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1 INTRODUGCAO

A bioconservagdo é utilizada para estender a vida atil e aumentar a
seguranca dos alimentos por meio do emprego da microbiota protetora composta
por bactérias lacticas. Estes microrganismos tém potencial na producdo de uma
diversidade de substancias e também na producdo de peptideos antimicrobianos
conhecidos como bacteriocinas. Sabe-se da sensibilidade destes compostos as
enzimas proteoliticas presentes nos alimentos, o que compromete a manutencéo da
sua atividade antimicrobiana e a execucao de seu efeito bioprotetor. A incorporacéo
de bacteriocinas em nanovesiculas lipossbmicas vem sendo estudada como uma
interessante alternativa para controlar a liberacdo e aumentar a estabilidade das
bacteriocinas aplicadas em alimentos. O queijo € um produto bastante consumido, o
que desperta o interesse para novas alternativas considerando a biopreservacéo de
alimentos. Levando-se em conta o grande consumo do derivado lacteo, existe uma
preocupacdo na qualidade higiénico-sanitaria deste produto considerando o0s
patogenos associados a este, como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
e bactérias do grupo coliforme. O queijo é considerado um alimento rico em
proteinas, gordura e sais minerais e dependendo do tipo ha variagcdo dos seus
componentes. O Queijo Minas Padrdo foi escolhido para ser produzido,
caracterizado e aplicado neste trabalho. Considerando que a nisina € a Unica
bateriocina aprovada para uso em alimentos, outras substancias merecem estudo de
modo a poder-se propor um novo bioconservante para alimentos. A pediocina,
produzida por Pediococcus acidilactici, vem sendo extensivamente estudada e
apresenta propriedades importantes devido ao seu efeito antimicrobiano sobre
linhagens de Listeria. O objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de bioprotecao
da bacteriocina pediocina livre e encapsulada em lipossomas, em queijos de tipo
Minas Padrao, inoculados artificialmente com Listeria innocua.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos, meios de cultura e queijo

A pediocina utilizada nos experimentos foi obtida na forma liofilizada
(Fabricante Kerry Marca ALTA 2341). O queijo empregado nos experimentos foi um
queijo de média maturacdo, denominado Minas Padrdo, produzido artesanalmente
para o projeto. Uma cultura de Listeria innocua, foi empregada para 0s experimentos
no queijo a qual foi mantida em agar TSB com extrato de levedura.

2.2 Avaliacéo do efeito da pediocina sobre o fermento mesofilico tipo O

Para avaliar se havia alguma interferéncia da pediocina 1% sobre as
culturas starters, foi feito um experimento avaliando esta interacdo. O experimento
procedeu-se da seguinte forma: o fermento foi incubado junto com as pediocinas,
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em leite UHT desnatado. Foi feito o acompanhamento do pH (fita de pH e Acidez
Dornic) e avaliada a recuperacéo das culturas starters em agar MRS.

2.3 Preparo dos lipossomas e encapsulacéo da pediocina

A pediocina foi encapsulada em vesiculas fosfolipidicas (nanovesiculas)
pelo Método da Hidratacdo do Filme Lipidico. Para a elaboragdo das nanovesiculas
foi utilizada a fosfatidilcolina. A avaliacdo da quantidade de atividade de pediocina foi
feita pelo Método de Difusdo em Agar com Discos (MOTTA e BRANDELLI, 2002).
Listeria monocytogenes ATCC 7644 foi usada como cultura indicadora.

2.4 Producéo e padronizacdo do Queijo Minas Padréo

Para elaborag&o do produto foi utilizado leite cru de vaca Jersey fornecido
pela Embrapa (Pelotas-RS) e a tecnologia de fabricacdo do queijo seguiu a
descricdo de FURTADO (1994). Antes de proceder a enformagem dos queijos,
foram adicionadas 10 mL de pediocina livre, 10 mL de pediocina encapsulada e 10
mL de tampao fosfato pH 7,0, relativo aos tratamentos a serem testados. O leite foi
submetido a pasteurizagao lenta (63 a 65°C/ 30"). Testes das enzimas peroxidase e
fosfatase foram realizados para controlar a pasteurizagdo. Foi utilizado cultivo
lactico iniciador mesofilo tipo O Choozit TM MA 11 LYO 25 DCU. Os queijos foram
elaborados no laboratério de Processamento de Alimentos no Departamento de
Ciéncia de Alimentos, onde permaneceram maturando em camara a 12°C. No 5° e
no 12° dia de maturacdo do queijo, foram coletadas amostras para as analises fisico-
guimicas e microbiolégicas de acordo com a legislacéo.

2.5 Efeito bioprotetor da pediocina livre e encapsulada em queijos, com
aplicacao de Listeria innocua artificialmente

A pediocina foi aplicada nos queijos, na forma livre e encapsulada. O
experimento foi observado nos queijos na primeira e segunda semana de
maturacao, realizando analises microbioldgicas e fisico-quimicas.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Avaliacao da pediocina sobre o fermento mesofilico Tipo O

Para este teste foram preparados 3 grupos em duplicata: 2 tubos com
leite UHT desnatado sem fermento e tampé&o (Grupo 1), 2 tubos com leite UHT
desnatado com fermento e tampao (Grupo 2) e 2 tubos com leite UHT desnatado
com fermento e pediocina 1% concentracao final (Grupo 3).

Tabela 1: Avaliacdo dos Grupos 1, 2 e 3, em relacdo ao pH, Acidez Dornic
e Contagem das Unidades Formadoras de Col6nias por mililitros.

pH Acidez Dornic UFC/mL
GRUPO 1 7,0 18°D 0
GRUPO 2 4,0 92°D 1,2x10%
GRUPO 3 4,0 93°D 1,2x109

Na avaliagdo do pH e da acidez Dornic foi possivel observar a producéo
de acido lactico, visto que no Grupo 2 e 3 o pH baixou e a acidez esteve elevada em
consideragao ao Grupo 1.
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Avaliando o fermento lactico frente a pediocina, pode ser observado que
ndo houve inibicdo da cultura lactica, uma vez que, comparando o Grupo 2 com 0
Grupo 3 foi mostrado que houve pouca diferenca entre os resultados de acidez e
nenhuma diferenca no pH.

Para pesquisar a presenca de bactéria lactica foi feita contagens em agar
MRS dos grupos. No Grupo 1 ndo houve contagem de Unidade Formadora de
Colbnias, pelo fato do leite ser do tipo UHT e sem adicdo de cultura starter, no
Grupo 2 a contagem de bactérias lacticas foi de 1,2x10*° UFC/mL e no Grupo 3 foi
de 1,2x10°. Apesar da diferenca de um log, ndo houve inibicdo do fermento l4ctico,
nao sendo afetada a producdo do queijo minas padrdo. Nascimento, Moreno e
Kuaye (2009), ao estudarem duas diferentes marcas comerciais de fermento
mesofilico tipo O quanto a compatibilidade as bacteriocinas produzidas por Lc. lactis
subsp. lactis ATCC 11454, Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198. Lc.
lactis subsp. lactis ATCC 11454, verificaram que houve zona de inibicdo de 6mm
em ambas as marcas de fermento lactico, indicando inibicdo do desenvolvimento do
fermento pelas bacteriocinas produzidas pelas linhagens estudadas in vitro.

3.2 Caracteristicas do leite utilizado na elaboracao do queijo

O leite utilizado no processamento do queijo demonstrou acidez de 18°D,
gordura de 5,5%, peroxidase positiva, fosfatase negativa. Os resultados das andlises
microbiolégicas do leite preconizadas pela legislacdo estdo de acordo para leite
pasteurizado. Foi analisada a acidez do soro do queijo, que é importante para a
elaboracéo do derivado, onde o0 mesmo deve apresentar acidez igual a 2/3 da acidez
do leite, ou seja, 13°D, o valor encontrado estava dentro do esperado.

3.3 Analises fisico-quimicas e microbiolégicas do Queijo Minas Padrdo com
adicdo de pediocina

As analises microbiolégicas foram realizadas de acordo com a Instrucao
Normativa n°® 62 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2003). E as analises fisico-
quimicas de acordo com Instrucdo Normativa n° 68 do Ministério da Agricultura
(BRASIL, 2006).

Nas analises fisico-quimicas dos queijos pode-se observar que a umidade
do queijo Minas Padrdo encontrada foi acima do esperado que é entre 46 a 49%
apos o término da maturacao de 30 dias, visto que a analise desse queijo foi feita no
5° dia apos a fabricacdo. Na analise de acidez titulavel e na determinacéo de pH nao
houve variacdo significativa entre o queijo controle e os queijos com pediocina. O
teor de lipidios esperado para esse tipo de queijo é de 23 a 25%, sendo que o leite
usado no experimento é um leite de vacas da raca Jersey, onde o teor de gordura é
5,5%, em razdo disso apresentou-se em maior valor a gordura do queijo do
experimento de 27,2% a 28,7%. Na analise de cloretos, o queijo controle com
relacdo ao valor esperado para esse tipo de queijo houve uma pequena diferenca,
gue se deve ao fato de que os queijos do experimento eram de tamanho menor do
que o0s queijos que sdo comercializados do tipo Minas, onde 0s mesmo eram
mergulhados em salmoura a 20%. Uma observagéo importante é o fato de o queijo
ter sido produzido em condi¢cdes artesanais e ndo se ter condi¢cdes de padronizar o
teor de gordura para 3,5%, exigido para a produgéo do produto.

Nas analises microbiologicas dos queijos pode-se observar que a técnica
de Numero Mais Provavel de Coliformes Totais e Termotolerantes houve uma
diminuicdo na contagem de NMP/g em comparacdo do queijo controle dos queijos
com pediocina. Na contagem de Staphylococcus coagulase positiva, nos queijos
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com a bacteriocina ndo foram encontradas colénias de Staphylococcus coagulase
positiva. Na Pesquisa de Salmonella e de Listeria monocytogenes, estes nédo foram
encontrados em 25 gramas de amostra. Os resultados dos queijos com pediocina
livre e encapsuladas estavam dentro dos padrdes exigidos pelo legislagao.

4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que: na avaliacdo da
pediocina sobre o fermento mesofilico, a pediocina ndo inibiu o fermento lactico in
vitro e nas analises microbioldgicas, a pediocina inibe o0s microrganismos
patogénicos no queijo. Resultados com a adi¢do de L. innocua ainda estdo sendo
processados.
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