é igual ou superior a 14 por 9. No Brasil, Miranzi et al. (2008), salientam que
17,6% das internagbes sdo em virtudes da HAS e que os gastos com esse agravo
correspondem a 5,9% dos recursos dispendidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS). A
hipertenséo arterial sistémica (HAS) pode provocar a ruptura dos vasos sanguineos
cerebrais, dando origem aos “acidentes vasculares cerebrais” (AVC), bem como dos
vasos renais, causados “insuficiéncia renal”, ou dos vasos de outros érgdos vitais,
podendo resultar em cegueira, surdez, ataques cardiacos etc. Por outro lado, também
pode representar carga excessiva para o coracao, levando a sua insuficiéncia. Os
principais fatores de risco para a HAS incluem: hereditariedade, idade, raga, género,
obesidade, estresse, vida sedentaria, consumo de alcool, uso de anticoncepcionais e
alta ingest&o de sodio (REIS & GLASHAN, 2000; FEIJAO et al., 2005; SIMONETTI et
al., 2002). Outros fatores podem estar associados com o aumento da presséao tais como
hipercolesterolemia e diabetes mellitus (ARSLANTAS et al., 2008). Assim, pela estreita
correlagdo com estilo de vida, a hipertensao arterial sistémica (HAS) pode ser evitada,

tratada ou minimizada com a adog¢éo de habitos saudaveis (CARVALHO et al., 2013).
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A obtengdo de peptideos bioativos (PBA) inibidores de ECA foi demonstrada
para o leite fermentado por diversar culturas. A atividade estimulante do sistema
imunolégico também pode ser manifestada por peptideos derivados da hidrolise de
outras proteinas do leite, como a k-caseina e a-lactalbumina (KAYSER and MEISEL,
1996).

Yamamoto et al. (1994) observou uma reducgao significativa na pressao sistolica
dos animais, efeito que durou até 10 horas apds a administracdo oral. Nakamura et al.
(1995) isolaram dois tripeptideos anti-hipertensivos contendo Valina, Prolina, Prolina
(Val-Pro-Pro) e Isoleucina, Prolina, Prolina (lle-Pro-Pro) no leite fermentado por L.
helveticus. Yamamoto et al. (1999) demonstrou um efeito dose-dependente na pressao
arterial de ratos espontaneamente hipertensos. Um efeito mais potente na pressao
arterial desses animais, foi obtido apés a administracdo oral do leite fermentado
contendo o dipeptideo Tyr-Pro, identificado também a partir do leite fermentado por L.
helveticus. Segundo Sadat-Mekmene et al. (2011), os PBA Val-Pro-Pro e lle-Pro-Pro
apresentam maior atividade anti-hipertensiva com um IC50 (concentracdo de peptideos
necessarios para inibir 50% da atividade ECA) de 9 e 5 ym, respectivamente. Além
disso, eles sao resistentes as enzimas digestivas gastrintestinais e alcangam o intestino
delgado sem perder sua atividade biologica.

Recentemente, Wang et al. (2011) demonstraram que queijo Gouda elaborado
com a adicdo de 5 log UFC mL™ de L. helveticus NDO1 (isolado de leite fermentado
natural) como cultura adjunta apresentou um maior desenvolvimento da protedlise em
relagdo aos queijo controle (sem adigédo de cultura adjunta), e influenciou positivamente
no desenvolvimento do flavour do queijo. Além disso, a atividade de ECA (enzima
conversora de angiotensina) e de GABBA (acido aminobutirico gama) nos queijos
contendo L. helveticus NDO1 apds 6 semanas de maturagéo variou de 53,7 a 83,1% e
189,6 a 368,2 mg/Kg, respectivamente, comparativamente aos queijos controle. Os
autores concluiram que L. helveticus NDO1 apresenta um potencial de aplicagéo para o
controle da hipertensdo. Meira et al. (2012) também demonstraram forte atividade de
ECA nos extrato soluveis em agua, a qual variou de 46% para o queijo tipo Feta a 85%

para o queijo tipo Roquefort produzidos no Brasil.
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CAPITULO 2 - CONTAGEM SELETIVA DE Lactobacillus helveticus (LH-B02)
UTILIZADO COMO CULTURA ADJUNTA EM QUEIJO PRATO

RESUMO

Um dos principais focos das industrias alimenticias atualmente € o desenvolvimento
continuo de novos produtos e a industria de lacteos tem investido na produc&o de
alimentos que apresentem beneficios a saude. O objetivo deste trabalho foi obter
contagem seletiva para a cultura adjunta Lactobacillus helveticus (LH-B02) na presenca
das culturas empregadas na obtengédo de queijo Prato presentes no fermento CHN-22
(composto por Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris). Para atingir contagens seletivas de L. helveticus foram avaliados
meios de culturas com modificagcdes nos tipos de agucares e com alteragcdo do pH do
meio. Paralelamente, foram avaliados dois diferentes tempos de incubag¢do. O agar
MRS acidificado com acido acético glacial até pH 5.4 e incubagcéo na temperatura de
45°C por 48 horas, mostrou-se eficiente na inibicdo das culturas presentes no fermento
MAC CHN-22. Foram obtidas contagens seletivas de L. helveticus de 4 log UFC.g™" no
inicio do periodo de maturacgo (3 dias de fabricagdo) e de 3 log UFC.g™" ao término da

maturacéo do queijo Prato (45 dias de fabricacao).

Palavras-chave: Contagem Seletiva, Lactobacillus helveticus e Queijo Prato.
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ABSTRACT

Currently, food industries focus on the continuous development of new products, and
the dairy industry has invested in the production of foods with health benefits. In this
study, our purpose was to obtain selective enumeration for Lactobacillus helveticus (LH-
B02) adjunct culture in the presence of mesophilic aromatic cultures used to make Prato
cheese (CHN-22, composed of Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis
subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis and Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris). To achieve the selective enumeration of L. helveticus,
we evaluated culture media with modifications in the types of sugar as well as with
changes in the pH of the medium. Simultaneously, we evaluated two different incubation
times. MRS agar acidified with glacial acetic acid up to pH 5.4 and incubation
temperature of 45°C for 48 hours, proved to be efficient in inhibiting the cultures present
in MAC CHN-22. In conclusion, we obtained the selective enumeration of L. helveticus
of 4 log cfu.g™ at the beginning of the period of maturation (3 days) and 3 log cfu.g” at
the end of the ripening of the Prato cheese (45 days).

Keywords: Selective Enumeration, Lactobacillus helveticus and Prato cheese.

47



1. INTRODUCAO

A utilizacédo de culturas adjuntas € uma das novas alternativas tecnologicas que
vem sendo estudada por pesquisadores de diversos paises visando a melhoria da
qualidade geral de produtos alimenticios, em especial produtos lacteos como queijos,
leites fermentados, iogurte e outros. Outra vantagem é a obteng&o de novas variedades
de produtos que passam a apresentar sabor, aroma e outras caracteristicas
diferenciadas.

Além da promocao de melhorias nas propriedades sensoriais do queijo Prato,
associado ou ndo a redugdo do periodo de maturagédo do produto, atualmente os
beneficios promovidos a saude do consumidor por espécies como por exemplo alguns
microrganismos presentes na microbiota natural do leite, as NSLAB (Non Starter Lactic
Acid Bacteria) tem direcionado as pesquisas no sentido de agregar maior valor aos
queijos maturados. O Lactobacillus helveticus, por exemplo, além da capacidade de
reduzir gradativamente o amargor do queijo por hidrolisar peptideos hidrofébicos e
peptideos amargos produzidos da B-caseina (193-209), também é capaz de produzir
peptideos bioativos (SADAT- MEKMENE et al.,, 2011). Outras espécies NSLAB e
efeitos promotores de saude sdo: (i) efeito probidtico: L. paracasei subsp. paracasei, L.
rhamnosus e L. plantarum, (ii) produg¢do de peptideos inibidores da enzima conversora
de angiotensina (ECA): L. paracasei subsp. paracasei, L. rhamnosus, L. helveticus, L.
plantarum e E. faecalis, (iii) produgéo de acido y-aminobutirico: L. buchneri, L. brevi, L.
paracasei subsp. paracasei, L. plantarum, (iii)) propriedades antigenotoéxicas: L.
paracasei subsp. paracasei (SETTANNI & MOSCHETTI, 2010).

Os L. helveticus, foco deste estudo, sdo bactérias produtoras de acido lactico e
Torriani et al. (1994) consideram que esse microrganismo produz acido latico em
concentragcdes maiores que 2%. Este microrganismo apresenta temperatura 6tima de
crescimento de 40-45°C e temperatura maxima de crescimento de 50-52°C, mas néo se
desenvolvem em temperaturas inferiores a 15°C (MELO et al.,, 2011), geralmente
resistem a temperaturas de 60°C por 90 minutos (FURTADO, 1990). Estes
microrganismos sao homofermentativos e utilizam como substrato lactose, até
concentracao aproximada de 2,7% (FURTADO, 1990). Segundo Fortina et al. (1998) ha
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diferengas na capacidade de acidificagdo em cepas de L. helveticus, devendo-se entao
utilizar esta caracteristica para selecdo de culturas para perfis biotecnologicos de
interesse. Quanto ao perfil de fermentagdo de carboidratos, este microrganismo
pertence ao grupo das espécies que ndo fermentam amigdalina, arabinose, celobiose,
esculina, gluconato, manitol, melezitose, melibiose, rafinose, ribose, salicina, sorbitol,
sacarose e xilose (90% ou mais das cepas negativas), fermentam a galactose, glicose e
lactose (90% ou mais cepas positivas), 11 a 89% das cepas positivas para frutose,
maltose, manose e trealose e fermentagao variavel do N-acetil-glicosamina (TORRIANI
et al., 1994).

A habilidade do L. helveticus (galactose positiva) de utilizar a galactose, pode ser
usada para sua diferenciacdo em relagdo a outros lactobacilos do grupo galactose
negativa, porém deve-se levar em consideragcédo que cerca de 10% ou mais das cepas
de L. helveticus podem nao fermentar completamente a galactose (TORRIANI et al.,
1994). O isolamento dos lactobacilos termdfilos é relativamente simples, podendo ser
utilizado para esse fim, o meio MRS (de Man, Rogosa e Sharpe) com pH ajustado em
5,4, e incubacdo em anaerobiose a 43°C por 24-48 horas. Esse meio atende as
exigéncias nutricionais da maioria dos lactobacilos e ndo contém nenhum agente
inibidor, e quando utilizados na temperatura e pH indicados, realmente selecionam
somente os lactobacilos termdfilos aciduricos (KANDLER & WEISS, 1986; LORTAL et
al., 1992).

O referido microrganismo é comumente utilizado na producdo de queijo suigo-
americano e queijo Emmental, mas as vezes também é usado para fazer outros tipos
de queijos. A funcdo primaria de cultura de L. helveticus é auxiliar na melhora das
caracteristicas sensoriais, evitando o sabor amargo e auxiliando na aceleragdo da
protedlise durante o periodo de maturagdo do queijo. Além do uso na maturagao de
queijos, outras aplicagbes tém sido evidenciadas para produtos do metabolismo
proteico de L. helveticus. Em estudo com leite fermentado, L. helveticus promoveu a
diminuicdo da press&o arterial sanguinea, devido a liberacdo de tripeptidos com
capacidade de agir como inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), cuja

sintese ocorre durante a lise do microrganismo (AIHARA, et al., 2005). A produgéo de
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PBA (peptideos bioativos) inibidores de ECA foi demonstrada também para o leite
fermentado onde Yamamoto et al. (1994) observaram uma reducao significativa na
pressao sistolica dos animais, efeito que durou até 10 horas apds a administragao oral.
Nakamura et al. (1995) isolaram dois tripeptideos anti-hipertensivos contendo Valina,
Prolina, Prolina (Val-Pro-Pro) e Isoleucina, Prolina Prolina (lle-Pro-Pro) no leite
fermentado por L. helveticus. Yamamoto et al. (1999) demonstrou um efeito dose-
dependente na pressao arterial de ratos espontaneamente hipertensos. Um efeito mais
potente na presséo arterial desses animais, foi obtido apds a administragéo oral do leite
fermentado contendo o peptideo Tyr-Pro, identificado também a partir do leite
fermentado por L. helveticus. Segundo Sadat-Mekmene et al. (2011), os PBA Val-Pro-
Pro e lle-Pro-Pro  apresentam maior atividade anti-hipertensiva com um 1C50
(concentracéo de peptideos necessarios para inibir 50% da atividade ECA) de 9 e 5 ym,
respectivamente. Além disso, eles sdo resistentes as enzimas digestivas
gastrintestinais e alcangam o intestino delgado sem perder sua atividade bioldgica.
Recentemente, Wang et al. (2011) demonstraram que queijo Gouda elaborado
com a adigdo de 5 log UFC mL™ de L. helveticus NDO1 (isolado de leite fermentado
natural) como cultura adjunta apresentou um maior desenvolvimento da protedlise em
relacdo aos queijo controle (sem adigédo de cultura adjunta), e influenciou positivamente
no desenvolvimento do flavour do queijo. Além disso, a atividade de ECA (enzima
conversora de angiotensina) e de GABBA (acido aminobutirico gama) nos queijos
contendo L. helveticus NDO1 apds 6 semanas de maturagdo variou de 53,7 a 83,1% e
189,6 a 368,2 mg/Kg, respectivamente, comparativamente aos queijos controle. Os
autores concluiram que L. helveticus NDO1 apresenta um potencial de aplicagéo para o
controle da hipertensdo. Meira et al. (2012) também demonstraram forte atividade de
ECA nos extrato soluveis em agua, a qual variou de 46% para o queijo tipo Feta a 85%
para o queijo tipo Roquefort produzidos no Brasil. Desta forma, o emprego de L.
helveticus como cultura adjunta na fabricagdo de queijo Prato além de acelerar a
maturagdo e melhorar caracteristicas sensoriais do queijo pode liberar peptideos

bioativos com acao hipotensora, agregando funcionalidade ao produto.
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Pelo acima exposto foram avaliadas formulagbées e condi¢cdes de crescimento
seletivas para Lactobacillus helveticus na presenga de Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris empregados para
fabricagédo de queijo Prato.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Culturas Empregadas

As culturas puras de L. helveticus (LH-B02) e a cultura mesofilica aromatica
(MAC CHN-22), composta por uma combinacdo de microrganismos contendo
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactics, Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris,
usados neste trabalho, foram obtidas da empresa Christian Hansen (Brasil).

No processo de obtengdo dos queijos foram empregadas as referidas culturas
ativadas. A ativacéo foi realizada individualmente para cada fermento (LH-B02 e MAC
CHN-22) em 1 litro de leite desnatado em pé reconstituido a 10% e esterilizado a 115°C
por 12 minutos. Os fermentos DVS (direct vat set) foram adicionados ao leite estéril e
incubados para a respectiva ativagéo, a cultura de L. helveticus a temperatura de 45°C
por 18h e a cultura MAC CHN-22 sob 22°C por 16h. Apo6s esta ativagéo foi realizada a
contagem do fermento MAC CHN-22 e na cultura pura de L. helveticus para verificagdo
da viabilidade celular em meio de cultura M17 Agar (Dfico, Franga) incubado a 30°C,
por 48 horas e em MRS Agar (Dfico, Franga) incubado a 37°C por 72 horas,
respectivamente.

2.2. Processamento de obtencao do queijo Prato

O queijo Prato foi processado em escala semi-industrial empregando-se
Queijomatic (marca Biasinox, Brasil) de 200 litros e o fluxograma de processamento

esta apresentando na Figura 1.

Aquecimento do leite até 63°C (140 litros de leite/formulagéo)
Pasteurizacao do leite integral cru a 62-65°C/30min

Resfriamento do leite até 35°C

51




4
Adicdo de 84mL de solugéo de cloreto de calcio 40%

3

Adicdo de 7mL de corante Urucum

Adicao do fermento MAC CHN22 (280mL/140 litros de leite) — maturagdo a 35°C /
20min
4
Adicdo de 9,8mL de coalho CHY-MAX (quantidade determinada via teste de for¢a do
coalho) — coagulacao a 35°C/40min

Corte da coalhada
i}

Repouso da massa por 5min

Agitacao lenta e cuidadosa da massa por 20min a temperatura de 35°C (12 agitacao)

4
Dessoragem parcial (cerca de 30% do volume total de leite utilizado — cerca de 42L)
4
Aquecimento gradativo da massa até a mistura massa/soro atingir 40°C.
4

Adicao da cultura adjunta LH — 300mL da cultura ativada

Apbs atingir 40°C a mistura massa/soro foi agitada de forma mais vigorosa até atingir o
“‘ponto de massa” (22 agitagéo)

Passagem da mistura massa/soro da Queijomatic para o tanque de pré-prensagem

Pré-prensagem da massa durante 20 min. A pressao aplicada foi equivalente ao dobro
do peso estimado da massa.

Corte da massa e enformagem em formas retangulares com dessoradores.
12 Prensagem Por 30min com ar comprimido (Press&o de 2,0Bar)
4
Viragem dos queijos nas formas
22 Prensagem
4
32 Prensagem

Salga (salmoura 19°Bé = 20% sal) por periodo de 20horas a temperatura de 10-12°C

Secagem
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4

Pesagem e embalagem a vacuo

Maturacao (Camara fria a temperatura de 12°C por 45 dias)

FIGURA 1. Fluxograma geral do processamento do queijo Prato segundo Furtado &
Lourencgo (1994), com modificagdes.

2.3. Condigées de cultivo

Primeiramente foi realizada uma busca na literatura para verificar condigbes de
cultivo capazes de promover crescimento de L. helveticus, porém n&o sabiamos se os
meios empregados para contagem de L. helveticus seriam capaz de inibir as culturas
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris que
compdem o fermento MAC CHN-22.

Entao, realizou-se uma sequéncia de testes utilizando MRS Agar (Dfico, Franca)
com modificagdes no meio de cultura, por substituicdo ou suplementacao dos agucares,
modificagdo do pH e aumento do tempo de incubagéo, de acordo com o que esta
descrito na Tabela 1.

Para os testes de seletividade 1g das culturas MAC CHN22 e LH-B02 foram
suspendidos individualmente em 9mL de agua peptonada estéril a 0,1%. Para os
queijos (obtidos empregando-se culturas ativadas) empregou-se citrato (Synth, Brasil) a
2% da seguinte maneira: foi pesado 25g de queijo Prato em saco estéril e adicionado
225mL de citrato a 2% e com o auxilio de um homogeneizador obteve-se a primeira

diluicdo, as diluigbes seguintes foram feitas em 9mL de agua peptonada estéril a 0,1%.
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TABELA 1. Variagdes de MRS Agar (formulado e suplementado com galactose ou

lactose) e condi¢gbes de incubagéo para detectar crescimento seletivo de Lactobacillus

helveticus.
Lactose  Galactose . Tempo de
Meio Ajuste pH
(g/L) (g/L) incubacgao (h)

MRS Agar manipulado com substituicdo

20 - - 48
da dextrose por lactose
MRS Agar manipulado com substituigdo 20 48
da dextrose por galactose

MRS Agar suplementado com 2,7% de

27 - - 48
lactose
MRS Agar suplementado com 2,7%
- 27 - 48
galactose

MRS Agar acidificado - - 5.4 48
MRS Agar acidificado - - 5.4 72

2.4. Preparo do meio de cultura

Os fatores essenciais para o crescimento de L. helveticus de acordo com o
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (COWAN et al. 1975) sado calcio,
pirodoxal ou piridoxamina, sendo que nao sao requeridos acido félico, vitamina B12 e
tiamina. A partir de caracteristicas de fermentacdo e temperatura 6tima de crescimento
do L. helveticus, descritas na literatura para contagem seletiva deste mesmo
microrganismo foram selecionados as seguintes formulagbes de meios de cultura: (1)
agar MRS (Dfico, Franca) suplementado com 2,7% de galactose (Exodo, Brasil); (2)
agar MRS (Dfico, Franga) suplementado com 2,7% de lactose (Synth, Brasil); (3) agar
MRS (Dfico, Franca) formulado com a substituicdo da dextrose presente do meio de
cultura comercial por galactose (Exodo, Brasil); (4) agar MRS (Dfico, Franga) formulado
com a substituicdo da dextrose presente do meio de cultura comercial por lactose
(Synth, Brasil); (5) agar MRS (Dfico, Franga) com acidificagdo, com acido acético glacial
(Synth, Brasil), até pH 5,4. Todos os testes foram incubados a temperatura de 45°C em

aerobiose.
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Na Tabela 2 estdo descritos os reagentes utilizados para a elaboragéo de 1 litro
dos meios de cultura Agar MRS manipulados, ou seja, cada um dos ingredientes que
compdem o meio foram pesados individualmente para possibilitar a substituicdo da
dextrose por outras fontes de energia, conforme descrito na Tabela 2.

TABELA 2. Formulag&o para obtencéo de Agar MRS.

Reagentes Quantidade
(g/L)
Proteose peptone (Dfico) 10.0
Beef Extract (Himedia) 10.0
Yeast Extract (Himedia) 5.0
Polysorbate 80 (Inlab) 1.0
Ammonium Citrate (Synth) 2.0
Sodium Acetate (Synth) 5.0
Magnesium Sulfate (Synth) 0.1
Manganese Sulfate (Synth) 0.05
Dipotassium Phosphate (Exodo) 2.0
Agar (Dfico) 15.0

Os demais meios foram obtidos com emprego de meio MRS &gar (Dfico, Franga)
preparado conforme recomendagdes do fabricante, 70g para 1L de agua destilada, e
modificado pela suplementagdo com galactose ou lactose, ou acidificagdo até pH 5.4,
com a utilizacéo de Acido acético glacial.

2.5. Procedimento de contagem

Os Lactobacillus helveticus e as culturas do fermento MAC CHN-22 foram
enumerado, no queijo Prato, utilizando os meios descritos na Tabela 1.

As amostras foram plaqueadas utilizando-se a técnica de inoculagdo pour plate e
os resultados foram expressos em log ufc.g™. As placas contendo os meios de culturas
MRS modificados foram incubadas em condi¢des aerdbicas a 45°C por 48h, com
excegdo do meio de cultura MRS acidificado que foi incubado na mesma temperatura
de 45°C, porém por periodos de 48 e 72h. Estas analises foram realizadas nos queijos

Prato com trés dias de fabricagdo. O meio de cultura e condi¢des de cultivo selecionado
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nestes testes para a contagem seletiva do microrganismo L. helveticus foram utilizados
para contagem da cultura adjunta durante o periodo de maturacdo dos queijos (45 dias
de estocagem em camara fria sob a temperatura de 12+1°C), estas analises foram
realizadas a cada 7 dias.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiro de tudo, foi realizada a contagem da cultura MAC-CHN22 ap6s ativagéo
para determinar sua viabilidade em meio de cultura Agar M17. Apés o periodo de
incubagao de 48h foi obtida a contagem de 10,7 log ufc.g™’. Adicionamente foi realizada
coloracéo de Gram e feita observagéo microscédpia da cultura MAC-CHN22, conforme
demonstrado na Figura 2.
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FIGURA 2. Imagem de microscépia eletronica (aumento de 1000 vezes) da cultura
MAC CHN-22 apds semeada em meio de cultura seletivo (Agar M17 — Difco, Franca).

As contagens obtidas nos diferentes testes estdo apresentados na Tabela 3.
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TABELA 3. Contagens em log UFC.mL" de microrganismos em diferentes meios e

condigbes de incubacgao.

Amostra

Queijo CHN-22

Meio de cultura Periodo Cultura L. Queijo CHN-22
. . Cultura +LHcom3
de incubagao helveticus  com 3 dias de .
(CHN-22) . dias de
(LH) fabricacao .
fabricacao
MRS Agar manipulado com
substituicdo da dextrose por 48h <1 <1 <1 <1
galactose
MRS Agar manipulado com
substituicdo da dextrose por 48h 5,02 10,24 6,92 6,50
lactose
MRS Agar suplementado com
48h 4,50 9,47 <1 2,84
2,7% de galactose
MRS Agar suplementado com
48h 4,86 9,45 6,42 6,28
2,7% de lactose
MRS Agar acidificado pH 5.4 48h <1 9,39 <1 3,34
MRS Agar acidificado pH 5.4 72h <1 9,47 <1 3,19

Todas as culturas avaliadas foram incapazes de empregar apenas galactose
como fonte de energia, ndo observando-se crescimento no meio MRS Agar
manipulado, no qual foi feita substituicdo da dextrose por galactose, em nenhuma das
amostras avaliadas.

Quando empregada a lactose como fonte de carbono, observou-se crescimento
das culturas liofilizadas: L. helveticus, na forma de monocultura, e também da cultura
mista CHN-22. Porém, em meio M17 observou-se contagem de 10,7 log ufc.g'1 do
fermento CHN-22. Assim sendo, o meio empregado proporcionou reducéo de 5 ciclos
logaritimos desta cultura comparativamente ao obtido em M17. Quando empregada
suplementacado do meio MRS com 2,7% de galactose ou 2,7% de lactose, observou-se
crescimento microbiano na faixa de 4,5 e 4,8 log ufc.g”’, valores que abaixo do que foi
encontrado quando comparado com o valor obtido apds ativacdo da cultura pura

liofilizada em leite estéril.
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Por outro lado, a cultura pura de L. helveticus apresentou crescimento na faixa
de 10 log ufc.g'1 em todas as condi¢cdes avaliadas, com excegao do emprego de
galactose como substituinte da dextrose no meio de cultura formulado. Isso indica que o
meio MRS é adequando para crescimento de L. helveticus, ndo recomendando-se
apenas, das condi¢des avaliadas, a substituicdo da dextrose por galactose.

Para as amostras de queijo contendo fermento MAC CHN-22, mas néo
adicionadas de L. helveticus foram obtidas contagens de 6,9 e 6,4 log ufc.g™ nos meios
contendo substituicdo da dextrose por lactose e suplementagdo do meio manipulado e
adicionado do mesmo dissacarideo. Nas demais condigbes ndo foi observado
crescimento de coldnias, o que apontou para condigdes inibitorias das bactérias dos
géneros Lactococcos e Leuconostoc presentes no fermento empregado para obtengéo
do queijo Prato. Merece destaque que os resultados de inibicdo das culturas que
compdem o fermento MAC CHN-22 quando avaliadas no queijo ou na forma liofilizada,
observou-se coeréncia. Ou seja, nas condi¢gdes de cultivo nas quais ocorreu inibigdo
completa do crescimento das culturas liofilizadas, o mesmo foi encontrado quando
analisado amostras de queijo. No entanto, ocorreu uma divergéncia no meio MRS Agar
suplementado (com 2,7% de galactose) no qual foi observado crescimento de culturas
liofilizadas, mas n&o observado quando feita analise do queijo, no qual ocorreu inibi¢cao
completa do crescimento de culturas cultivaveis. Ainda assim, a condicdo de cultivo
eleita como a mais adequada para crescimento seletivo de L. helveticus foi o emprego
de MRS Agar acidificado pH 5.4, porque inibiu crescimento das culturas que comp&em
o fermentado CHN22 nas duas condi¢des avaliadas (cultura liofilizada e presentes no
queijo). E como o tempo de incubacdo de 72h resultou em contagens semelhantes as
obtidas com 48h, optou-se pela seguinte condigdo para crescimento seletivo de L.
helveticus: MRS Agar acidificado pH 5.4 e 45°C / 48h. Para confirmagao dos resultados
da seletividade, realizou-se coloragdo de Gram e observou-se microscopicamente a
presenca exclusiva de bastonestes Gram positivo (indicativo da presenca de L.
helveticus), quando empregado o meio de cultura Agar MRS acidificado a pH 5.4,
conforme apresentado na Figura 3. Em contra partida verificou-se nos outros meios de

culturas n&o seletivos a presenca de cocos (caracteristicos do fermento MAC CHN-22),
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junto aos bastonestes tipicos das espécies de lactobacilos (L. helveticus), utilizado

como cultura adjunta neste trabalho (Figura 4).
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FIGURA 3. Imagem de microscopla eletrénica (aumento de 1000 vezes) da cultura LH -

B02 apds semeadas em meio de cultura Agar MRS (Difco, Franga) acidificado a pH 5.4.
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FIGURA 4. Imagem de microscopia eletrénica (aumento de 1000 vezes) das culturas
avaliadas apo6s plaqueamento e contagem nos meios testados para seletividade de L.
helveticus, onde observa-se presencga de cocos caracteristicos do fermento MAC CHN-
22 e bacilos tipicos da cultura adjunta LH — BO2.

Os resultados encontrados durante o periodo de 45 dias de maturacdo dos

queijos, utilizando o meio de cultura selecionado, sao apresentados na Tabela 4.
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TABELA 4. Contagem seletiva de L. helveticus (log ufc.g™') em queijo Prato no periodo
de 45 dias de maturacdo, empregando-se meio de cultura Agar MRS acidificado a pH

5.4 e incubacao a 45°C.

Periodo de maturagéao Queijo CHN-22
(dias) Queijo CHN-22 LH
3 <1 4.06+0.18
10 <1 3.96+0.11
17 <1 3.7840,01
24 <1 3.3410.17
31 <1 3.07+0.31
38 <1 3.06+0.06
45 <1 2.97+0.17

Analisando os resultados apresentados na tabela a cima, pode-se observar a
inibicdo completa de colbnias cultivaveis das culturas aromaticas mesofilicas que fazem
parte do fermento MAC CHN-22.

L. helveticus, apresentou contagens médias de 3,46+0,46 log ufc.g'1. Espera-se,
por efeito da diluicdo, uma redugdo de, no minimo, 5 ciclos logaritmicos sobre a
contagem de L. helveticus no queijo. Esta redugdo & desejavel, pois a liberagdo de
aminopeptidases citoplasmaticas (AMP) durante a lise de microrganismos na matriz do
queijo pode influenciar na redugdo do sabor amargo, bem como conferir outras
caracteristicas sensoriais de interesse ap6s o periodo maturagéo.

Assim sendo, além da funcdo do L. helveticus de hidrolisar peptideos
hidrofobicos, peptideos amargos produzidos da beta-caseina (193-209), e de reduzir
gradativamente o amargor do queijo; esta espécie também foi associada a produgéo de
peptideos bioativos (SADAT- MEKMENE et al., 2011). Em algumas pesquisas os
Lactobacillus helveticus, durante sua lise celular, tem apresentado porgdes de
peptideos com potencial de agdo anti-hipertensiva. Este peptideo pode agir sobre a
enzima conversora da angiotensina (ACE), reduzindo a pressao arterial de pessoas que
apresentam hipertensdo. Segundo alguns estudos realizados a presenca de peptideos

anti-hipertensivos tem sido demonstrada em leite fermentado, iogurte e queijos
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(YAMAMOTO et al.,1994; NAKAMURA et al.,1995; WANG et al.,2011; YAMAMOTO et
al.,1999).

Com tudo, é importante ressaltar que, embora haja descrigbes de contagens de
determinados microrganismos na literatura, sempre devem ser testados os meios, pois
a seletividade esta diretamente relacionada com a presenca de outras cepas de
microrganismos que possam estar presentes e até mesmo nas diferenciagbes
genéticas das cepas de microrganismos.

4. CONCLUSAO

No presente trabalho, o meio efetivamente seletivo para contagem da cultura
adjunta de Lactobacillus helveticus, adicionada em queijo Prato foi o MRS Agar
acidificado até pH 5.4 e incubacdo a temperatura de 45°C por 48 horas em aerobiose.
Nesta condicdo ndo houve o desenvolvimento de col6nias das culturas que compdem o
fermento MAC CHN-22 (Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp.
lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis e Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris).
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CAPITULO 3 - MELHORA DA QUALIDADE DE QUEIJO PRATO POS ADIGAO DE
CULTURA ADJUNTA DE Lactobacillus helveticus (LH-B02)

RESUMO

O uso de culturas adjuntas representa uma técnica promissora para aceleragdo da
maturagdo de queijos duros e semi-duros, aprimoramento das caracteristicas
sensoriais, possivel liberacdo de peptideos bioativos e obtengdo de uma maior
variedade de queijos com sabor e aroma distintos. Objetivou-se avaliar o papel da
cultura de L. helveticus (LH-B02 / CHR-Hansen) na acidificagdo, proteodlise, redugdo do
amargor, determinagdo do perfil de aminoacidos das amostras de queijo Prato e
possivel liberagdo de peptideos bioativos. Foram realizados trés processamentos, em
escala semi-industrial, com dois tratamentos diferentes; com e sem adi¢do da cultura
adjunta de L. helveticus. Dentro do periodo de maturagao, dos queijos, foram realizadas
as analises microbiolégicas, fisico-quimicas, eletroforéticas, cromatograficas e analise
sensorial. Os queijos elaborados apresentam composi¢édo tipica de queijo Prato e
atenderam aos padrbées microbiologicos exigidos para o consumo do produto. Em
relacdo ao perfil eletroforético as amostras adicionadas de L. helveticus apresentaram
banda mais evidentes correspondente a fragdo 0s¢-caseina e ys., y1. € ya.caseina. Na
avaliacdo sensorial o0 queijo adicionado da cultura adjunta foi mais bem aceita
sensorialmente do que a amostra controle (apenas adicionado de CHN-22) e queijo
comercial diferindo estatisticamente (p<0,05) destes em alguns parametros. Observou-
se aumento dos indices de extenséo de protedlise (IEP) e profundidade da protedlise
(IPP) ao longo da maturagéo dos queijos, porém ndo houve variagdo expressiva entre
os tratamentos. Através da analise do aminograma, as amostras de queijo adicionadas
de L. helveticus apresentaram teores maiores de aminoacidos comparadas com as
amostras sem adigdo desta cultura. Pelo teste estatistico apenas os aminoacidos
Histidina, Cistina e Triptofano n&o diferiram quantitativamente entre os tratamentos
(p<0,05). Na eletroforese capilar (CE) foi encontrado apenas para a amostra adicionada

da cultura adjunta aos 31 dias de maturagdo um pico com tempo de retengéo na faixa
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de 9 a 12 minutos, indicando a possivel presenca dos tripeptideos de interesse na
amostra.

Palavras-chave: Queijo Prato, Maturagdo, Analise Sensorial, Aminoacidos livres e
Eletroforese Capilar.
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ABSTRACT

The use of adjunct cultures is a promising technique for accelerating the ripening of hard
and semi hard cheeses, improving the sensory qualities, possibly releasing bioactive
peptides and obtaining a greater variety of cheeses with distinct flavors and aromas.
This study aimed to evaluate the role of the culture L. helveticus (LH -B02 / CHR-
Hansen) in the acidification, proteolysis, reduction in bitterness, determination of the
amino acid profile of samples of Prato cheese and the possible release of bioactive
peptides. Three processes were carried out on a semi-industrial scale, with two different
treatments, with and without the addition of the adjunct culture L. helveticus.
Microbiological, physicochemical, electrophoretic, chromatographic and sensory
analyses were carried out during the ripening period. The cheeses produced presented
a typical composition of Prato cheese and complied with the microbiological standards
required for consumption of the product. With regard to the electrophoretic profile, the
samples with added L. helveticus showed a more evident band corresponding to the
fraction asq, -casein and also y3- , y1- and y»-casein. The sample of cheese with the
addition of the adjunct culture showed greater sensory acceptability than the control
sample (only CHN-22 added) and was statistically different (p<0.05) from the
commercial cheese for some of the parameters. The proteolysis extension (PEI) and
depth of proteolysis (DPI) indexes increased during cheese ripening, but with no
significant variation between treatments. An analysis of the amino acid profiles showed
that the samples of cheese with added L. helveticus presented higher levels of amino
acids as compared with the samples without the addition of this culture. The statistical
test showed that only the amino acids histidine, cysteine and tryptophan did not differ
between treatments (p<0.05). Capillary electrophoresis (CE) showed a peak with a
retention time in the range from 9 to 12 minutes after 31 days of ripening in the sample
with added adjunct culture, indicating the possible presence of tripeptides of interest in
this sample.

Keywords: Prato Cheese, Repining, Sensorial analyze, Free Amino acid and
Eletroforesis Capilary.
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1. INTRODUGAO

O queijo Prato € um “queijo tipico brasileiro e um dos mais consumidos no pais.
De acordo com dados da Associagéo Leite Brasil mostram que em 2007 cerca de 35%
do leite produzido no pais (6,3 bilhdes de litros) foi destinado para a produgcdo de
queijos” (TURCO, 2008). Por definicdo, “entende-se como queijo Prato, o queijo
maturado que se obtém por coagulagdo do leite por meio do coalho e/ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela agdo de bactérias
laticas especificas. Caracteriza-se como queijo gordo, de média umidade, de massa
semicozida e lavada, e possui um corpo macio e sabor suave” (BRASIL, 1997).

A maturagdo do queijo é essencialmente um processo enzimatico envolvendo a
quebra da massa pela protedlise, glicolise, lipdlise e outras reagdes catalisadas por
enzimas, resultando em um queijo com sabor e textura tipicos. A protedlise ocorre na
maioria dos queijos e é considerada o evento bioquimico mais importante durante a
maturacdo da maior parte dos queijos (FOX & MCSWEENEY, 1997, SOUZA &
MCSWEENEY, 2001). A protedlise em queijos & afetada por inUmeros fatores,
incluindo atividade residual do coagulante, proteases naturais do leite (como plasmina),
proteinases e peptidases liberadas pelos microrganismos do fermento lactico, enzimas
de microrganismos presentes no queijo, como contaminantes e/ou sobreviventes a
pasteurizacdo (ISEPON & OLIVEIRA, 1995). O coalho é responsavel pela protedlise
primaria da caseina que resulta em mudangas na textura e formagdo dos compostos
soluveis. O amolecimento inicial da estrutura dos queijos esta relacionado com a
hidrélise da asi-caseina, pela agdo do coagulante liberando asq,-caseina (CREAMER &
OLSON, 1982; FOX, 1998).

As bactérias lacticas do fermento, responsaveis pela protedlise secundaria,
possuem um sistema proteinase/peptidase capaz de hidrolisar oligopeptideos a
peptideos pequenos e aminoacidos que contribuem diretamente para o sabor. Os
aminoacidos podem também servir como substratos para a formagdo de compostos de
sabor adicionais. Outra importante consequéncia da protedlise € a liberacdo de
compostos de sabor que podem estar aprisionados no coagulo (FOX & MCSWEENEY,
1997).
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A protedlise contribui para o sabor do queijo através da produgado de peptideos e
aminoacidos livres. Grandes peptideos n&o contribuem diretamente para o sabor do
queijo, mas sao importantes para o desenvolvimento de uma textura adequada;
contudo, grandes peptideos podem ser hidrolisados pelas proteinases em pequenos
peptideos que podem ser sapidos (SOUZA & MCSWEENEY, 2001).

Além dos peptideos serem responsaveis por modificacdes no sabor, maciez e
outras caracteristicas sensoriais, pesquisas tém mostrado que as proteinas do leite sao
consideradas, no momento, as principais fontes conhecidas de uma variedade de
peptideos bioativos (PBA). Os peptideos podem apresentar propriedades fisiol6gicas
que séo benéficas a saude. Atualmente existem estudos sobre as diversas agbes de
diferentes peptideos como, por exemplo, estimulante do sistema imunol6gico, acado
anti-oxidante, agao anti-hipertensiva, agédo anti-carcinogénica dentre outras
propriedades multifuncionais (PACHECO, ANTUNES, SGARBIERI, 2008). Por
administracédo oral, dependendo da sequéncia de aminoacidos, os PBA podem afetar
oS principais sistemas corporeos - cardiovascular, digestivo, imune e nervoso
(SPADOTI & MORENO, 2008).

Dentre as classes de PBA originados da protedlise das caseinas podemos
destacar a agdo anti-hipertensiva: certos peptideos originario das caseinas alfa e beta
(chamados de casoquininas) e de soro proteinas alfa-lactoalbumina e beta-
lactoglobulina (chamados de lactoquininas) que possuem a propriedade de inibir a
atividade da ECA (enzima conversora de angiotensina), auxiliando no controle da
pressao arterial alta por meio da dilatacdo dos vasos sanguineos e de seu efeito sobre
a volemia.

A producao de PBA inibidores da ECA foi demonstrada para o leite fermentado.
Yamamoto et al. (1994) observou uma redugéo significativa na pressao sistélica dos
animais, efeito que durou até 10 horas ap6s a administragdo oral de leite fermentado
com L. helveticus CP790. Nakamura et al. (1995) isolaram dois tripeptideos anti-
hipertensivos contendo Valina, Prolina, Prolina (Val-Pro-Pro) e Isoleucina, Prolina,
Prolina (lle-Pro-Pro) no leite fermentado por L. helveticus. Recentemente, Wang et al.

(2011) demonstraram que queijo Gouda elaborado com a adicgo de 5 log UFC mL™ de
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L. helveticus NDO1 (isolado de leite fermentado natural) como cultura adjunta
apresentou um maior desenvolvimento da protedlise em relacédo aos queijo controle
(sem adicdo de cultura adjunta), e influenciou positivamente no desenvolvimento do
flavour do queijo. Além disso, a atividade de ECA (enzima conversora de angiotensina)
e de GABBA (acido aminobutirico gama) nos queijos contendo L. helveticus NDO1 apds
6 semanas de maturagdo variou de 53,7 a 83,1% e 189,6 a 368,2 mg/Kg,
respectivamente, comparativamente aos queijos controle. Os autores concluiram que L.
helveticus NDO1 apresenta um potencial de aplicagéo para o controle da hipertensao.
Meira et al. (2012) também demonstraram forte atividade de ECA nos extrato soluveis
em agua, a qual variou de 46% para o queijo tipo Feta a 85% para o queijo tipo
Roquefort produzidos no Brasil.
2. OBJETIVO

Os objetivos principais s&o: observar se a contribuicdo da cultura adjunta de
Lactobacillus helveticus adicionada para a aceleracédo da protedlise apresentara
atividade autolitica e perfil enzimatico adequado tanto para intensificar o flavour e
melhorar sensorialmente o queijo Prato; investigar presenca de peptideos bioativos
promotores de saudabilidade.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Origem, preparagao e avaliagao das culturas

As culturas puras de L. helveticus (LH-B02) e a cultura mesofilica aromatica
(MAC CHN-22), composta por uma combinacdo de microrganismos contendo
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactics, Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris,
usados neste trabalho, foram obtidas da empresa Christian Hansen (Brasil). A ativacdo
destas culturas foi realizada em 1 litro de leite desnatado em pé reconstituido a 10% e
esterilizado a 115°C por 12 minutos, ap6s o resfriamento do leite um saché de cada
cultura foi inoculado e incubado para a respectiva ativagao, a cultura de L. helveticus a
temperatura de 45°C por 18h e a cultura MAC CHN-22 sob 22°C por 16h. Apds esta
ativacdo foi realizada a contagem do fermento MAC CHN-22 para verificagdo da

viabilidade celular em meio de cultura M17 Agar (Dfico, Franga) incubado a 30°C, por
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48 horas e dos L. helveticus em meio de cultura MRS acidificado a pH 5.4, incubado a
45°C pode 48 horas.

3.2. Fabricagao dos queijos

Os queijos foram obtidos em planta piloto de processamento de queijos, em
escala semi-industrial empregando-se Queijomatic (marca Biasinox, Brasil) de 200
litros, no Instituto de Tecnologia de Alimentos no Centro de Pesquisa e
Desenvolvimentos de Laticinios (ITAL/TECNOLAT). Foram processadas duas
formulagbes diferentes, em cada uma das formulagdes foram utilizados 140 litros de
leite integral cru para cada tratamento e o fluxograma de processamento esta
apresentando na Figura 1.

Aquecimento do leite até 63°C (140 litros de leite/formulagéo)
Pasteurizacao do leite integral cru a 62-65°C/30min
Resfriamento do leite até 35°C
Adicdo de 84mL de solﬁgéo de cloreto de calcio 40%

Adicdo de 7mL de corante Urucum

Adicao do fermento MAC CHN22 (280mL/140 litros de leite) — maturagdo a 35°C /
20min
4

Adicao de 9,8mL de coalho CHY-MAX (quantidade determinada via teste de for¢a do
coalho) — coagulacao a 35°C/40min

Corte da coalhada
J

Repouso da massa por 5min

Agitacao lenta e cuidadosa da massa por 20min a temperatura de 35°C (1%agitacéo)

4
Dessoragem parcial (cerca de 30% do volume total de leite utilizado — cerca de 42L)
4
Aquecimento gradativo da massa até a mistura massa/soro atingir 40°C.
4

Adicao da cultura adjunta LH — 300mL da cultura ativada
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Apbs atingir 40°C a mistura massa/soro foi agitada de forma mais vigorosa até atingir o
“ponto de massa” (22agitagéo)

Passagem da mistura massa/soro da Queijomatic para o tanque de pré-prensagem

Pré-prensagem da massa durante 20 min. A pressao aplicada foi equivalente ao dobro
do peso estimado da massa.

Corte da massa e enformagem em formas retangulares com dessoradores.
12 Prensagem Por 30min com ar comprimido (Press&o de 2,0Bar)
Viragem dosuqueijos nas formas
22 Prensagem
32 grensagem
Salga (salmoura 19°Bé = 20% sal) por periodo de 20horas a temperatura de 10-12°C

Secagem
4

Pesagem e embalagem a vacuo

Maturacao (Camara fria a temperatura de 12°C por 45 dias)

FIGURA 1 - Fluxograma geral do processamento do queijo Prato segundo FURTADO &
LOURENCO (1994), com modificages.

3.3. Caracterizagao microbiolégica do leite pasteurizado e dos queijos

As andlises realizadas no leite pasteurizado para caracterizacdo foram,
contagem padrdo em placas (PCA), contagem de microrganismos psicrotréficos,
contagem total de bactérias lacticas, contagem de bactérias acido lacticas,
determinagéo de coliformes totais e termotolerantes, contagem de bolores e leveduras,
contagem de de Staphylococcus aureus, e determinagdo da presenca de Salmonella
sp. e de Listeria monocytogenes, de acordo com as metodologias da American Public
Health Association (APHA, 2004), também foi realizada a contagem de bactérias laticas
non-starter (ONG & SHAH, 2008).

Para obtengdo da diluicéo 10" foram pesados 25g do leite pasteurizado do

tanque A e 25g do leite pasteurizado do tanque B (amostra composta) e em seguida foi
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homogeneizado em garrafa de vidro tipo Schott, ap6s esta etapa foi transferido 25mL
desta amostra composta para um saco estéril e adicionado 225mL de agua peptonada
0,01% tamponada pH 7,2 e homogeneizado por 2 minutos em stomacker (Lab-Blender
400). Esta mesma solucao diluente foi utilizada para obtencao das demais diluigbes.

Trés pecas de queijos (de cada tratamento) foram tomadas aleatoriamente em
cada data de analise e preparados para a caracterizagao do queijos recém processados
e ao longo da sua maturagdo. Em condi¢des assépticas o queijo foi dividido em trés
partes, sendo 25g para contra-prova, 25g para realizar analise microbiologica, 15g para
analises de eletroforese e 100g foram separadas para as analises fisico-quimicas e
bioquimicas. Os queijos, foram homogeneizados por 2 min, com o auxilio de um blender
de amostras (Colworth, UL and CSA / Lab blender 400) em um saco estéril, utilizando o
diluente citrato de s6dio a 2% para obtencao da primeira diluicdo, as demais diluicdes
foram feitas utilizando-se agua peptonada 0,1% até a obtengéo da diluicdo 10°°.

3.4. Caracterizagao fisico-quimica do leite pasteurizado e dos queijos

O pH foi determinado no leite e no queijo por leitura direta em um potenciémetro
pH-Metro Micronal B 375 (LANARA, 1981). A acidez titulavel em acido lactico de acordo
com metodologia descrita pelo manual de analise fisico-quimica do Instituto Adolfo Lutz
(IAL, 2008). A densidade foi determinada através de um lactodensimetro com correg¢ao
de temperatura (AOAC, 2006). A gordura foi determinada de acordo com o método de
Gerber, para caracterizacdo do leite e o método de Gerber-van Gulik, para
caracterizacado do queijo (IDF, 1991). O extrato seco total foi determinado no leite e no
queijo pelo método de secagem das amostras em capsulas de aluminio, contendo areia
tratada, até peso constante em estufa (102+2°C, 7 horas) (IDF, 1982). A gordura no
extrato seco do queijo foi obtida mediante a féormula: GES = (% gordura/% EST) x 100.
A lactose foi determinada no leite e no queijo de acordo com a metodologia de Acton
(1977). O sal (NaCl) foi determinado no queijo pelo método de titulagdo com tiocianato
de amédnia (SERRES et al., 1973). A umidade foi calculada pelo método da diferenca
(U% = 100% - Extrato seco total). As cinzas foram determinadas no leite e no queijo,
segundo a metodologia de Horwitz (1975) em mufla a 550°C. O nitrogénio total (NT): foi
obtido de acordo com o método de Kjeldahl (IDF, 1962; IDF, 1964). A proteina total foi
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calculada utilizando-se um fator de converséo de 6,38, onde se multiplica o valor do NT
pelo fator de conversédo resultando no valor de proteina contido no produto. Todas as
analises foram realizadas em ftriplicatas.

3.5. Avaliagao dos queijos durante a maturagao

3.5.1. indices da maturagdo

3.5.1.1. indice de extensdo da protedlise (IEP)

O indice de extensdo da protedlise (IEP), obtido por meio da relagéo entre os
teores de nitrogénio soluvel em pH 4,6 (NS pH 4,6) e de nitrogénio total (NT), &
caracterizado pela quantidade de substancias nitrogenadas soluveis na fase aquosa
dos queijos, resultantes da degradacé&o da caseina pelo coalho e acumuladas durante a
maturacéo, refletindo, portanto, a composicao final e as caracteristicas organolépticas
do queijo. Por meio do IEP, é possivel entender melhor o indice de aproveitamento dos
elementos do leite na coalhada, a atividade proteolitica do coalho e das enzimas
(SILVA, 1998).

3.5.1.2. indice de profundidade da protedlise (IPP)

O indice de profundidade da protedlise (IPP) é diretamente proporcional a agao
de endo e exopeptidases bacterianas (descarboxilases e desaminases) que liberam
aminoacidos e outros compostos nitrogenados de baixo peso molecular, como
oligopeptideos e aminas, sendo, portanto, importante para a avaliagdo da atividade
peptidolitica da cultura latica (COSTA & PINHEIRO, 1998).

3.5.2. Perfil eletroforético dos queijos (UREIA-PAGE)

A eletroforese foi realizada a partir de uma unidade vertical mini-PROTEAN®
System Casting (Bio-Rad Laboratories Inc.), de acordo com o método descrito por
Andrews (1983), durante o periodo de maturacdo do queijo Prato (45 dias). A
concentracdo de poliacrilamida nos géis de separacdo e concentragdo foi
respectivamente, 11% e 4%. Os extratos para eletroforese foram preparados
dissolvendo-se 0,010g de amostra de queijo (equivalente a 0,4% de proteina) em 1 mL
de tampado de amostra, com aquecimento a 37°C durante 1 hora. O tampéo para
dissolugdo da amostra foi preparado utilizando-se 1,5 g de tris-hidroximetil

aminometano (TRIS), 84 g de uréia, acido cloridrico concentrado até pH 6,7 e 0,1g de
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azul de bromofenol, para um volume final de 200 mL com agua destilada. Tanto para o
padrao quanto para as amostras a quantidade aplicada no gel foi de 10pL. A separacao
das amostras foi feita a 120V utilizando tamp&o de corrida Tris 0,025M, glicina 0,192M
pH 8,3. As bandas foram coradas overnight por imersdo dos géis no corante Bio-Safe
Coomassie G-250 Stain (Bio-Rad Laboratories Inc.) e descorados com agua destilada.

3.6. Determinagao de aminoacidos livres

A determinacdo dos aminoacidos livres foi realizada de acordo com as
metodologias descritas por White et al. (1986) e Hagen et al. (1989). Foi realizada uma
extracdo com reagentes especificos e reacdo em pré-coluna com fenilisotilcianato
(PITC) e a quantificagéo foi realizada em CLAE fase reversa utilizando-se como padrao
interno, o acido a-aminobutirico e detec¢éo por UV a 254 nm.

Para os aminoacidos livres as etapas realizadas foram, extracdo e
desproteinizagdo em HCL 0,1M e metanol 99% respectivamente. Aos aminoacidos
liberados na hidrolise acida foi adicionado o acido a-aminobutirico como padrao interno.
Ap6s a eliminagéo do acido por evaporagao a vacuo foi realizada um processo de re-
evaporagdo com solucdo de acetato de sbddio, metanol e trietilamina. Apds este
procedimento foi realizada a derivatizagédo do hidrolisado com solugdo de metanol, agua
ultrapura, trietilamina e fenilisotilcianato (PITC). Os aminoacidos foram dissolvidos em
diluente e introduzidos na coluna. Os eluentes com pH 6,60 contém acetato de sédio,
acetonitrila, agua ultrapura, EDTA dissédico. As areas dos picos obtidos a partir da
amostra desconhecida foram quantificadas em comparagdo com as de uma mistura
padrao de aminodacidos e padrao interno a 254 nm.

3.7. Detecgao de peptideos bioativos por Eletroforese Capilar (CE)

Os perfis eletroforético dos queijos, em relagdo a detecgcéo da possivel presenca
de peptideos bioativos, foram determinados por eletroforese capilar (CE), seguindo o
método descrito por Pacheco, Amaya-Farfan e Sgarbieri (2002) com modificagbes. As
amostras diluidas (1mg/mL) foram homogeneizadas, filtradas em filtro milipore 45 ym e
injetadas durante 8s, com pressdo de 0,5 psi, em capilar de silica fundida (60cm x
75um d.i). Como fase movel, utilizou-se tampao fosfato 0,01M pH 2,5 e fluxo de

corrente do catodo para o anodo. As corridas foram conduzidas a temperatura de 30°C
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em aparelho de eletroforese capilar da marca Beckman Coulter, modelo P/ACE com
tensdo mantida a 10kV e a absorbancia monitorada a 200nm. Entre cada analise, o
capilar foi lavado com solucdo de hidroxido de sodio 0,1N e agua ultra pura, e em
seguida, recondicionado com tampéao de corrida.

As amostras foram centrifugadas duas vezes em centrifuga, por 30min a uma
rotacdo de 1018g a temperatura de 0°C, entre cada centrifugagdo as amostras foram
filtradas em filtro millipore 45um (PVDF-tipo filtro hidrofilico-Millipore) e colocada em
novo frasco, em seguida estas amostras foram liofilizadas. Para injeccdo no sistema
capilar a amostra liofilizada foi dissolvida 0,1mg em tampéo fosfato 0,01M pH 2,5 e
filtrado em filtro millipore 45um. Os padrées foram dissolvidos no mesmo tampé&o e
filtrados para sua injecdo no equipamento de CE na concentracdo (0,1mg/mL) e os
picos foram comparados com os picos presentes no queijo de modo a identificar a
possivel semelhanca e presenca dos tripeptideos bioativos VPP e IPP.

3.8. Analise sensorial

Foi conduzido um teste de aceitabilidade com 7 e 30 dias de fabricagdo sendo
recrutados 100 consumidores de queijos em geral, sem restricbes quanto ao sexo,
idade ou classe social, apreciadores de queijo Prato.

Conforme diretrizes gerais para testes afetivos descritas por Meilgaard et al.
(2006), as amostras foram avaliadas quanto a aceitabilidade da aparéncia, aroma,
textura, sabor e do produto de modo global por meio de escalas hedénicas de nove

pontos (9 = gostei muitissimo, 5 = n&o gostei nem desgostei e 1 = desgostei

muitissimo), quanto a intensidade da cor, aroma, maciez, sabor caracteristico de queijo
Prato, gosto salgado, gosto acido e gosto amargo por meio de escala do ideal de sete
pontos (+3 = muito mais intenso do que eu gosto, 0 = do jeito que eu gosto e -3 = muito
menos intenso do que eu gosto) e quanto a intengcdo de compra por meio de escala de
cinco pontos (5 = certamente compraria, 3 = talvez sim, talvez ndo compraria e 1 =
certamente ndo compraria), solicitando-se a descricdo de gostos e desgostos
associados a cada amostra, conforme modelo de ficha apresentado no Anexo 1.

Foram apresentadas trés amostras, o queijo Prato controle, adicionado de L.

helveticus e comercial “tipo lanche”. As amostras foram apresentadas com codigos de
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trés numeros aleatérios sendo oferecida agua mineral natural para uso antes e entre as
amostras visando limpar o palato, servidas de forma monadica sequencial segundo um
delineamento de blocos completos balanceados em pratos descartaveis.

O teste foi conduzido em cabines individuais com iluminagédo de ladmpadas
fluorescentes e equipadas com o sistema computadorizado Compusense Five verséo
5.4 para coleta e andlise dos dados. Os dados relativos a intensidade da cor, aroma,
maciez, sabor caracteristico de queijo Prato, gosto salgado, gosto acido e gosto amargo
foram tratados em termos de distribuicdo em frequéncia dos valores da escala
atribuidos pelos consumidores, calculando-se a soma das porcentagens de
classificagbes acima do ideal (valores +3 a +1 da escala), ideal (valor 0) e abaixo do
ideal (valores -3 a -1 da escala). Da mesma forma, para a intencédo de compra também
foram calculadas as somas das porcentagens relativas a pontuagdo acima do ponto
meédio da escala (valores 5 e 4 da escala), no ponto médio (valor 3) e abaixo do ponto
meédio (valores 2 e 1 da escala), correspondentes respectivamente a porcentagem de
consumidores que indicaram intencdo de compra positiva, incerta ou negativa.

Além das questbes relacionadas a avaliacdo dos produtos, os consumidores
responderam a questbes sobre habitos de consumo de queijos e caracteristicas
pessoais relacionadas a idade e definicdo de classe social segundo o critério de
classificagdo econdmica Brasil (ABEP, 2012).

3.9. Analise Estatistica

Os dados de determinagdo de aminoacidos foram submetidos a analise de
variancia ao nivel de significancia de 95% (p<0,05) para comparagéo de médias através
do uso do software STATISTICA 5.0®, statsoft.

Ja para analise dos resultados obtidos na andlise sensorial, foram comparados
entre si por meio de analise de variancia e teste de Tukey ao nivel de significancia de
95% (p<0,05) utilizando-se o programa Fizz Sensory Software 2.47B, médulo Fizz
Calculation. Para comparar efeito do tempo de maturacdo na intensidade da cor,
aroma, maciez, sabor caracteristico de queijo Prato, gosto salgado, gosto acido e gosto
amargo, foi efetuado o teste estatistico, utilizando-se o programa Excel (MEILGAARD et
al., 2006).

77



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composicao da matéria-prima (leite pasteurizado)

A Tabela 1 apresenta a composicédo média e o desvio padrao das amostras de

leite destinado a fabricagéo do queijo Prato.

TABELA 1. Caracterizagéao fisico-quimica e microbiol6gica do leite pasteurizado

Composigao

Leite Pasteurizado

Ph
Acidez (°D)
Densidade (g/mL)
Gordura (%)

Extrato Seco total (%)
Gordura no Extrato Seco (%)
Umidade (%)

Cinzas (%)

NT (%)

Proteina Total (%)
Contagem de mesdfilos totais
Contagem de bactérias pscicrotréficas
Coliformes a 30-35°C e termotolerantes
Contagem de bolores e leveduras
Contagem de NSLABs*
Contagem total de bactérias lacticas

Salmonella sp. (em 25g)

6,91
18,28+0,32
1,034
3,37+0,06
11,98+0,29
27,55
88,02
0,69+0,01
0,62+0,03
3,92+0,2
2,5x10° UFC**/mL
<1 UFC**/mL
<0,3 NMP***/mL
<1 UFC**/mL
3,2x10" UFC**/mL
5,3x10° UFC**/mL

Ausente

*NSLABs — Bactérias lacticas nao starter.
**UFC — Unidade formadora de col6nia.
***NMP — Numero mais provavel.

Observa-se que o leite utilizado na fabricacdo dos queijos atendeu aos padrdes

exigidos pela IN 62 (BRASIL, 2011) quanto aos parametros fisico-quimicos: minimo 3%

de gordura, acidez entre 14 a 18°D, densidade relativa a 15°C entre 1,028 a 1,034 g/mL

e minimo 2,9% de proteina total. Pode-se observar também que a matéria-prima atende

as exigéncias de qualidade microbiolégica (ANVISA, 2001).

78



4.2. Caracterizacao fisico-quimica e microbiolégica dos queijos

A Tabela 2 apresenta a composigéo fisico-quimica dos queijos Prato com e sem
adicdo da cultura adjunta de L. helveticus. Observou-se que 0s queijos apresentam
composicao tipica de queijo Prato, conforme estabelecido na Portaria 358 (BRASIL,
1997) e segundo Furtado e Lourenco Neto (1994). As diferencas observadas entre os
tratamentos sdo pequenas e tais valores sdo proximos aos valores encontrados por
Tendrio (2012) e Spadoti et al. (2004) para composigéo fisico-quimica de queijo Prato
tradicional. Os resultados indicam que a adi¢cdo da cultura adjunta de L. helveticus no
queijo Prato (CHN-22 adicionado deLH) ndo afetou sua composigéo.
TABELA 2. Caracterizagéao fisico-quimica de queijo Prato com 3 dias de fabricagéo

Analises Queijo Prato CHN-22 Queijo Prato CHN-22
Adicionado de LH

pH 5.36+0.06 5.40+0.05
Acidez (% acidez titulavel) 0.6+0.08 0.61+0.09
Extrato Seco Total (%) 55.44+0.88 59.14+0.23
Umidade (%) 44.56+0.87 40.86+0.23
Gordura (%) 29.39+1.34 29.05+0.59
Cinzas(%) 5.14+0.09 4.78+0.39
Sal (%) 2.68+0.09 2.17+0.57
Proteina Total (%) 26.33+0.34 26.51+0.37

Na Tabela 3 estdo apresentadas as contagens microbiolégicas dos queijos. De

acordo com os resultados observados podemos verificar que os queijos atendem aos
padrdes microbiologicos exigidos para o consumo do produto, o qual estabelece as
seguintes tolerancias para contagem de coliforme a 45°C até 10° UFC.g™", estafilococus
coagulase positiva até 10°UFC.g™", pesquisa de Salmonella sp. (ausente) e Listeria
monocytogenes (ausente) (ANVISA, 2001).
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TABELA 3. Caracterizagdo microbioldgica de queijo Prato com 3 dias de fabricagéo

Queijo Prato CHN-22

Analises Queijo Prato CHN-22
adicionado de LH
Salmonella sp. (em 259g) Ausente Ausente
Listeria monocytogenes (em 25g) Ausente Ausente
Estafilococos coagulase positiva (log UFC*.g™") <2 <2
Contagem de mesofilos totais (log UFC*.g™") 8,63 8.83
Contagem de bactérias psicrotroficas (log UFC*.g™) 9.86 9.53
Contagem de bolores e leveduras (log UFC*.g™") <1 <1
Coliformes a 30-35°C e termotolerantes (NMP**/g) <3 <3
Contagem de bactérias acido laticas (log UFC*.g™") 8.51 8.52
Contagem total de bactérias lacticas (log UFC*.g™") 8.20 8.88
Contagem de Lactococcus lactis (log UFC*.g™") 9.05 9.15
Contagem de L. helveticus (log UFC*.g”) <1 4,03

*UFC: Unidade formadora de coldnia por grama de amostra
**NMP: Numero mais provavel por grama de amostra

4.2.1. Evolugao quantitativa de culturas lacticas durante a maturagao

A contagem de células viaveis ao longo da maturagdo normalmente decresce em
decorréncia da viabilidade celular diminuir, em consequéncia da autdlise. Analisando as
curvas de evolugdo da microbiota nos queijos com e sem adigdo de cultura adjunta,
evidenciam-se os decréscimos nas contagens dos microrganismos analisados ao longo
do periodo de maturagao. A Figura 2 apresenta a evolugdo da contagem microbiana no
agar M17 durante os 45 dias de maturagdo para os queijos fabricados com e sem
adicao de cultura adjunta.
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FIGURA 2: Evolugao da microbiota no 4gar M17 durante os 45 dias de maturagéo para
os queijos fabricados com e sem adi¢ao de cultura adjunta.
A Figura 3 apresenta a evolugao das contagens de bactérias acido lacticas em

meio de cultura LBS agar durante os 45 dias de maturagao.
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FIGURA 3. Evolugdo da contagem no agar LBS durante os 45 dias de maturacdo para

0s queijos fabricados com e sem adi¢ao de cultura adjunta.
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O LBS agar é um meio para isolamento seletivo para lactobacilos. Este meio
possivelmente permite o crescimento de L. helveticus, mas quando realizamos a
analise seletiva para este microrganismo obtivemos uma contagem menor, o que indica
que a elevada contagem em agar LBS é possivelmente proveniente dos lactobacilos
provenientes da microbiota natural do leite (SHAH & ONG, 2008).

De acordo com os resultados apresentados nas Figuras 2 e 3, podemos
observar, durante o periodo de maturagcéo, que houve um decréscimo na ordem de 1,5
a 2 log de UFC.g™' em ambos os queijos.

A Figura 4 apresenta a evolugdo da contagem no agar MRS pH 5,4 durante o
periodo de maturacdo para os queijos Prato. Observou-se contagem seletiva de L.
helveticus, comprovada pela auséncia de coldnias cultivaveis quando analisado queijo
Prato controle (CHN-22) no meio MRS agar acidificado e incubacdo a 45°C. No queijo
adicionado da cultura adjunta foi encontrada redugdo de aproximadamente 1,5 log
UFC.g'1 de L. helveticus entre inicio e final do periodo de maturagdo o que demostras a
possivel lise celular. Destaca-se que com a lise celular pode ocorre liberacdo de
aminoacidos que aceleram o processo de maturagéo do queijo (MORENO, 2003), desta
forma, através da liberagdo de aminoacidos pode ocorrer a possivel produgdo de

peptideos bioativos.
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FIGURA 4. Evolugéo da contagem seletiva em agar MRS pH 5,4 durante os 45 dias de
maturacgéo para os queijos fabricados com adig&o de cultura adjunta.

4.3. Avaliagao dos queijos durante a maturagao

4.3.1. indices da maturagdo

A deteccdo e quantificagdo dos produtos de degradagdo das proteinas dos
queijos sao usadas como parametro para expressar o indice de maturagdo. Uma vez
que a extensdo da degradacdo das proteinas tem implicacbes diretas no
desenvolvimento da textura, sabor e aroma da maioria dos queijos maturados, como é
o caso do queijo Prato (LAWRENCE et al., 1987).

A Figura 5 apresenta a evolugdo do indice de extensdo de protedlise (IEP)
durante os 45 dias de maturacdo para os queijos fabricados com e sem adigéo de
culturas adjuntas. Os indices de IEP dos queijos Prato praticamente n&o diferiram entre
si, embora todos tenham apresentado aumento deste indice ao longo do tempo de
maturagdo, com indice levemente superior para a amostra adicionada da cultura
adjunta ao término do periodo de maturacgéo. A protedlise depende da agéo de agentes
de diversas fontes, tais como enzimas residuais do coalho (quimosina), da cultura
lactica e da microbiota composta por bactérias lacticas non-starter (NSLAB), entre
outras (SOUZA & MCSWEENEY, 2001). Porém, na fase de quebra da caseina, medido
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pelo IEP, a quimosina € a principal responsavel pela protedlise (FOX & MCSWEENEY,

1998) e ndo as enzimas do fermento.

16

Indice de Extensio de Proteolise

14

_a

IEP

CHN-22

(3]

17 | 24 | 21 | 38
DIAS

45

=i CT[N-221LII

FIGURA 5. Indice de Extengéo de Protedlise nos queijos com e sem adi¢cdo de cultura

adjunta durante o periodo de maturagao (45 dias).
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FIGURA 6. Indice de Profundidade de Protedlise nos queijos com e sem adigéo de

cultura adjunta durante o periodo de maturagao (45 dias).
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Com relagdo ao indice de profundidade de protedlise (IPP), os queijos Prato
também praticamente nao diferiram entre si, durante os 45 dias de maturagéo. Nota-se
uma tendéncia de estabilizac&o da protedlise no queijo sem adi¢c&do de cultura adjunta e
o aumento no queijo com adigdo da cultura adjunta. Tal comportamento também foi
observado em estudo anterior, realizado por Moreno (2003) com queijos Prato
elaborados com fermento CHN-22 e com o mesmo fermento adicionado de
Lactobacillus helveticus. Neste estudo anterior, ambos os queijos ndo apresentaram
diferenga significativa com relacdo aos seus IPPs durante 60 dias de estocagem,
embora tenha sido observada uma tendéncia, a partir do 31° dia de estocagem, dos
queijos elaborados com L. helveticus apresentarem valores superiores de profundidade
de protedlise em relag&o aos queijos elaborados sem o uso desta cultura.

4.3.2. Perfil Eletroforético dos queijos (UREIA-PAGE)

Uma vez que os indices de maturagdo nado refletem a totalidade das
transformacgdes que as proteinas sofrem durante a maturagéo, a técnica utilizada para a
deteccdo do perfil eletrofrético € uma técnica onde a desnaturagéo é realizada com a
utilizacdo de uréia, pois oferece uma melhor resolucdo para peptideos pequenos
(BALDINI, 1998). O perfil de separagéo obtido na eletroforese pode ser dividido em
varias regides, componentes que se movam mais rapidamente, ou seja, a as¢-caseina,
a B-caseina e os componentes de baixa mobilidade y,., y1- € ys-.caseinas.

Nas primeiras semanas de maturacdo, a protedlise primaria da caseina deve-se
a atividade residual do coalho, das proteinases nativas do leite, principalmente a
plasmina e em maior extensdo, de proteinases do fermento lactico e NSLAB (FOX &
McSWEENEY, 1998). O coalho hidrolisa as ligagdes mais susceptiveis na ag¢-caseina e
na B-caseina, sendo muito mais intensa na as¢-caseina (VISSER et al., 1993).

Analisando o perfil eletroforético na Figura 7, podemos observar que houve um
aumento no desdobramento da fragdo as¢-caseina pela agado do coalho, que pode ser
claramente observada pelo aparecimento de uma banda de maior intensidade,
correspondente a asi-caseina, um polipeptideo de alto peso molecular, de carater
acido e mobilidade eletroforética ligeiramente maior que a asi-caseina. Por sua vez,

essa degradacédo pode ser melhor observada no queijo com a adi¢ao da cultura adjunta
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de L. helveticus. Ja a degradacéo da B-caseina foi pequena, mas se deu pela presenca
da cultura adjunta, pois os L. helveticus tem potencial de hidrolisar a 3-caseina, isso é
evidenciado pelo aparecimento das bandas de ys., y1. € Y2, ja visiveis com 10 dias de
maturagdo, mais evidentemente no queijo com adi¢gdo da cultura adjunta, resultados
observado também por Farkye & Fox (1991) e El Soda (1982). Aos 17 dias de
maturagcdo no queijo adicionado da cultura adjunta, a banda correspondente a ys-
caseina apresentou intensidade equivalente a do queijo sem adicdo dessa cultura aos

45 dias de maturagéo.
A B
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FIGURA 7. Perfil eletroforético dos queijos Prato com e sem adi¢cao de cultura adjunta
de L. helveticus durante o periodo de maturagéo (45 dias). A: Queijo Prato CHN-22 e B:
Queijo Prato CHN-22 adicionado de LH.

4.4. Determinacao de aminoacidos livres

Na Tabela 4, s&o apresentadas as concentracdes dos aminoacidos livres totais
encontrados nos queijos sem e com adigcdo da cultura adjunta com 45 dias de
maturagao.

Observou-se que as amostras de queijo adicionadas de L. helveticus
apresentaram teores maiores de aminoacidos comparadas com as amostras sem
adicao desta cultura. Pelo teste estatistico apenas os aminoacidos histidina, cistina e

triptofano nao diferiram quantitativamente entre as amostras (p<0,05). Ressalta-se que
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fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina e valina foram encontrados
em quantidade superiores (p<0,05) nas amostras com adigdo da cultura adjunta.

A microbiota dos queijos pode ser dividida em dois grupos, do ponto de vista
bioquimico:  bactérias lacticas iniciadoras e microrganismos secundarios
(microrganismos adicionados). As bactérias lacticas, sao responsaveis pela
transformacéo de lactose em acido lactico durante a preparacédo do queijo, suas
enzimas também contribuem na maturacdo, estando envolvidas na protedlise e na
conversdo de aminoacidos em substancias volateis responsaveis pelas propriedades
organolépticas do produto (BERESFORD, et al. 2001).

N&o existe uma correlacao direta entre o aroma dos queijos e a concentragao de
aminoacidos livres. Sabe-se, no entanto, que estes podem ser metabolizados por
enzimas bacterianas produzindo produtos menores, entre os quais flavorizantes. Jollivet
et al. (1992), por exemplo, demonstrou em seu estudo que 0O microrganismo
Brevibacterium linens produz aménia, aminas, alcoois, aldeidos e os acidos caproico e
3-metilbutirico a partir de aminoacidos, todos esses produtos influenciam, em maior ou
menor grau, o sabor e o aroma dos queijos. Produtos da degradagcdo de aminoacidos
contendo enxofre desempenham papel particularmente importante. L-metionina, por
exemplo, pode ser degradada a S-metiltioésteres e metanotiol ao qual se atribui o odor
caracteristico de queijos como Gruyere, Comté e outros. Ja o sabor amargo que, as
vezes, se observa em alguns queijos € atribuido a liberagc&o excessiva de peptideos de
baixo peso molecular. A Figura 8 apresenta um esquema geral da degradagao de
aminoacidos em queijos (PERRY, 2004).
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FIGURA 8. Esquema geral de protedlise decorrente da agdo microbiana durante a
maturacdo de queijos: 1 = descarboxilagéo; 2 = transaminagdes; 3 = desaminagdes

oxidativas; 4 = degradacgbes; 5 = redugdes; 6 = oxidagdes (PERRY, 2004).
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TABELA 4. Quantificagdo de aminoacidos nos queijos Prato sem e com adigédo da
cultura adjunta de L. helveticus.

Aminoacidos Livres Queijo CHN-22 Valor p
Queijo CHN-22

(mg/100g de amostra) adicionado de LH
Ac. Aspartico 25.01+0.00 29.24+0.00 0.000102
Ac. Glutamico 269.98+0.00 325.91+0.00 0.000000
Serina 100.1310.00 114.58+0.00 0.000000
Glicina 37.95+0.00 42.71+0.00 0.000103
Histidina* 59.86+0.00 63.05+0.00 0.101868
Arginina 25.05+0.00 28.65+0.00 0.001410
Treonina 36.94+0.00 46.99+0.00 0.000070
Alanina 30.1310.00 33.13+0.00 0.003001
Prolina 44.95+0.00 55.60+0.00 0.000444
Tirosina 44.15+0.00 55.82+0.00 0.000067
Valina 81.99+0.00 97.05+0.00 0.000023
Metionina 27.28+0.00 35.45+0.00 0.000000
Cistina* 1.49+0.00 1.60+0.00 0.244167
Isoleucina 33.81+0.00 44 .22+0.00 0.000005
Leucina 282.55+0.00 315.79+0.00 0.000000
Fenilalanina 129.77+0.00 150.25+0.00 0.000010
Lisina 145.38+0.00 187.09+0.00 0.000000
Triptofano* 121.58+0.01 128.99+0.01 0.515849

* amostras que n3o diferiram significativamente (p>0,05).

4.5. Detecgao da possivel presenga de peptideos bioativos por Eletroforese
Capilar (CE)

Os métodos mais citados na literatura para a deteccao dos tripeptideos Valina-
Prolina-Prolina (VPP) e Isoleucina-Prolina-Prolina (IPP), sdo por HPLC e eletroforese
capilar (CE) ambos os métodos devendo ser associado a um espectro de massa. No
presente trabalho foi possivel apenas empregar a metodologia de detecgdo dos
tripeptideos por eletroforese capilar (CE).
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FIGURA 9. Eletrosferograma dos padrbes Valina-Prolina-Prolina e Isoleucina-Prolina-
Prolina e mistura dos dois padrdes.

Quando realizadas as corridas dos padrbes observou-se tempo de retencdo na
faixa de 14 a 21 minutos, sendo que ndo houve diferenciagdo entre os tempos de

retencéo para cada um dos tripeptideos ou quando os dois foram associados.
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FIGURA 10. Eletrosferograma da amostras de queijo Prato adicionado de L. helveticus
apos 31 dias de maturagéo.

Foram analisadas as amostras de queijo adicionadas ou ndo de L. helveticus nos
tempos de maturagéo 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias. Foi encontrado apenas para a
amostra adicionada da cultura adjunta aos 31 dias de maturagéo um pico com tempo de
retencdo na faixa de 9 a 12 minutos, possivelmente indicativa da presenca dos
tripeptideos de interesse.

4.6. Analise sensorial

Os resultados médios obtidos no teste de aceitabilidade da aparéncia, aroma,
textura, sabor e do produto de modo global e quanto a intencdo de compra das
amostras de queijo Prato com 7 dias de fabricacdo sao apresentados na Tabela 5.

Verifica-se que as trés amostras, queijo Prato controle (CHN-22), queijo Prato
adicionado de CHN-22 adicionado de LH e queijo Prato comercial, ndo diferiram
estatisticamente entre si (p>0,05) quanto a aceitabilidade da textura, sendo que todas
obtiveram médias situadas entre “gostei pouco” e “gostei”.

As amostras diferiram estatisticamente (p<0,05) em relagdo a alguns aspectos. A

aceitabilidade da aparéncia da amostra de queijo adicionado da cultura adjunta obteve
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média proxima a “gostei” na escala utilizada e foi melhor aceita do que a amostra
comercial, enquanto a amostra controle, sem adi¢cdo da cultura adjunta obteve valor
meédio intermediario e nao diferiu do queijo controle (CHN-22): Para aceitabilidade do
aroma, sabor e aceitabilidade do produto de modo global a amostra adicionada de L.
helveticus obteve média proéxima a “gostei” sendo a amostra com melhor aceitagdo em
relacdo as demais amostras. Em relagéo a esses parametros, as amostras comercial e
a nao adicionada de L. helveticus, obtiveram médias préximas e nao diferiram entre si.
Quanto a intengdo de compra a amostra adicionada de LH obteve média
correspondente a “provavelmente compraria” na escala utilizada e diferiu das demais
amostras avaliadas. Por outro lado a amostra comercial e ndo adicionada de cultura
adjunta, obtiveram médias situadas entre “talvez sim, talvez ndo compraria’ e
“provavelmente compraria” e nao diferiram entre si.
TABELA 5. Resultados obtidos no teste para avaliagéo da aceitabilidade da aparéncia,
aroma, textura, sabor e do produto de modo global e quanto a intengdo de compra das
amostras de queijo Prato com 7 dias de fabricagéo*.

Amostras
Aceitabilidade e intengdo de compra Queijo Queijo
CHN-22 CHN-22+LH

Comercial D.M.S

Aceitabilidade da aparéncia 6,9 (1 ,4)55 7,2 (1,1)? 6,5(1,7)° 0,45
Aceitabilidade do aroma 6,5 (1,5)° 7.1 (1,1)? 6,5 (1,5)° 0,42
Aceitabilidade da textura 6,4 (1,5) 6,8 (1,4) 6,8 (1,6)° 0,45
Aceitabilidade do sabor 6,3 (1,6)° 7,0 (1,4)? 6,0 (1,8)° 0,50
Aceitabilidade do produto de modo geral 6,4 (1,6)° 7,1 (1,3)° 6,1 (1,8)° 0,49
Intengéo de compra 3,4 (1,2)° 3,9 (1,0) 3,1(1,2)° 0,37

* Resultado expresso como média (desvio-padrdo) entre 100 avaliagdes.
D.M.S.: Diferenga minima significativa ao nivel de significancia de 5% (Teste de Tukey). Para cada atributo (linha), valores
seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).

Ja os resultados médios obtidos no teste de aceitabilidade da aparéncia, aroma,
textura, sabor e do produto de modo global e quanto a intencdo de compra das
amostras de queijo Prato com 30 dias de fabricagéo s&o apresentados na Tabela 6.

Verifica-se que as trés amostras n&o diferiram estatisticamente entre si (p>0,05)
quanto a aceitabilidade da textura, sendo que todas obtiveram médias correspondentes
a “gostei”.
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As amostras diferiram estatisticamente (p<0,05) em relagdo a alguns aspectos,
conforme descrito a seguir. A aceitabilidade da aparéncia, na qual amostra adicionada
de L. helveticus obteve média situada entre a “gostei” e “gostei muito” na escala
utilizada e foi melhor aceita do que a amostra controle (sem adigéo de L. helveticus)
que obteve média correspondente a “gostei”, enquanto a amostra comercial obteve
valor médio intermediario e ndo diferiu de nenhuma das amostras anteriormente
citadas. Para aceitabilidade do aroma e avaliagdo do produto de modo global a amostra
adicionada da cultura adjunta obteve média correspondente a “gostei” e foi melhor
aceita do que as demais amostras, ja as amostras comercial e amostra ndo adicionada
de cultura adjunta obtiveram médias situadas entre “gostei pouco” e “gostei” e nao
diferiram entre si. Em relagdo a aceitabilidade do sabor a amostra adicionada da cultura
LH obteve média correspondente a “gostei” na escala utilizada e foi melhor aceita do
que a amostra comercial, que obteve média situada entre “gostei pouco” e “gostei”,
enquanto a amostra controle (sem cultura LH) obteve valor médio intermediario e ndo
diferiu de nenhuma das amostras anteriormente citadas. Quanto a intengdo de compra
a amostra adicionada de cultura adjunta obteve média correspondente a
“provavelmente compraria” na escala utilizada e diferiu das amostras comercial e sem
adicao de cultura adjunta, as quais obtiveram médias situadas entre “talvez sim, talvez
nao compraria” e “provavelmente compraria” e nao diferiram entre si.

Assim sendo, a cultura adjunta L. helveticus contribui para aprimorar as
caracteristicas sensoriais do queijo Prato, conferindo-lhe superioridade quando

comprado ao queijo elaborado sem esta cultura e uma marca comercial.
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TABELA 6. Resultados obtidos no teste para avaliagéo da aceitabilidade da aparéncia,
aroma, textura, sabor e do produto de modo global e quanto a intengdo de compra das
amostras de queijo Prato com 30 dias de fabricagéo*.

Amostras
Aceitabilidade e intengdo de compra Queijo Queijo
CHN-22 CHN-22+LH

Comercial D.M.S.

Aceitabilidade da aparéncia 7,0 (1,2)° 7.4 (0,9)° 7,2 (1 ,2)"'-B 0,33
Aceitabilidade do aroma 6,7 (1,3)° 71 (1,17 6,6 (1,4)° 0,41
Aceitabilidade da textura 7,0 (1,1)? 6,9 (1,3)? 7,1(1,2)* 0,36
Aceitabilidade do sabor 6,7 (1,4)™ 7.1 (1,27 6,4 (1,8)° 0,49
Aceitabilidade do produto de modo geral 6,7 (1,3)° 7,3 (1,27 6,5 (1,6)° 0,43
Intencdo de compra 3,6 (1,0)° 4.1 (1,0 3,3(1,2° 0,36

* Resultado expresso como média (desvio-padrdo) entre 100 avaliagdes.
D.M.S.: Diferenga minima significativa ao nivel de significancia de 5% (Teste de Tukey). Para cada atributo (linha), valores
seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

5. CONCLUSOES

Com a realizacdo deste trabalho, podemos concluir que os queijos elaborados
apresentaram composicao tipica de queijo Prato e atenderam aos padrdes
microbiol6gicos exigidos para o consumo do produto. Em relagdo ao perfil eletroforético
as amostras adicionadas de L. helveticus apresentaram banda mais evidentes
correspondente a fracao os1-caseina e ys., Y1- € Yo.caseina. Na avaliagdo sensorial o
queijo adicionado da cultura adjunta foi mais bem aceita sensorialmente do que a
amostra controle (apenas adicionado de CHN-22) e queijo comercial diferindo
estatisticamente (p<0,05) destes em alguns pardmetros. Observou-se aumento dos
indices de extensio de protedlise (IEP) e profundidade da protedlise (IPP) ao longo da
maturagdo dos queijos, porém nao houve variacdo expressiva entre os tratamentos.
Através da andlise do aminograma, as amostras de queijo adicionadas de L. helveticus
apresentaram teores maiores de aminoacidos comparadas com as amostras sem
adicado desta cultura. Pelo teste estatistico apenas os aminoacidos Histidina, Cistina e
Triptofano nao diferiram quantitativamente entre os tratamentos (p<0,05). Na
eletroforese capilar (CE) foi encontrado apenas para a amostra adicionada da cultura
adjunta aos 31 dias de maturagédo um pico com tempo de retencdo na faixa de 9 a 12

minutos, indicando a possivel presenca dos tripeptideos de interesse na amostra.
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apresentacdo de toda documentacéo necessadria para solicitagdo da permisso das realizacbes das analises
sensoriais junto ao comité de ética.

Objetivo da Pesquisa:

O presente trabalho tem por objetivo a investigacdo da presenca de aminopeptidases que auxiliam na
aceleragéo da protedlise e aprimoramento das caracteristicas sensoriais do queijo tipo Prato e na possibilidade
da obteng&o de peptideos bioativos provenientes de micro-organismo adicionados como cuituras adjuntas no
processo de manufatura dos queijos.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

N&o ha riscos previsiveis para quem for participar da pesquisa pois serfo testadas as caracteristicas
sensoriais, a menos que o individuo possua algum tipo de alergia a produios iacteos. A adigao de culturas
adjuntas pode agregar ao produto final caracteristicas benéficas a satde do consumidor, pois algumas cepas
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A pesquisa faz parte da dissertagio de mestrado da pesquisadora e nio apresenta riscos acs provadores
(somente os que apresentam intolerancia as produtos lacteos). O queijo prato sera produzido em uma
Instituic@io(ITAL), onde se aplicam todas as regras de boas praticas de manipulagio de alimentos.

Considera¢des sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

A pesquisadora apresentou todos os termos de apreseniagéo obrigatoria.

Recomendagdes:

No cartaz do anexo i, a pesquisadora nao deve restringir os individuos em apenas funcionarios e estagiarios. £
recomendado retirar a frase "Venha fazer parte da nossa equipe”, pois subentende-se que a pesquisadora esta
montando um equipe treinada para analise sensorial.
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ANEXO 2: Modelo da ficha utilizada para avaliagéo sensorial.

AVALIAGAO DE QUEIJO PRATO

Nome: Produto:

Muito obrigado por participar de nosso teste. Sua colaboragiio é muito importante
para nds!

Vocé recebera trés amostras de QUEIJO PRATO, uma de cada vez, além agua que
deve ser usada entre as amostras para limpar a boca.

Avalie cada amostra e responda as questoes a seguir.

1. Indique o quanto vocé gostou da APARENCIA do produto:
Néo gostei Desgostei  Desgostei

Gostei Gostei Gostei Gostei
muito muitissimo

Desgostei

g . ostei

muitissimo  muito pouco . pouco
desgostei

(] )y ) () (] (] (] () ()
2. Indique sua opinido sobre a intensidade da COR AMARELA do produto:

Desgostei

Vuito mais ~ Mais intensa  Um pouco mais Do jeito Um pouco Menos Muito menos
ensadoque doqueeu intensadoque queeu menosintensa intensado intensa do que
eu gosto gosto eu gosto gosto  do que eu gosto que eu gosto eu gosto

() () () () () () ()

3. Indique o quanto vocé gostou do AROMA do produto:
Gostei Gostei Gostei Gostei Néo gostei

PG . ostei
muitissimo  muito pouco .
desgostei

(] )y )y () ) () () () ()

4. Indique sua opiniao sobre a intensidade do AROMA CARACTERISTICO DE QUEWO
PRATO do produto:

Desgostei Desgostei Desggsta De§90§15|
pouco muito muitissimo

Vuito mais  Mais intenso  Um pouco mais Do jeito Um pouco Menos Muito menos

ensodoque doqueeu intensodoque queeu menosintenso intensodo intenso do que

eu gosto gosto eu gosto gosto  do que eu gosto que eu gosto eu gosto
() () (] (] () () ()

5. Indique o quanto vocé gostou da TEXTURA do produto:
Nao gostei Desgostei  Desgostei

Gostei Gostei Gostei Gostei
muito muitissimo

Desgostei

RN . ostei

muitissimo  muito pouco . pouco
desgostei

(] )y )y () () () () () ()

Desgostei

6. Indique sua opinido sobre a MACIEZ do produto:

Viuito mais Mais macio  Um pouco mais Do jeito Um pouco Menos Muito menos
siodoqueeu doqueeu maciodoqueeu queeu menos maciodo maciodo  macio do que
gosto gosto gosto gosto que eu gosto  que eu gosto eu gosto

() () (] (]

7. Indique o quanto vocé gostou do SABOR do produto:
Néo gostei Desgostei  Desgostei

Gostei Gostei Gostei Gostei Desgostei
muito muitissimo

o . 0!
muitissimo  muito pouco . pouco
desgostei

(] )y )y () () () () () ()

Desgostei

8. Indique sua opinido sobre a intensidade do SABOR CARACTERISTICO DE QUEIO
PRATO do produto:

Vluito mais ~ Mais intenso  Um pouco mais Do jeito Um pouco Menos Muito menos
ensodoque doqueeu intensodoque queeu menosintenso intensodo intenso do que
eu gosto gosto eu gosto gosto  doqueeugosto queeugosto  eu gosto

() () () () () () (
9. Indique sua opinido sobre a intensidade do GOSTO SALGADO do produto:

Vluito mais ~ Mais intenso  Um pouco mais Do jeito Um pouco Menos Muito menos
ensodoque doqueeu intensodoque queeu menosintenso intensodo intenso do que
eu gosto gosto eu gosto gosto  doqueeugosto queeugosto  eu gosto

() () () () () () ()
10. Indique sua opinio sobre a intensidade do GOSTO ACIDO do produto:

Vluito mais ~ Mais intenso  Um pouco mais Do jeito Um pouco Menos Muito menos
ensodoque doqueeu intensodoque queeu menosintenso intensodo intenso do que
eu gosto gosto eu gosto gosto  doqueeugosto queeugosto  eu gosto

() () () () () () (
11. Indique sua opinido sobre a intensidade do GOSTO AMARGO do produto:

Vluito mais ~ Mais intenso  Um pouco mais Do jeito Um pouco Menos Muito menos
ensodoque doqueeu intensodoque queeu menosintenso intensodo intenso do que
eu gosto gosto eu gosto gosto  doqueeugosto queeugosto  eu gosto

() () () () () () (
12. Indique o quanto vocé gostou do produto de MODO GLOBAL:

) ) . Néo gostei . ) )
Gostei Gostei Gostei Gostei nem Desgostei Desgostei Desgostei  Desgostei

muitissimo  muito pouco desgostei pouco muito muitissimo

() )y )y )y () () () () ()

13. Por favor, descreva o que em particular vocé gostou ou desgostou nesta amostra.
Mais gostei: Menos gostei:

14. Pensando no produto que vocé consome normalmente, por favor indique qual seria sua
atitude em relagdo a compra do produto que acabou de provar:

Talvez sim,
Certamente  Provavelmente talvez nio Provavelmente  Certamente
compraria compraria . ndo compraria  ndo compraria
compraria

() () () () ()
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