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RESUMO

Neste projeto se estabeleceu metodologia para preparo de queijo modelo, determinou a
composicdo centesimal dos queijos modelo e avaliou-se a capacidade autolitica e
proteolitica de culturas laticas no queijo modelo ao longo de 21 dias a 13°C. Este tempo e
temperatura de incubag&o simulou as condi¢cdes de maturacdo de queijo tipo Prato. Foram
avaliadas 5 culturas previamente selecionadas quanto a capacidade autolitica e perfil
enzimatico: Pediococcus pentosaceus; Lactobacillus plantarum; Lactobacillus paracasei;
Streptococcus uberis e Lactobacillus rhamnosus. O método utilizado para a obtencdo do
gueijo modelo tipo Prato foi adequado, mas requer ajustes para adequacdo da composicao
fisico-quimica, principalmente com relacdo ao teor de umidade. Em func¢&o disso, nao foi
possivel confirmar a autélise das culturas avaliadas. Com relacdo a protedlise, os resultados
apresentados pelas culturas estdo relacionados com a ag¢do do coalho adicionado. A
concentracdo de leucina ndo foi um bom indicador para acompanhamento da atividade de

peptidases citoplasméticas das culturas.

ABSTRACT

This project established the methodology used to the preparation of model cheese,
determined the centesimal composition of model cheeses and evaluated the autolysis and
proteolysis of lactic bacteria in the model cheese storage during 21 days at 13°C.These
conditions of time and temperature intended to simulate the conditions of the ripening of
Prato cheese. The five cultures selected according their autolytic capacity and enzymatic
profile were: Pediococcus pentosaceus; Lactobacillus plantarum; Lactobacillus paracasei;
Streptococcus uberis and Lactobacillus rhamnosus. The method used in the preparation of
the Prato model cheese was successful. However, it will be necessary some adaptations to
achieve the humidity level of the Prato cheese. This fact could caused the impossibility in the
confirmation of autolysis of the studied cultures. The results obtained in the proteolysis
evaluation were related to added rennet like extract activity. The leucine concentration was

not adequated to study the citoplasmatic peptidases of studied cultures.
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INTRODUCAO

No Brasil ha um grande consumo de queijos e outros produtos lacteos. Segundo SILVA et
al. (2006) o queijo tipo Prato é a variedade de queijo maturado mais consumida e apreciada.
Nos ultimos tempos ele vem perdendo suas caracteristicas e, seu valor comercial devido ao
reduzido tempo de maturacdo a que € submetido por alguns fabricantes sem uso adicional
gualquer tecnologia. Hoje a maior parte dos queijos Prato se encontra com maturacdo
incompleta, o que afeta as caracteristicas para consumo nacional e impossibilita a
exportacdo. Segundo MORENO (2003), a maneira mais promissora de acelerar a maturacao
€ o uso de culturas lacticas com propriedades autoliticas que aceleram a protedlise pela
liberacdo precoce de enzimas no queijo. Além da tendéncia a forte autdlise, as culturas
devem apresentar um sistema enzimatico ativo nas condicdes de maturacdo para o
desenvolvimento do aroma, sabor e aroma. Contudo, avaliar o desempenho de um grande
namero de enzimas, culturas “starters” ou adjuntas em queijos € dispendioso e demorado.
Assim, um sistema modelo onde esse desempenho possa ser avaliado rapidamente é
desejavel, contanto que as principais condicBes possam ser reproduzidas o mais préximo
possivel daquelas encontradas no queijo (DI CAGNO et al.,, 2006), trazendo beneficios
econdmicos para os laticinios e inserindo no mercado produto com caracteristicas
adequadas para queijo Prato, atendendo melhor o consumidor nacional e potencializando o

comércio internacional.

Assim esse projeto objetivou estabelecer metodologia para preparo de queijo modelo,
determinar a composigéo centesimal dos queijos modelo, avaliar a capacidade autolitica das

culturas em queijo modelo e suas atividades quanto a protedlise.

MATERIAIS E METODOS

Culturas avaliadas e obtencédo dos extratos celulare s das culturas

Foram avaliadas as seguintes culturas Pediococcus pentosaceus (TR 285); Lactobacillus
plantarum (TR 260); Lactobacillus paracasei (PN 16); Streptococcus uberis (TR 570) e
Lactobacillus rhamnosus (PN 270). Os extratos celulares foram obtidos através da ativacao
das culturas, inoculadas em 20mL de MRS caldo (Merck) e incubado a 37°C por 24 horas,
antes de serem usados para a etapa de inéculo na massa do queijo modelo, no dia de

processamento.

Preparo do sistema de queijo modelo
O queijo foi obtido a partir de leite desnatado pasteurizado e microfiltrado, em camara de

fluxo laminar, em assepsia. O leite foi microfiltrado na unidade piloto de microfiltracao (Tetra-
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Laval, Franca) equipada com membranas ceramicas UTP menbralox, com tamanho médio
de poro de 1,4um e area de permeacao de 0,24mz2. Ao leite microfiltrado foi adicionado acido
latico 80% diluido em agua estéril, e glucona-delta-lactona a 5%. Em seguida, incorporou-se
o coalho (Christian Hansen). A massa obtida foi dividida em 6 porc¢des iguais as quais se
adicionou os extratos celulares. A por¢cdo sem adicdo de cultura constituiu o queijo controle.
As massas inoculadas foram acondicionadas, assepticamente, em recipientes estéreis,
mantidas a 13°C e avaliadas quanto a autélise e protedlise durante 21 dias. A manutencao
dos queijos modelos a 13°C, objetivou simular a maturacdo de queijo Prato. Foram

realizados trés processamentos.

Determinacdo da autodlise
A autdlise foi avaliada pelo decréscimo na viabilidade celular das culturas que foi
determinada por inoculacdo em Agar MRS (APHA, 2004). As placas foram incubadas em

temperatura de 37°C por 48 horas.

Andlise da Protedlise no queijo modelo

As amostras foram preparadas pela homogeneizacdo de 5g de queijo modelo e 10 mL de
agua destilada durante 5 minutos (KUCHROO & FOX, 1982). A solugéo foi mantida a 40C
por 1h, centrifugada a 3.300x g por 30 minutos a 4°C. Esta fragdo, com a porcdo
nitrogenada soluvel em agua, foi usada para determinacao dos teores de amino&cidos livres
totais. A determinacdo de a-aminonitrogénio (aminoacidos livres totais) na fracdo de
nitrogénio solivel em agua foi feita pela reacdo com TNBS (ADLER-NISSEN (1979) e
CLEGG et al., 1982). A reacdo colorimétrica foi realizada com 0,25ml de amostra, 2,0ml| de
solucdo tampéo fosfato 0,2125M pH 8,2 e 2,0ml de solucdo TNBS a 0,1%. A mistura foi
incubada por 1 hora a 50C ao abrigo da luz. A reac ao foi paralisada pela adicdo de 4,0ml
de HCI 0,1N,seguido de repouso a temperatura ambiente por 30 minutos. A absorbancia foi
lida a 340nm contra o branco. A concentracdo de a-NH, foi calculada por curva padréo de L-

leucina feita com solucao contendo 30umoles/ml deste aminoacido (BALDINI, 1998).

Caracterizagdo microbiolégica das matérias-primas e dos queijos modelo

Foram feitas as andlises de coliformes a 30°C e 45°C, contagem total de mesdfilos e
bactérias lacticas do leite desnatado pasteurizado (LDP), do leite desnatado pasteurizado
microfiltrado (LDPM) e do queijo modelo (QM), no dia do processamento. As andlises foram
realizadas de acordo com SILVA et al. (2007).

Determinacdo da composicao centesimal das matérias-  primas e dos queijos modelo



Foram avaliados os seguintes parametros: pH (LANARA, 1981) por potenciébmetro digital
B375 (Micronal); gordura e fosfatase (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985); extrato seco total
(IDF, 1982), cinzas (HORWITZ, 1975), densidade, acidez titulavel, nitrogénio total e
nitrogénio ndo protéico (AOAC, 1997), nitrogénio ndo caseico (BYNUM et al, 1985), os
valores de nitrogénio foram multiplicados pelo fator 6,38 para a obtencdo dos valores
equivalentes de proteina, lactose (ACTON, 1977), peroxidase e crioscopia (MARSHALL,

1993). Todas as analises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagdo microbiolégica e composi¢édo fisico-q uimica das matérias-prima e
gueijo modelo

Os resultados obtidos nas analises microbioldgicas e fisico-quimicas do leite desnatado
pasteurizado (LDP), do leite desnatado pasteurizado microfiltrado (LDPM) e do queijo

modelo (QM), estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 1. Caracterizacdo Microbiologica do Leite Desnatado Pasteurizado (LDP), Leite
Desnatado Pasteurizado Microfiltrado (LDPM) e Queijo Modelo (QM).

Contagem total de Contagem de Coliformes Coliformes
Processamento mesofilos (UFC) bactérias lacticas totais (NNP) fecais (NNP)
(UFC)
LDP 1 <10 <10 <0,3 <0,3
2 <25 <10 <0,3 <0,3
3 <25 <10 <0,3 <0,3
LDPM 1 <10 <10 <0,3 <0,3
2 <25 <10 <0,3 <0,3
3 <10 <10 <0,3 <0,3
QM 1 <10 <10 <3 <3
2 <10 <10 <3 <3
3 8,0x10 <10 <3 <3

UFC unidade formadora de col6nias; NMP namero mais provavel

De acordo com os valores obtidos para as determinacdes microbiolégicas, as amostras de
leite e de queijo modelo atendem a legislacao brasileira para produtos semelhantes.

TABELA 2. Andlises fisico-quimicas do leite desnatado pasteurizado (LDP), do leite desnatado
pasteurizado microfiltrado e do queijo modelo tipo Prato.

Analises LDP LDPM QM
Extrato Seco Total (g/100g) 8,61+0,15 8,38+0,13 33,68+2,97
Gordura (g/100g) 0,10+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Cinzas (g/100g9) 0,70+0,03 0,70+0,03 2,27+0,30
Proteina (g/100g) 3,24+0,19 3,09+0,16 28,6313,40
Lactose (g/100g) 5,40+0,17 4,68+0,21 2,69+0,24
pH 6,72+0,00 6,75+0,00 6,02+0,09
Acidez 16,86+0,45 (°D) 15,56+0,98 (°D) 0,18+0,03 (g/100g)




De acordo com a legislacéo brasileira os valores indicados de umidade e teor de gordura
para queijo tipo Prato sdo: 36-45% e 45-59 (umidade) e 9% (gordura). Assim, a umidade dos
gueijos modelo foi superior a estes valores (aproximadamente de 66%), assemelhando-se
aos valores de um queijo com muita alta umidade. Quanto ao teor de gordura o queijo
modelo apresenta as caracteristicas préximas a de um queijo desnatado. Embora isto tenha
acontecido vale destacar, como colocaram WATKINSON et al. (2001), que um sistema de
gueijo modelo exige um processo mais simples do que a elaboragéo de queijo padrdo. Por
se tratar de sistema modelo, nem todas as caracteristicas serdo as mesmas do queijo

padréo.

Evolucédo do crescimento das bactérias lacticas e pr otedlise durante a maturagéo
Na Tabela 3 sé@o apresentados os resultados das contagens de bactérias lacticas totais dos
gueijos modelo inoculados com os microrganismos estudados e do queijo controle ao longo

do periodo de maturacéo.

TABELA 3. Contagem de bactérias laticas em agar MRS.

UFClg
Dias de Processamento  Controle PN16 TR 260 PN 270 TR285 T R570
estocagem

0 1 <10 1,5x 10° 1,7x10° 1,2x10° 1,1x10° 1,7 x 10’

2 <10 75x10° 1,3x10®° 7,5x10° 5,5x10° 3,4x 10’

3 <10 1,7x 10® 1,6x 10° 2,4x10° 4,8x 10’ 6,3x 10’

7 1 4,4x10° 8,9x10° 3,5x 10° 4,8x10° 3,9x 10° 9,7 x 10°

2 <10 1,1x 10° 2,5x 10° 7,8x 10’ 3,9x 10’ 1,1x 10’

3 <10 7.3x10® 4,1x10®° 3,3x10® 1,5x10° 3,0x 10°

14 1 8,9x 10" 1,2x10"” 2,8x10° 3,8x10° 1,4x10° 2,5x 10°

2 <10 8,4x10° 1,1x10° 3,0x10® 1,1x10° 1,1x10’

3 <10 3,2x10° 1,5x10° 1,1x10®° 8,7x10° 4,0x10°

21 1 1,4x10° 6,5x10° 5,6x10° 2,6 x10° 8,0x 10° 4,3x 10°

2 1,3x10° 1,2x10° 56x10° 3,0x10° 4,5x10° 2,3x10°

3 1,0x10° 1,4x10° 2,1x10° 2,3x10® 6,3x10° 6,1x 10°

Lactobacillus paracasei (PN 16); Lactobacillus plantarum (TR 260); Lactobacillus rhamnosus (PN 270); Pediococcus
pentosaceus (TR 285) e Streptococcus uberis (TR 570); UFC/g Unidade formadora de col6nias por grama de amostra

Verificou-se nos queijos modelo inoculados com as linhagens de bactérias estudadas, que
as contagens aumentaram de 1 a 2 ciclos log ao longo do tempo de estocagem das
amostras a 13C. No queijo controle observa-se que as contagens foram maiores aos 21
dias de estocagem. Este fato parece estar relacionado ao crescimento de bactérias
chamadas NSLAB. BOURDAT-DESCHAMPS et al. (2004), estudando a autdlise de
Lactococcus lactis spp. em pasta de queijo modelo obtiveram contagens iniciais de NSLAB
de 10° UFC/g, e ap6s 28 dias de incubacdo as contagens de NSLAB atingiram 10’ UFC/g.

Com relacdo a autdlise, as linhagens estudadas ja haviam sido selecionadas, em etapas



anteriores do projeto, dentre as de melhor capacidade autolitica, porém no queijo modelo
ndo se verificou autélise expressiva destas culturas.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados da concentracdo de leucina nos queijos
modelo inoculados com os microrganismos estudados e do queijo controle ao longo do

periodo de maturacgéo.

TABELA 4. Concentracéo de Leucina presente nos queijos.

Concentracdo de Leucina ( pmols/ml)

Periodo de Controle PN 16 TR 260 PN 270 TR 285 TR 570
manutencéo (dias)

0 5,50 5,48 5,36 5,45 5,64 5,59

7 5,58 5,69 5,74 5,70 5,72 5,78

14 13,32 11,03 11,18 10,75 12,87 13,82

21 32,66 27,49 27,60 27,41 27,79 28,25

* médias de dois processamentos

Verificou-se, ao longo do tempo de maturacdo, um aumento da concentracdo de leucina de
aproximadamente 500% nos queijos modelo para todas as culturas estudadas. Contudo,
verificou-se também no queijo controle um aumento similar da concentracdo de leucina.
Estes resultados indicam a forte capacidade proteolitica do coalho adicionado na obtencéo

dos queijos modelo.

CONCLUSOES

O método utilizado para a obtencdo do queijo modelo tipo Prato foi adequado, mas requer
ajustes para adequacdo da composicdo fisico-quimica do queijo, principalmente com
relacdo ao teor de umidade. Provavelmente, em fungéo disso, ndo foi possivel confirmar a
autdlise das culturas avaliadas. Com relagéo a protedlise, os resultados apresentados pelas
culturas estdo relacionados com a acdo do coalho adicionado. A concentracdo de leucina
ndo foi um método adequado para acompanhamento da atividade de peptidases

citoplasméticas das culturas autoliticas.
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