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Resumo

O queijo Serra da Estrela é o produto tradicional portugués mais importante,
apresentando caracteristicas de textura e flavor Unicas. A transformagéo da
matéria-prima (leite de ovelha cru) no produto final (queijo) compreende um
conjunto de alteragdes fisico-quimicas que condicionam as caracteristicas finais
do queijo. A protedlise ocorre por ac¢do das enzimas existentes no leite, do
coalho (Cynara cardunculus), e da flora microbiana, sendo fundamental ndo sé
para o proprio processo de fabrico como para o desenvolvimento do flavor. Com a
crescente preocupag¢ao com as questdes relacionadas com a seguranga alimentar
torna-se necessario encontrar uma alternativa ao processo tradicional de fabrico;
a identificacdo de uma cultura de arranque composta por estirpes isoladas de
queijo Serra da Estrela e com potencial tecnolégico e bioquimico adequado
permitira ultrapassar o problema do fabrico com leite cru.

Assim, o presente trabalho englobou o estudo da caracterizagéo bioguimica
e actividade in situ de trés estirpes isoladas do queijo Serra da Estrela. Foram
preparados queijos modelo sem adi¢do de inoculo, com adi¢gdo de Lactobacillus
brevis, Lactobacillus pentosus ou com adigdo da mistura das duas estirpes, e ao
longo do tempo de maturacdo foi avaliada a protedlise por determinagao dos
indices de extensdo e profundidade de protedlise bem como do indice de
aminoacidos livres. A electroforese de gel poliacrilamida (urea-PAGE) das
amostras foi igualmente efectuada como metodologia auxiliar de avaliagdo da
protedlise. A realizacdo de testes identificativos do Lactococcus Iactis,
Lactobacillus brevis e Lactobacillus pentosus, acoplados a avaliagao preliminar do

metabolismo dos aminoacidos compuseram a caracterizagao bioquimica.



xiii

Os resultados obtidos permitiram concluir que a utilizagdo do Lactobacillus
pentosus é mais vantajosa do que o Lactobacillus brevis e a associagéo das duas
estirpes é desvantajosa. O Lactococcus lactis demonstrou possuir descarboxilase
da His e da Arg; o Lacfobacillus brevis e o Lactobacillus pentosus evidenciaram
conter descarboxilase da His. E necessario realizar outros estudos que permitam
complementar os dados obtidos, possibilitando uma avaliagdéo mais exacta da

exequibilidade da utilizagédo destas estirpes numa potencial cultura de arranque.

Palavras-Chave:

Queijo Serra da Estrela; Lactococcus lactis; Lactobacillus brevis; Lactobacillus

pentosus; Actividade proteolitica; Fermentagao; Metabolismo de aminoacidos.



1- Introdugao

A producdo de queijo € um dos métodos mais antigos e efiéazes na
conversdo de alimentos faciimente pereciveis, mas com elevado valor nutricional
(ex.: leite) em produtos com maior vida de prateleira (1, 2). E dificil estabelecer a
origem exacta da produgao de queijo, contudo acredita-se que foi desenvolvido no
Crescente Fertil entre o rio Tigre e Eufrates ha cerca de 8000 anos (1, 2).

O queijo pode ser definido como uma coalhada estabilizada de sdlidos,
resultante da coagula¢do da caseina, que encerra a maior parte da gordura do
leite e parte da lactose, agua, e proteinas do soro (albumina e globulinas),
contendo também sais minerais, calcio, fésforo e vitaminas (3-6). Durante a
manipulacédo da coalhada, a maior parte da agua e dos constituintes sollveis em
agua sao separados e removidos sob a forma de soro (3, 5).

A qualidade final do queijo depende em grande parte da composi¢ao quimica
do leite utilizado para a sua produgao, existindo diferengas significativas entre o
leite de vaca, ovelha, cabra e bufalo (leites que podem ser utilizados para a
producdo de queijo), a nivel da composi¢ao do leite em lactose, proteina (cuja
percentagem por peso varia entre 2.9% — cabra, e 4.8% — bufalo) e gordura (cuja
percentagem por peso varia entre 3.7% - vaca, e 7.5% - bufalo). Essas
diferengas influenciam o crescimento das culturas de arranque, as caracteristicas
fisicas e o flavor do queijo (1, 7).

Apesar de existir um elevado numero de variedades de queijos (estado
registados aproximadamente 1000 variedades), o processo de fabrico da maioria
envolve etapas comuns, que sdo basicas e necessarias para a produgédo de
queijo, incluindo: coagulagdo do leite, dessoramento, moldagem e salga, e

maturagao (5, 7, 8). As diferencas dentro e entre variedades de queijos resultam



de modificagbes das etapas basicas, com consequente alteracdo das suas
caracteristicas, nomeadamente textura e flavor (5, 7, 8).

Em Portugal, o queijo Serra da Estrela, produto tradicional da Beira Alta, é o
queijo de fabrico artesanal com maior importancia, devido a sua tipicidade e
qualidade ao nivel da textura e flavor (9-12). Sabe-se que a sua origem data dos
tempos da ocupagdo Romana da Peninsula Ibérica. Os conhecimentos relativos
ao processo de fabrico foram obtidos empiricamente e passados de geracdo em
geragao em familias de pastores, mantendo as técnicas de fabrico praticamente
inalteradas (9, 10). Foi o primeiro queijo tradicional de ovelha portugués com
Regido Demarcada (em 1985), tendo conquistado o estatuto de Denominagéo de
Origem Protegida — DOP em 1994 (9, 13).

De uma forma geral, e de acordo com a legislacdo portuguesa, o queijo
Serra da Estrela pode ser definido como: queijo de ovelha curado, de pasta semi- ‘
mole, amanteigada, branca ou ligeiramente amarelada, com poucos ou nenhuns
“olhos”, obtido por dessoramento lento da coalhada, depois da coagulacdo do
leite de ovelha cru e estreme pelo cardo (Cynara cardunculus var., L.), de fabrico
artesanal e proveniente da Regido Demarcada/ Area Geografica de Produgéo
‘Serra da Estrela’(14, 15).

Assim, e mais detalhadamente, para que um queijo possua a denominagao
de queijo Serra da Estrela, sdo exigidas caracteristicas que incluem: utilizagao de
leite de ovelha proveniente das racas locais Bordadeira Serra da Estrela e Churra
Mondegueira; dessoramento lento da coalhada; teor em humidade (isento de
matéria gorda) entre 61 e 69 %, teor em gordura (extracto seco) entre 25 e 60 %
(2, 9, 10, 12). O queijo deve ser em forma de cilindro baixo e regular, com

diametro de 15 a 20 cm, 4 a 6 cm de altura e peso entre 1 e 1.7 kg; deve

-



apresentar também abaulamento lateral e ligeiro na face superior, sem bordos
definidos e possuir uma consisténcia maleavel, permitindo alguma flutuagao (2, 9,
10). A crosta deve ser inteira, bem formada, fina e lisa, de aspecto amarelo-palha
claro e uniforme (2, 9, 10). A pasta tem de ser fechada, com textura
medianamente amanteigada e deforméavel, a percusséao deve apresentar um som
macigo ou ligeiramente timpanico, de aspecto untuoso, com nenhum ou poucos (e
pequenos) “olhos” e cor branco-amarelada uniforme (2, 9, 10). E também
essencial a existéncia de um aroma forte e de um flavor limpo, macio e
ligeiramente acido (9, 11). A nivel nutricional e alimentar, o queijo Serra da Estrela
podera ser inserido no contexto de uma alimentagdo saudavel considerando que,
por um lado, possui caracteristicas semelhantes aos restantes queijos no que diz
respeito a alta digestibilidade, biodisponibilidade e alto valor biolégico da proteina;
aos niveis de calcio, fésforo, vitamina A e D (16). Por outro lado, deve ser
considerado o teor e perfil lipidico e os niveis de aminas biogénicas, razées
suficientes para que a ingestdo aconselhada seja a ocasional e ndo a frequente
(16).

Apesar de ter sido sujeito a melhorias extensivas devido ao crescente
controlo governamental, o queijo Serra da Estrela tem sido fabricado em
condigbes muito fracas a nivel higeossanitario, apresentando uma grande
variagdo de composigcao bioguimica e microbiolégica entre quintas, produtores e
até mesmo dias de maturagdo (10). O manuseamento do leite; a coagulagéo; o
corte e trabalho da coalhada, e dessoramento; a prensagem; a salga; e a
maturacao, sao as principais etapas do processo de fabrico deste queijo (9, 10).

No processo tradicional, o leite proveniente da ordenha (efectuada

manualmente duas vezes por dia) é transferido para contentores, que séo




transportados para a zona de fabrico do queijo (dentro de casa), onde repousam
30 a 60 minutos em ambiente quente (9, 10). Ao contrario do que normalmente
acontece na maioria dos queijos, o queijo Serra da Estrela nao sofre um processo
de estandardizagdo. Consequentemente, ndo é possivel controlar a proporgéo de
gordura-proteina do leite, nem o processo de coagulagao por adigdo de cloreto de
calcio (CaCly) ou por ajuste do pH para um nivel desejado — pré-acidificagao, que
permite acelerar o processo ou diminuir a quantidade de coalho adicionado (1, 6,
7, 17). O processo que mais se aproxima a estandardizagdo resume-se a uma
macrofiltragdo efectuada, em condigdes de higiene variaveis, com um pano limpo
e fino, e que apenas permite a remog¢ao de particulas de impureza (ex..cabelo e
pd). Apos a filtragcao, o leite é despejado para a panela, que sera utilizada como
cuba de coagulagao (9, 10).

A adig¢do do coalho (cardo) ao leite pode ser feita por: adigéo directa da flor
de cardo seca ao leite quente, seguida de agitagao vigorosa e filtragdo do leite
com um pano limpo e fino; maceracado da flor de cardo seca com pequenas
quantidades de agua e sal até se formar uma pasta, que é dissolvida com mais
agua {de modo a facilitar a extracgao das enzimas), filtrada com um pano limpo e
fino e adicionada directamente no leite; ou por maceracao da flor de cardo seca
com agua e sal, colocando a pasta formada dentro de um pano com pontas
fechadas (boneca), que & submerso no leite, agitado e comprimido (10). A
duracdo da coagulagdo (ca. 2 h) a uma temperatura constante de 30 °C &
determinada empiricamente por avaliagdo visual da consisténcia do coagulo,
observando o comportamento reolégico com a agitagédo da cuba (10, 11).

A coagulagao pode ser considerada como a etapa mais importante no fabrico

de queijo (7). A formagdo da coalhada tem por base o comportamento da




solubilidade, a pH 4.6 e 20 °C, dos dois tipos de proteinas existentes no leite: as
proteinas do soro, que se mantém sollveis, e as caseinas, que precipitam (18). A
caseina € constituida por a-caseinas (que englobam a ds+-, Qs2-, K-caseinas) e -
caseinas que representam cerca de 80 % do azoto total (TN) do leite (18, 19). A
as-caseina € sensivel ao calcio (Ca) e a k-caseina é insensivel (18, 20). A
formacao de um gel mediante agregacgéo e precipitacdo das caseinas ocorre por
accao da cardosina A e da cardosina B, enzimas proteoliticas existentes no cardo
e cuja qualidade constitui um dos factores da variabilidade do queijo Serra da
Estrela (1, 6-9, 17, 21). Na primeira fase da coagulagdo enzimatica,
correspondente a protedlise em extenséo (indicador da protedlise primaria), a
estrutura hidrofilica da k-caseina &€ quebrada na ligagdo Phe4ps-Metygs, originando
glicomacropéptidos soluveis em acido tricloroacético (TCA) (residuos 106-169) e
para-k-caseina hidrofébica (residuos 1-105) (7, 10, 18). A segunda fase,
correspondente a protedlise em profundidade (indicador da protedlise
secundaria), € iniciada quando 85-90 % das ligacbes da k-caseina estdo
quebradas (7). A fracgcao de k-caseina que ainda se encontra intacta € incapaz de
manter estaveis os restantes componentes do complexo de caseina (7, 18, 20).
Adicionalmente, a para-k-caseina, que continua ligada a as- e B-caseina, é
altamente hidrofébica e basica levando a destabilizagdo, agregacao e
consequente precipitagdo da micela (6, 7). Apesar da indeterminagdo do
mecanismo através do qual as proteinas se agregam, duas hipéteses sao
consideradas: 1) através da ligagdo hidrofébica entre para-k-caseinas, 2) através
da ligagao entre o Ca (existente no leite) e os residuos de fosfato (PO,4) contidos
nas ds- e PB-caseinas (7, 18). Simultaneamente a agregacdo de micelas de

proteina, forma-se uma rede frouxa, que aprisiona os glébulos de gordura, a agua



e materiais soluveis em agua (7, 20). A coagulagdo estd dependente da
concentragao da caseina (a taxa de agregagao é proporcional ao quadrado da
concentragcdo de caseina), do pH do leite (as cardosinas apresentam uma
actividade proteoclitica maxima com pH 5.1 -—6.0), da temperatura, da quantidade
de calcio existente no leite e da quantidade e concentracdo da actividade
enzimatica (3, 5, 7, 8, 20).

Apos o corte manual da coalhada (10 a 15 segundos), os pedagos
resultantes podem ser trabalhados e moldados por dois métodos com diferentes
intensidades e duragéo (9-11). Assim, os pedacos podem ser colocados dentro de
uma bolsa de pano e pressionados de modo a expelir o soro, ou colocados em
moldes de metal flexivel e perfurado com diametro ajustavel (cincho), sendo a
coalhada posteriormente cortada em pedagos mais pequenos e pressionados
com ambas as maos, de modo a libertar o maximo de soro possivel (8-11).

O dessoramento € um processo pelo qual o liquido aprisionado (soro) é
expulso do coagulo, tornando-o mais firme (3, 7, 17). A capacidade de remocéo
do soro determina a humidade (e consequentemente, a actividade microbiana e
enzimatica, que por sua vez afecta a maturagdo, estabilidade e qualidade do
queijo) e a firmeza da coalhada, assim como a consisténcia do queijo (7, 8, 17). O
processo de dessoramento é facilitado pelo corte do coagulo (efectuado
anteriormente), que aumenta a area de superficie e reduz a distancia para o
processo de difusao (3, 7). O dessoramento € ainda auxiliado pela aplicagio de
presséo, efectuada com o auxilio de uma pedra de 6 a 20 kg colocada em cima
do molde durante 3a 24 h (3, 5, 7, 9-11, 17).

O processo de salga mais frequente consiste na adicdo de sal de cozinha

nao refinado ao leite, antes da adigdo do coalho, ou na adigdo de uma salmoura




concentrada contendo o extracto de cardo (7-10). A salga também pode ser
externa (se realizada apds a aplicagéo de pressao no queijo), friccionando ambas
as superficies com cristais de sal em periodos de tempo que variam entre 6 e 24
h (9-11).

A salga € uma etapa vital no fabrico de queijo porque, na sua auséncia, 0
queijo praticamente nao tem sabor (7). E também importante para a sua textura,
flavor e qualidade microbiana (inibe o crescimento de certas bactérias, que sédo
prejudiciais para o queijo), auxiliando a dissolugdo da caseina e a formacgao da
casca, assim como a desaceleragdo da actividade enzimatica (3, 7, 8). A
concentragio de sal no queijo Serra da Estrela varia entre 0.3 e 5.5 %. Dentro do
bloco de queijo a concentragéo varia consideravelmente, devido a difusédo lenta
do sal (existe mais agua e menos sal no centro, comparativamente com a
superficie) (7, 10).

Na etapa seguinte, o queijo € transferido para uma sala de maturagéo (com
uma temperatura mais baixa e humidade mais elevada do que na sala de
producdo, mas sem controlo artificiall onde é colocado numa prateleira de
madeira cobertas com panos (9-11). Durante 8 a 15 dias o queijo é virado uma
vez por dia, até aparecer uma mancha viscosa branca ou avermelhada (reima)
nas superficies expostas do queijo. Depois de ser lavado com agua quente, é
colocado um pano de algodao ou linho a volta do queijo, sendo posteriormente
transportado para uma segunda sala de maturacéo (mais fria do que a primeira)
durante mais 15 a 21 dias. Durante este periodo, o queijo & virado todos os dias e
lavado uma vez por semana (9, 10). No decorrer da maturagéo (cuja duragéo total
varia entre 30 e 45 dias, para o queijo Serra da Estrela fresco) as salas devem ter

uma temperatura entre 6 e 12 °C e humidade relativa entre 85 e 90 % (9). A



composi¢do quimica do produto no final da maturagéo €, em média: 40 % de
agua, 30 % de gordura, 20 % de caseina, 3% de lactose, 5 % de cinzas e 2.5 %
de sal (10).

A maturacdo € responsavel pelo desenvolvimento do flavor, textura e
aparéncia unicas, mediante um conjunto de reacgbes fisicas, microbianas e
bioguimicas (3, 7, 8, 17). Como o fabrico do queijo Serra da Estrela é feito sem
adigédo intencional de culturas de arranque, a microflora indigena do leite cru,
constituida essencialmente por bactérias lacticas pertencentes aos géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus e Leuconostoc, bactérias da familia
Enterobactereaceae, bactérias do género Staphylococcus e leveduras,
desempenha um papel de extrema importancia no processo de maturacdo e no
desenvolvimento das caracteristicas sensoriais (10, 12, 22, 23).

Durante a maturagdo a proteina, gordura e lactose sdo hidrolisadas em
diferentes extensdes, através da combinagcdo complexa da accdo de enzimas
provenientes do coalho (cardosina A e cardosina B), do préprio leite (plasmina) e
da microflora indigena do leite (quer por acgdo dos proprios microrganismos, quer
pelas enzimas libertadas depois da morte e lise celular) (3, 5, 7-10, 17, 24). A
maturacao € influenciada principalmente pela temperatura e humidade das salas
de maturagao, composigao quimica da coalhada (conteido em gordura, proteina
lactose, nivel de aminoacidos, acidos gordos e outros produtos resultantes da
accdo enzimatica) e microflora indigena do leite. A humidade influencia a
concentragado dos solutos e a taxa de crescimento microbiano, que também é
determinada pelo pH da coalhada, pela presenca de substancias inibitérias e pelo

potencial de oxidacao-reducao (7, 9, 10, 17).




A protedlise é essencial ndo s6 para o desenvolvimento da textura, como
para o desenvolvimento do flavor, abrangendo o conjunto de reac¢des mais
complexo, comparativamente com a lipélise e glicélise (2, 25). O catabolismo das
proteinas inclui a conversdo das fracgdes da caseina em péptidos de cadeia
longa (protedlise primaria; iniciada na coagulagédo; as alteragées na caseina
podem ser detectadas por electroforese em gel de policrilamida), que sao
posteriormente degradas em produtos de peso molecular mais baixo,
nomeadamente péptidos e aminoacidos livres que séo solliveis na fase aquosa do
queijo (protedlise secundaria; ocorre durante a maturagéo) (7, 26).

A protedlise da as- e B-caseina, por quebra de ligagdes vulneraveis dentro da
cadeia polipeptidica, & provavelmente o processo mais importante e complexo da
maturagdo, sendo essencial para o desenvolvimento do flavor e alteragdes no
corpo e textura do queijo (7, 24, 25). Inclui uma cascata de reacgdes mediadas
por acgcdo da cardosina A e B, proteases naturalmente presentes no leite, e
proteases e polipeptidases de bactérias indigenas (7, 9, 10, 24, 25).

Os péptidos derivados da caseina sdo degradados por peptidases,
classificadas como endopeptidases e exopeptidases, de acordo com o local de
clivagem. As endopeptidases quebram as ligagdes vulneraveis dentro da cadeia
polipeptidica (7, 24). As exopeptidases hidrolisam os aminoacidos dos terminais
amina e carboxil dos péptidos e sdo essenciais para a hidrélise extensiva da
proteina e prevencdo do sabor amargo, que resulta geralmente da proporgéo
elevada de aminoacidos hidrofébicos (Leu, Phe e Pro) em péptidos constituidos
por 3 a 27 residuos de aminoacidos (7, 24, 25, 27).

Apesar das cardosinas desempenharem um papel mais proeminente na

protedlise primaria, apresentam também actividade peptidasica (principalmente a
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cardosina B) quer como endopeptidases, assim como exopeptidases (9, 10, 12,
26). As cardosinas tém preferéncia por ligagdes peptidicas que contenham
aminoacidos hidrofébicos, como por exemplo na forma (Phe, Leu, lle)-X, onde X é
preferencialmente Val e Trp (10).

A plasmina (uma serina proteinase semelhante a tripsina) € a principal
enzima proteolitica do leite e contribui para a protedlise primaria (2, 24, 26, 27). A
sua especificidade restringe-se as ligagbes peptidicas do tipo Lys-X e Arg-X (em
menor extensdo) (18, 27). A sua capacidade de degradacédo & superior na (-
caseina (substrato mais importante) e na agsz-caseina (muito susceptivel a acgao
da plasmina). Possui menor influéncia na degradagao da asi-caseina e exibe uma
reduzida afinidade para a k-caseina, que oferece uma elevada resisténcia a
hidrélise (2, 18, 20, 24, 27). Subsiste uma hipdtese que sugere que a acgao
hidrolitica da plasmina na as;-caseina resulta no seu desaparecimento, muitas
vezes observado durante a maturagdo. Contudo, ainda ndo se conseguiu
comprovar esta hipétese por incapacidade de identificagdo de péptidos derivados
da asy-caseina (18, 27). A actividade da plasmina pode ser medida através da
producédo de y-caseinas e azoto soluvel em agua, a partir da B-caseina (2, 24).

Em relacdao ao papel desempenhado pelas bactérias indigenas durante a
maturacéo, € de salientar a importancia das bactérias lacticas, que constituem um
grupo de cocos e bacilos Gram positivos, ndo formadores de esporos, anaerébios
aerotolerantes, nutricionalmente fastidiosos, estritamente fermentativos, tendo
como produto final principal da fermentacdo de hidratos de carbono o acido
lactico, ndo possuem citocromos (catalase -), nem porfirinas (oxidase -) (4, 28-32).
Os principais géneros pertencentes as bactérias lacticas s&o: Aerococcus,

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
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Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella (25, 28, 30, 31, 33).

Os sistemas proteoliticos das bactérias lacticas tém sido estudados
extensivamente (24, 25). Enquanto que a sua actividade na protedlise primaria é
praticamente imperceptivel, na protedlise secundaria a sua actividade é
fundamental (12). Apesar de nao existirem estudos detalhados para todas as
bactérias lacticas com actividade proteolitica, supbée-se que os seus sistemas
proteoliticos sejam semelhantes ao que ja é conhecido nos Lactococcus (cuja
espécie mais estudada € o Lactococcus lactis) (28, 34). O sistema proteolitico dos
Lactococcus é constituido por uma serina proteinase extracelular ancorada a
membrana (Prt), que hidrolisa a caseina em péptidos, maioritariamente
oligopéptidos com menos de 9 residuos. Estes oligopéptidos, e péptidos de
cadeia curta e aminoacidos presentes no meio s&o transportados para dentro da
célula por sistemas de transporte especificos. Estes incluem sistemas de
transporte para os aminoacidos, dois sistemas de transporte para di- e tripéptidos
e um sistema de transporte para oligopéptidos (Opp) que aceita péptidos
constituidos por 4 a 8 residuos de aminoacidos (tendo sido demonstrado que
também aceita oligopéptidos com, no maximo, 18 residuos de aminoécidos) (1, 2,
4, 28, 34-36). Nos Lactococcus, apenas o sistema Opp possui um papel crucial na
utilizacdo de péptidos existentes no leite (36). Ja no interior da célula, os péptidos
sao degradados em aminoacidos por um conjunto de peptidases intracelulares
que possuem diferente especificidade, incluindo: endopeptidases, exopeptidases
(aminopeptidases, iminopeptidases, pirolidonil carboxil peptidase, X-prolildipeptidil

aminopeptidase e carboxipeptidase), tripeptidase, dipeptidases, prolidase e

prolinase (24, 27, 28, 31, 35, 37-39).
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Com o decorrer da maturagao verifica-se um aumento da morte e lise celular
das bactérias, correlacionado com uma diminui¢do da sua viabilidade (mais
acentuada nas ultimas etapas da maturagao) (26, 40, 41). A lise resulta da
degradacao enzimatica do peptidoglicano da parede celular (essencial para a
integridade da estrutura celular), por acgdo de hidrolases enddgenas do
peptidoglicano (autolisinas) (41). Nas bactérias lacticas (assim como em todas as
bactérias Gram positivas), o peptidoglicano € um polimero constituido por
residuos de acido N-acetil muramico e N-acetil glucosamina, ligadas por cadeias
pequenas de péptidos, formando uma forte rede tridimensional que rodeia a célula
(41). Em situagbes de privagdo de nutrientes, a bactéria hidrolisa o
peptidoglicano, provocando a lise e consequente libertacdo das enzimas
intracelulares, permitindo que estas alcancem os substratos presentes na matriz
do queijo, contribuindo para a protedlise, diminuindo o amargo (por hidrélise
péptidos hidrofébicos derivados da caseina) e aumentando o nivel de
aminoacidos livres (1, 7, 24, 25, 27, 35, 41, 42).

Os aminoacidos formados (assim como outros produtos resultantes da
proteélise) encontram-se na fracgao nao volatil, solivel em agua (24, 26). Além de
contribuirem para o flavor do queijo per se e como precursores para a formagao
de outros compostos volateis do flavor e aroma importantes, os aminoacidos séao
utilizados pelas bactérias para a sintese de proteinas, como fonte energeética,
para regular o pH interno, para regenerar co-substratos e para biossintese (24,
31, 43, 44). No queijo, o catabolismo dos aminoacidos por degradagao enzimatica
depende da sua utilizagao, iniciando-se geralmente com uma transaminagao ou

lise, podendo também ser iniciada por uma descarboxilagdo ou desaminagao. As
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enzimas responsaveis pelo catabolismo existem a nivel intracelular e incluem
desaminases, descarboxilases, transaminases e liases (7, 24, 25, 27, 34, 43).

Nas bactérias lacticas, a formacgao do flavor estd dependente da actividade
das enzimas presentes e expressas nas bactérias, e da combinagao das estirpes
existentes no queijo, resultando principalmente do catabolismo dos aminoacidos
aromaticos e de cadeia ramificada, e da metionina (34, 45). A actividade
enzimatica responsavel pelo catabolismo pode ocorrer quer a nivel intracelular,
quer na matriz do queijo (apés a lise celular) (7, 24, 25, 31, 34, 46).

A via metabdlica mais importante para o catabolismo dos aminoacidos pelas
bactérias lacticas (llustragdo 1) tem inicio com a remogédo do grupo amina,
transferido para o a-cetoacido aceitador, por accao de aminotransferases, que
incluem as aminotransferases dos aminoacidos aromaticos (AraT) e as
aminotransferases dos aminoacidos de cadeia ramificada (BcaT) (31, 43, 44, 47-
50). Segundo um estudo realizado por Rijen et al. (51) as Ara T e BcaT séo
essenciais para a produgdo da maioria dos compostos do aroma a partir dos
aminoacidos. As AraT sao activas nos aminoacidos aromaticos (Phe, Tyr, Trp),
Leu e Met, e as BcaT sédo activas nos aminoacidos de cadeia ramificada (Leu, lle,
Val) e na Met (47). Sdo as Unicas enzimas capazes de iniciar a conversao de
aminoacidos aromaticos e de cadeia ramificada em compostos do aroma (51). Foi
demonstrado que as aminotransferases das estirpes de Lactfococcus e
Lactobacillus sao enzimas dependentes de fosfato de piridoxal (PLP) que utilizam
0 a-cetoglutarato como aceitador do grupo amina, com a consequente producéo
de Glu (43, 47). A transaminagdo resulta na producdo de um a-cetoacido

correspondente e especifico para cada aminoacido (43, 47). Apesar da

importancia da transaminagdo, a quantidade e variabilidade de compostos do
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aroma produzidos sao determinados pelas reac¢des que ocorrem posteriormente
(52). Assim, os a-cetoacidos podem ser transformados, por descarboxilagdo, em
aldeidos, que podem ser convertidos em alcoois, por redugdo ou em acidos
carboxilicos, por oxidagéo (llustracdo 1) (34, 40, 47, 49). Os acidos carboxilicos
podem ser formados, alternativamente, por descarboxilagdo oxidativa do a-
cetoacido (llustragdo 1) (49, 53). Para além dos compostos ja mencionados, os a-
cetoacidos podem originar hidroxiacidos (que ndo sdo compostos do aroma
importantes), por ac¢do de 2-hidroxiacido desidrogenases, e compostos

sulfurados (llustragao 1) (27, 34, 47, 48).

Aminoacido
a-cetoglutarato
AraT/BcaT
i | a-cetoacido
Descarboxilagéo Descarboxilagdo
oxidativa
Aldeido
2-hidroxiacido
desidrogenases
[Onsgao || | [Reaugao.
—| Acido carboxilico
Hidroxiacidos

44 Compostos sulfurados—’

llustragcdo 1. Principais vias metabdlicas para o catabolismo dos

aminoacidos pelas bactérias lacticas.

Os aldeidos resultantes da transaminagdo dos aminoacidos de cadeia
ramificada (3-metilbutanal, 2-metilbutanal e 2-metilpropanal) sdo caracterizados
por um flavor a malte; os alcoois (3-metilbutanol, 2-metilbutanol e 2-metilpropanol)

podem apresentar um flavor a fruta e a alcool, os acidos gordos de cadeia
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ramificada (acido 3-metilbutanéico, acido 2-metilbutandico e acido 2-
metilpropanoico) sdo responsaveis pelo flavor a suado e também a acido, rancgo,
podre, fruta € amanteigado (contudo, o seu processo de formagao nao € habitual
nas bactérias lacticas) (31, 43, 50, 51, 53, 54).

Do catabolismo dos aminoacidos aromaticos resultam compostos que
contribuem n&do s6 para o desenvolvimento de flavor a rosa (fenilacetaldeido,
feniletanol), a flores (fenilacetaldeido, feniletanol), a mel (fenilacetaldeido, acido
fenilacético) e a améndoa amarga (benzaldeido), assim como flavor a quimicos,
putridos e fecais (indol e escatol) (43, 50, 51, 53, 55).

A transaminacgao da Met (aminoacido que contém enxofre) origina, 4-metil-
tio-2-cetobutirato, que é descarboxilado em metional. Por sua vez, o metional é
transformado em metanol (flavor a batata cozida), por redugdo, ou em acido 3-
metiltiopropiénico (flavor cheesy), por oxidagao (31, 40, 43, 47, 53, 56, 57). Nos
Lactococcus e Lactobacillus, a conversado da Met pode também envolver reacgdes
de eliminagdo, por accdo de uma cistationina B-liase e cistationina y-liase
(dependentes de PLP), com formacao de dimetildissulfido, dimetiltrissulfido, a-
cetobutirato e amoénia (52, 53). Para além do flavor a batata cozida e cheesy, o
metabolismo da Met pode originar flavor a couve cozida, a carne, a alho e a ovo
(43, 47, 51).

Tavaria et al. (58) verificaram que, apesar de os aminoacidos mais
abundantes no queijo Serra da Estrela com 180 dias de maturacao serem a Leu,
Val, Glu e Lys, os produtos volateis encontrados no queijo sdo derivados do
catabolismo da Ala (etanol, acido propiénico), Glu (1-propanol), Gly (acido
acético), Asp (butil lactacto), Leu (3-metilbutanol, acido 3-metilbutirico, acido 4-

metilvalérico), Lys (acido hexandico), Phe (feniletanol, acido fenilacético), Tyr
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(fenol) e Val (isopropil isobutirato, acido 2-metilpropiénico). O composto volatil
mais abundante no queijo Serra da Estrela é o acido 3-metilbutirico (58). Contudo,
nem todos os compostos volateis possuem propriedades odor-activas que
possibilitam uma contribuigdo para a formagéao do flavor (47). No mesmo estudo,
como tentativa de padronizagao, foi analisada a formagédo de compostos volateis
num queijo modelo com 7 dias de incubagéo, inoculado com bactérias lacticas
pertencentes aos géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus e
Enterococcus (previamente isolados do queijo Serra da Estrela). Os resultados
demonstraram que as estirpes pertencentes ao género Lactfobacillus tinham a
capacidade de produzir: 2-metilbutanol (lle), 3-metilbutanol (Leu), dimetiltrissulfido
(Met), benzaldeido (Phe), indol piruvato (Trp), fenol (Tyr) e acido 2-
metilpropandico (Val). As estirpes pertencentes ao género Lactococcus
produziram: acido 3-metilbutirico (Leu), benzaldeido (Phe), fenol (Tyr), 2-
metilpropanol e acido 2-metilpropandico (Val) (58).

Como ja foi referido, o catabolismo dos aminoacidos pelas bactérias lacticas pode
também ter inicio com reacg¢tes de descarboxilagéo, que possibilitam a regulagéo
do pH interno das bactérias, que se encontram num meio acido, através da
produgdo de acido y-aminobutirico (GABA) a partir do Glu, por acgédo da
glutamato descarboxilase. A sua actividade € conhecida no Lactobacillus brevis,
sendo raramente encontrada em estirpes de Lactococcus lactis (43, 59, 60).
Apesar do impacto do GABA no flavor ndo ser conhecido, pensa-se que podera
contribuir para a diminui¢éo do flavor azedo e umami, associado ao Glu (43, 59).
A descarboxilacdo dos aminoacidos pode tambem resultar na formacédo de
aminas biogénicas, cujo conteido nos queijos aumenta durante o periodo de

maturacao (43, 59, 61). Estas podem ser definidas como compostos azotados
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basicos com baixo peso molecular formados principalmente por descarboxilagéo
de aminoacidos (sendo a actividade da maioria destas enzimas dependente de
PLP), podendo também resultar da aminagdo e transaminagao de aldeidos e
cetonas, com consequente substituicdo de um, dois ou trés atomos de hidrogénio
da amonia por grupos alquil ou aril (34, 59, 62-64). As aminas biogénicas podem
ser classificadas de acordo com as caracteristicas quimicas, como: aminas
aromaticas (tiramina, B-feniletlamina), aminas heterociclicas (histamina e
triptamina) e diaminas, triaminas e poliaminas alifaticas (putrescina, cadaverina,
agmatina, espermina e espermidina) (62, 63).

Os precursores da tiramina, PB-feniletilamina, histamina, triptamina,
putrescina, cadaverina, agmatina, espermina e espermidina sdo, respectivamente,
a Tyr, a Phe, a His, o Trp, a ornitina (que pode resultar da degradagéo da Arg), da
Lys e da Arg (46, 62-64).

O queijo representa um ambiente ideal para a formagdo de aminas
biogénicas, que esta directamente dependente da densidade e actividade
bacteriana, sinergismos entre microrganismos, nivel de protedlise (disponibilidade
de substrato), pH, concentracao de sal e, indirectamente, da temperatura e tempo
de maturagao e armazenamento e da actividade da agua (34, 46, 61-66).
Contudo, a concentragdo de aminas biogénicas no queijo sé podera atingir niveis
perigosos se mais do que um destes factores forem favoraveis (65). As principais
aminas biogénicas envolvidas na intoxicacdo alimentar sdo a histamina, a
tiramina, a triptamina, a cadaverina, a putrescina, a espermina e a espermidina
(46, 62, 63). No queijo, as aminas biogénicas estdo frequentemente associadas a
Enterobactereaceae, estando descritas algumas estirpes de Lactobacillus com

capacidade de formacao de histamina, tiramina, putrescina e cadaverina (61).
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Contudo, a maior parte dos casos em que grandes quantidades de aminas sao
produzidas no queijo, a responsabilidade é atribuida as bactérias lacticas com

actividade de descarboxilase (61).

2 - Objectivos

Conforme referido anteriormente, o queijo Serra da Estrela € o queijo de
fabrico artesanal com maior importancia no nosso pais. A sua tipicidade e
qualidade organoléptica fazem dele um produto alimentar anico. Contudo, ao ser
fabricado com leite cru e sem métodos de producao padronizados, pde em causa
a seguranga alimentar, estando sujeito a barreiras de comercializacao.

A quantidade e qualidade da flora microbiana do queijo, assim como alguns
produtos resultantes do seu metabolismo (ex.: aminas biogénicas), podem pér em
causa a seguranca alimentar.

E necessario descobrir métodos de producdo padronizados, que permitam
garantir ndo s6 a seguranga alimentar (para que este possa ser certificado) como
a qualidade do queijo, de modo a se obter um produto final com a mesma
qualidade a nivel da textura e do flavor que o produto original. Se estes padrées
nao forem alcangados, o produto ndo se torna viavel a nivel comercial, uma vez
que a selecgcdo dos queijos pelo consumidor esta principalmente dependente
destes factores.

Por isso, € necessario encontrar uma combinagao certa de bacterias lacticas
que possam ser utilizadas como cultura de arranque e capazes de garantir que o
queijo produzido através de métodos padronizados € o mais semelhante possivel

ao queijo de fabrico artesanal.
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Nesse sentido, este trabalho teve como objectivo avaliar a actividade
proteolitica de bactérias lacticas isoladas do queijo Serra da Estrela,
nomeadamente o Lactococcus lactis, o Lactobacillus brevis e o Lactobacillus
pentosus, que podem ser potenciais componentes duma cultura de arranque.
Essa avaliagdo foi feita através da actividade proteolitica sobre a caseina em
sistemas modelo (excepto para o Lactococcus lactis) e da avaliagéo preliminar da

capacidade de metabolismo de aminoacidos (descarboxilagao e desaminacao).

3 - Material e Métodos

3.1 - Estirpes microbianas

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes estirpes comerciais:
Lactobacillus brevis LMG 6906, Lactobacillus pentosus LMG 10755 e Lactococcus
lactis LMG S 19870, obtidas do Laboratorium voor Microbiologie en Microbiele
Genetica, Rijksuniversiteit (Gent, Bélgica); Pseudomonas aeruginosa NCTC
10145, Escherichia coli NCTC 9001, obtidas do National Collection of Type
Cultures (Colindale, Reino Unido); Salmonella spp. e Proteus mirabilis, obtidas da
ESB.
3.2 - Avaliagao da protedlise

Para avaliar a protedlise foram utilizadas amostras de queijo preparado com
coalho vegetal, sem adi¢do de inoculo (controlo), com 1 % Lactobacillus brevis,
com 1 % Lactobacillus pentosus e com uma mistura Lactobacillus brevis +
Lactobacillus pentosus (1:1). As amostras foram colhidas aos 0, 1, 3, 7, 14, 21 e
28 dias de maturagdo. O azoto solivel em agua (WSN) e o azoto soluvel em

acido tricloroacético a 12 % (m/v) (TCA-SN) foram determinados em amostras de

extractos preparados de acordo com o que é descrito por Kuchroo & Fox (67),
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com excepgao da utilizagdo de um Sorvall Omni-mixer (Dupont Company, EUA)
para a homogeneizagao e o sobrenadante obtido foi filtrado com um papel de filtro
N° 42 (Whatman, Reino Unido). O azoto soluvel em acido fosfotungstico a 5 %
(m/v) (PTA-SN) (Merck, Alemanha) também foi determinado, pelo método de
Kjeldahl segundo Stadhouders (68), com excepgdo dos extractos, que foram
preparados conforme o acima descrito (69).

Os extractos soluveis em agua (WSE) e os extractos insollveis em agua
(WISE) de queijos com 0, 3, 7 e 21 dias de maturacao foram liofilizados
(HetoDrywinner, Dinamarca). Foram misturados 7 mg de WISE e 25 mg de WSE
com o tampao da amostra, constituido por: tris(hidroximetillaminometano (Tris)
(Merck, Alemanha), 0.12 M; ureia (Merck, Alemanha), 8.2 M; EDTA (Pronolab,
Portugal), 2.5 mM; B-mercaptoetanol (Merck, Alemanha), 0.2 M; azul de

bromofenol (Merck, Alemanha), 0.01 %, pH 7.6. Depois de misturados, foram

dissolvidos e centrifugados (Universal 32R, Heltich, Alemanha) a 10 000 rpm
durante 10 minutos, a 4 °C. Foram aplicados nos pogos 15 ul de sobrenadante da
amostra e 12 pl de frac¢des de padrao de caseina ovina.

Foi realizada uma electroforese de gel poliacrilamida (urea-PAGE) das
amostras, de acordo com o método de Andrews (70), com algumas modificagdes.
As analises foram realizadas numa cuba vertical (Bio-Rad, EUA), utilizando um
fornecedor de energia PowerPac Universal (Bio-Rad,). Os blocos de gel eram
compostos por um gel de empacotamento a 4.2 % e um gel corrida a 12.5 %. O
tampao de gel de empacotamento era composto por: Tris (Merck, Alemanha),
0.76 M e ureia (Merck, Alemanha), 9 M, a pH 8.9. A solugdo tampao da
electroforese era constituida por: Tris (Merck, Alemanha), 0.02 M e glicina (Merck,

Alemanha), 0.19, a pH 8.9. A corrida foi realizada a 20 °C, a 280 V até ao final do
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gel de empacotamento, seguida por uma voltagem de 300 V. Os géis foram
corados directamente, segundo o método de Blakesley & Boez (71), com Azul
Brilhante de Coomassie G-250 (Merck, Alemanha) e descorados usando agua
destilada. Depois de descorados, os blocos de gel foram digitalizados (GS-700
Imaging Densitometer, Bio-Rad, EUA). Foram realizadas digitalizagbes dos

electroforetogramas para quantificar as bandas utilizando software denéité%‘égico

(Molecular Analyst v1.4 software, Bio-Rad, EUA). =
«/

s S

3.3 - Avaliacao de algumas vias metabdlicas para a caracterizagao
fenotipica das estirpes

Para a realizacédo dos testes para identificagao das estirpes (assim como dos
teste de avaliagao preliminar do metabolismo de aminoacidos) foram utilizadas
culturas das trés estirpes em teste (Lactococcus lactis, Lactobacillus brevis e
Lactobacillus pentosus) e das estirpes para controlo dos testes (Escherichia coli,
Salmonella spp., Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa). As culturas de
Lactococcus lactis cresceram durante 40-48 h a 30 °C em M17 agar (Biokar
Diagnostics, Franga); as culturas de Lactobacillus brevis e Lactobacillus pentosus
cresceram durante 40-48 h a 30 °C em Mann, Rogosa, Sharp (MRS) agar (Biokar
Diagnostics, Franga); as culturas de Escherichia coli, Salmonella spp., Proteus
mirabilis e Pseudomonas aeruginosa cresceram 40-48 h a 37 °C em Plate Count
Agar (PCA) (Merck, Alemanha).

Para avaliar a influéncia do estado das culturas, os testes foram feitos em
duas condigdes (fases) distintas: na primeira fase estudaram-se trés estirpes
diferentes; enquanto que na segunda fase fixou-se a estirpe e realizou-se a

bateria de testes diferentes. Os ensaios foram realizados em triplicado.
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3.3.1 - Fermentagao da lactose

Tendo como base o método de Drigalski (72), preparou-se meio com a
seguinte composi¢éo (g/l de agua desionizada): peptona (Sigma, Alemanha), 5;
extracto de carne (LAB M, Reino Unido), 3; lactose (Merck, Alemanha), 5; azul de
bromocresol (Fluka, Suiga), 0.02. Apés acerto do pH (6.8 = 0.2) o meio,
distribuido por tubos, foi autoclavado (121 °C, 20 minutos).

Posteriormente a inoculagdo das culturas das estirpes testadas e dos
controlos (controlo positivo - Escherichia coli e controlo negativo - Salmonella

spp.), adicionou-se 1ml de parafina estéril. Incubou-se durante 24 h a 37 °C.

3.3.2 - Teste da B-galactosidase

O meio utilizado para este teste consistia numa mistura de 75 ml de agua
peptonada e 25 ml de solugao orto-nitrofenil-B-D-galatopiranosida (ONPG) (por
cada 100 ml de mistura final).

A agua peptonada era constituida (g/l de agua desionizada) por: peptona
(Sigma, Alemanha), 1; cloreto de sédio (NaCl) (Panreac, Espanha), 0.5. Depois
de preparada, foi autoclavada (121 °C, 20 minutos).

A solugédo ONPG era constituida (em 100 ml) por: 100 ml de solugao tampao
fosfato (pH 7.0) e 0.6 g de ONPG (Sigma, Alemanha). Para preparar a solugéo
tampao fosfato foram necessarios 30.5 ml de hidrogenofosfato de sodio
(NazHPOy) (35.61 g/l) e 19.5ml de diidrogenofosfato de sodic (NaH,PO4) (31.21
g/l), acertando o pH (se necessario) e autoclavando (121 °C, 20 minutos).
Posteriormente, acrescentou-se ONPG a solugao tampao fosfato até dissolugéo

completa.
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Procedeu-se a inoculagdo das trés estirpes testadas e dos controlos

(Escherichia coli — positivo; Proteus mirabilis — controlo negativo), e igﬁg}gbou-se a

37 °C durante 24 h.

3.3.3 - Teste fermentativo/oxidativo de aguicares

Preparou-se meio constituido (g/l) por: peptona (Sigma, Alemanha), 2; NaCl
(Panreac, Espanha), 5; fosfato de dipotassio (Pronolab, Portugal), 0.3; azul de
bromotimol, 0.03; agar n°1 (LAB M, Reino Unido), 2.5. Acertou-se o pH (7.1) do
meio e autoclavou-se (121 °C, 20 minutos).

Foram preparadas solugdes a 10 % (m/v) de oito agucares: dextrose (LAB M,
Reino Unido), frutose (Merck, Alemanha), galactose (Fluka, Alemanha), glicose
(Fluka, Alemanha), lactose (Fluka, Alemanha), maltose (Fluka, Alemanha),
manitol (Sigma, Alemanha) e sacarose (Riedel-de Haén, Alemanha). As solucdes
foram esterilizadas por filtracdo, utilizando filtros estéreis 0.2 um (Orange
Scientific, Bélgica) e adicionadas ao meio de forma a que a sua concentragéo final
fosse de 1 %, procedendo-se a distribuigao por tubos esterilizados.

Inocularam-se os tubos com as culturas das trés estirpes testadas e do
controlo (Pseudomonas aeruginosa), adicionando-se 1 ml de parafina estéril aos
tubos correspondentes ao teste de fermentagéo. Os indculos foram incubados a

37 °C durante 96 h, observando-se a sua evolugéo.

3.3.4 - Metabolismo do citrato
Preparou-se, segundo Simmons (73) meio Simmons Citrate Agar (SCA) com
a seguinte composi¢cao (g/l de agua desionizada): cloreto de amoénia (Merck,

Alemanha), 1; hidrogenofosfato de dipotassio (K;HPOy4) (Merck, Alemanha), 1;
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NaCl (Panreac), 5; citrato de sodio (Merck, Alemanha), 2; sulfato de magnésio
(MgSQO4) (Merck, Alemanha), 0.2; azul de bromotimol (M&B, Reino Unido), 0.08;
agar n°1 (LAB M, Reino Unido), 15. Acertou-se o pH (6.94£0.2) e autoclavou-se
(121°C, 20 minutos). Os tubos contendo o meio foram inoculados (controlo
positivo — Salmonella spp., controlo negativo — Escherichia coli) e incubados a 37

°C durante 24 h.

3.3.5 - Teste da urease

Preparou-se meio com a seguinte composi¢do (g/l de agua desionizada):
extracto de levedura (Biokar), 0.1; fosfato de potassio (KsPO4) (Sigma,
Alemanha), 0.091; difosfato de sodio (Sigma, Alemanha), 0.095; ureia (Merck,
Alemanha), 20; vermelho de fenol, 0.01. O acerto do pH foi feito com a adicdo de
acido cloridrico (HCI) 0.1 M até haver mudanga de cor (de rosa para amarelo),
autoclavando-se o meio de seguida (121 °C, 20 minutos). Acertou-se novamente
o pH com HCI 0.1 M esterilizado e distribui-se pelos tubos esterilizados. Depois de
inoculados (sendo o controlo positivo o Proteus mirabilis e o controlo negativo a

Escherichia coli), os tubos foram incubados a 37 °C durante 4 h.

3.3.6 - Descarboxilagao de aminoacidos

Preparou-se Meio Base para a Descarboxilase (Difco™), com a seguinte
composicao (g/l de agua desionizada): peptona (Sigma, Alemanha), 5; extracto de
levedura (Biokar), 3; dextrose (LAB M, Reino Unido), 1; azul de bromocresol
(Fluka, Alemanha), 0.02; aminoacido (Sigma, Alemanha), 5. Acertou-se o pH (6.8

+ 0.2) e autoclavou-se (121 °C, 20 minutos).
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Apo6s inoculagao das estirpes testadas e do controlo (12 fase- Pseudomonas
aeruginosa; 2° fase- Salmonella spp.), adicionou-se 1 ml de parafina estéril a cada
tubo e incubou-se a 37 °C durante 96 h, tendo-se observado a evolugéo e
registado os resultados as 24 h, 48 h, 72 h e 96 h.

Na 22 fase também foi utilizado um meio com a seguinte composigao (g/l):
triptona, 5; extracto de levedura (Biokar), 5; NaCl (Panreac), 5; glicose (Fluka,
Alemanha) ou dextrose (LAB M, Reino Unido), 1; tween 80, 0.5; sulfato de
magnésio heptahidratado (MgS0,4.7H,0), 0.2; cloreto de calcio (CaCOs3), 0.1; azul
de bromocresol (Fluka, Alemanha), 0.06; Sulfato de magnésio tetrahidratado
(MgS04.4H,0), 0.05; FeS04.7H,0, 0.04; agar n°1 (LAB M, Reino Unido), 20;
aminoacido (Sigma, Alemanha), 20. Acertou-se o pH do meio (5.0 £ 0.1) e
autoclavou-se (121 °C, 20 minutos). Efectuaram-se diluigées até 10°, a partir da
cultura em broth. Apés inoculagdo (em duplicado) das diluicées 10° e 10,

incubaram-se as placas a 30 °C durante 3-4 dias.

3.3.7 - Teste da Phe/Trp desaminase

Preparou-se meio com a seguinte composi¢ao (g/l de agua desionizada):
peptona (Sigma, Alemanha), 5; extracto de levedura (Biokar), 3; dextrose (LAB M,
Reino Unido), 1; agar (LAB M, Reino Unido), 15; Phe (Sigma, Alemanha) ou Trp
(Sigma, Alemanha), 5. Autoclavou-se o meio (121 °C, 20 minutos), que foi depois
distribuido por placas. Apos inoculagdo (controlo positivo — Proteus mirabilis,
controlo negativo — Escherichia coli), incubou-se a 37 °C durante 24 h. Terminado
o periodo de incubagao, adicionaram-se 5 gotas de reagente de cloreto de ferro

(FeCls) (Anexo |).
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4- Resultados

4.1 - Actividade Proteolitica

A determinagdo do WSN, TCA-SN e PTA-SN possibilitou a obtengdo de
dados experimentais essenciais para a avaliagdo da actividade proteolitica nos
queijos modelo analisados.

O WSN é constituido na sua maioria por péptidos de cadeia longa e média,
incluindo também numerosos péptidos de cadeia curta, aminoacidos livres e
compostos azotados resultantes do catabolismo dos aminoacidos. A partir do
WSN foi calculada a protedlise em extensao, indicador da protedlise primaria,
tendo em conta que o Ripening Extension Index (REI) é igual a razdo entre o
WSN e a proteina total (TP).

O TCA-SN, determinado a partir do WSN, consiste principalmente de
péptidos de cadeia curta, aminoacidos livres e compostos azotados resultantes do
catabolismo dos aminoacidos. A partir do TCA-SN foi calculada a protetlise em
profundidade, indicador da protedlise secundaria, considerando que o Ripening
Depth Index (RDI) é igual a razéo entre o TCA-SN e a TP.

O PTA-SN, determinado a partir do WSN, é constituido por aminoacidos
livres. O Free Amino Acid Index (FAAI) foi calculado a partir da razéo entre PTA-
SNeaTP.

Relativamente ao REIl (llustragdo 2), os valores mais elevados
corresponderam ao Lacfobacillus pentosus, nos dias 0, 1, 3 e 14; ao Lactobacillus
brevis, no dia 7; ao controlo, no dia 21 e & mistura (Lactobacillus brevis +
Lactobacillus pentosus), no dia 28. Os valores mais baixos pertenceram a mistura
até ao dia 7 e ao Lactobacillus pentosus, do dia 14 ao dia 28. O valor maximo do

REI (0.66) registado foi para o controlo aos 21 d e o valor minimo (0.02) no dia 0
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pela mistura. Depois de comparar a evolugdo das amostras, verificou-se que o
REI do queijo controlo era inferior ao queijo inoculado com Lactobacillus pentosus
e superior ao queijo inoculado com Lactobacillus brevis para os dias 0, 1, 3 e 14.
Excluindo o dia 7 e 21, o REI do Lactobacillus pentosus foi sempre superior ao do
Lactobacillus brevis, sendo a maior diferenca observada no dia 14. Comparando o
REI da mistura com o do Lacfobacillus brevis e do Lactobacillus pentosus,
verificou-se que era inferior até ao dia 7. Verificou-se igualmente que os valores
da mistura eram inferiores ao do controlo, excepto para o dia 28, tendo-se

registado a maior diferenga no dia 21.

0,40 -

Valor do indice

Tempo (dias)

llustracdo 2. Evolugéo do REI ao longo do tempo de maturagdo do controlo ((7]), do Lactobacillus

), do Lactobacillus pentosus (Ji§ ) e da mistura (Jjj )- Cada dado representa a media e a

brevis

barra de erro representa o desvio padréao baseado em dois replicados.

Relativamente ao RDI (llustragcédo 3), os valores mais elevados pertenceram
ao Lactobacillus pentosus, nos dias 0, 1, 3 e 14; ao Lactobacillus brevis, no dia 7

e ao controlo, nos dias 21 e 28. Os valores mais baixos corresponderam a
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mistura, com excepcéo do dia 28 (Lactobacillus brevis). O valor maximo (0.61) foi
observado no dia 14 para o Lactobacillus pentosus. O valor minimo (0.01) foi
registado no dia 0 para a mistura. O RDI do controlo foi inferior ao do
Lactobacillus pentosus e superior ao do Lactobacillus brevis, nos dias 0, 1, 3 e 14.
Os valores do indice do Lactobacillus pentosus foram superiores aos do
Lactobacillus brevis, com excepgéao do dia 7, registando-se a maior diferenga no

dia 14. O RDI da mistura foi sempre inferior.

0,700
0,600 |
0,500 -
0,400

0,300 -

Valor do indice

0,200 -

0,100 -

0,000

0 1 3 7 14 21
Tempo (dias)

llustragao 3. Evolugao do RDI ao longo do tempo de maturagéo do controlo ([]), do Lactobacillus

brevis ({ii ), do Lactobacillus pentosus (Jj§f) e da mistura (JJjj ). Cada dado representa a média e a

barra de erro representa o desvio padrao baseado em dois replicados.

Em relagdo ao FAAI (llustracdo 4), os valores mais elevados
corresponderam ao Lactobacillus pentosus, nos dias 0, 1, 7 e 14 e ao controlo,
nos dias 3, 21 e 28. Os valores mais baixos pertenceram a mistura, excepto para
o dia 14 (Lactobacillus brevis). O valor maximo (0.207) foi registado no dia 1 para

o Lactobacillus pentosus. O valor minimo (0.000) foi registado no dia 14 para o
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Lactobacillus brevis. O FAAI do controlo foi inferior ao do Lactobacillus pentosus e
superior ao do Lactobacillus brevis, nos dias 1 e 14. Os valores do Lactobacillus
pentosus foram superiores aos do Lactobacillus brevis, excepto no dia 21,
registando-se a maior diferenga no dia 1. A mistura apresentou valores inferiores
aos do Lactobaciﬂus pentosus e do Lactobacillus brevis, excepto para o dia 14.
Os valores da mistura foram também inferiores ao do controlo, observando-se a

maior diferenca no dia 21.

0,2500 - : ‘Q:;)

0,2000 -

ice

0,1500 -

0,1000 -

Valor do ind

0,0500 -

0,0000 +—

0 1 3 7 14 21 28
Tempo (dias)

llustracao 4. Evolucdo do FAAI ao longo do tempo de maturagéo do controlo ( [] ), do

), do Lactobaciflus pentosus () e da mistura (JJj). Cada dado representa

Lactobacillus brevis

a média e a barra de erro representa o desvio padrao baseado em dois replicados.

Posteriormente comparou-se a evolugado dos trés indices para cada caso,
observando-se que os valores mais elevados foram atingidos pelo controlo e pelo

Lactobacillus pentosus.



30

No controlo (llustrag&o 5), os valores iniciais dos indices eram 0.09 (REI),
0.05 (RDI) e 0.013 (FAAI). A evolugdo do REl e do RDI foi semelhante,
apresentando um pico no dia 3 (com os respectivos valores 0.18 e 0.141) e no dia
21 (onde atingem o valor maximo 0.46 e 0.305, respectivamente). No FAAI, o
primeiro pico apareceu no dia 1 (0.059) e o segundo, que corresponde ao valor
maximo (0.120), surgiu no dia 21. Entre o dia 0 e o dia 21 o REIl, RDI e FAAI
registaram um aumento de 184 %, 387 % e 151 %, respectivamente. Como seria
de esperar, os valores do REI foram sempre superiores aos do RDI, que por sua
vez foram superiores aos do FAAIl. Observou-se que o FAAI apresentava uma
variagdo de valores pequena. Apesar das oscilagdes, os valores finais foram
sempre superiores aos iniciais, representando um aumento de 80 % (REI), 191 %

(RDI) e 43 % (FAAI).

0,50

0,45 -
0,40
0,35 4

0,30

Valor médio dos
indices
o o
—_ ]
(4] [=]

0,10

0,05

0,00

0 1 3 7 14 21 28
Tempo (dias)

llustragéo 5. Evolucdo dos valores meédios do REI (@), RDI () e FAA (4,) ac longo do tempo de

maturagéo para o controlo.
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Para o Lactobacillus brevis (llustragcdo 6), os valores obtidos inicialmente
foram 0.07 (REI), 0.04 (RDI) e 0.013 (FAAI). A evolucdao do REI e do RDI foi
semelhante até ao dia 7, onde ambos os indices atingiram o valor maximo 0.25 e
0.150, respectivamente. Estes valores correspondem a um aumento, em relagéo
aos valores iniciais, de 257 % (REl) e 315 % (RDI). Os valores do FAAI
apresentaram pouca oscilagdo, atingindo o maximo (0.037) no dia 21,
representando um aumento de 194 %, comparativamente ao valor inicial. Como
seria de esperar, o REI foi superior ao RDI, enquanto que o FAAI foi inferior ao
REI e ao RDI. Os valores finais do REI e do RDI foram superiores aos iniciais,
apresentando um aumento de 89 % e 85 %, respectivamente. O valor final do

FAAI diminui 36 % em relagdo ao valor inicial.

0,50 -
0,45
0,40
0,35
0,30 -
= 0,25 1

0,20 -

Valor médio dos
indices

0,15
0,10 1

0,05 1

0,00

Tempo (dias)

llustracdo 6. Evolucdo dos valores médios do REI (@), RDI () e FAA (4. ) ao longo do tempo de

maturagéo para o Lactobacillus brevis.
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No Lactobacillus pentosus (llustragdo 7) os valores registados inicialmente
foram 0.13 (RDI), 0.10 (RDI) e 0.014 (FAAI). A evolugdo do REI e do RDI foi
semelhante apresentando um pico aos 3 dias e outro aos 14 dias, onde o valor
maximo (0.31 e 0.436, respectivamente) foi atingido. O valor maximo
correspondeu a um aumento de 141 % (REI) e 353 % (RDI), relativamente aos
valores iniciais. O FAAI manteve-se abaixo de 0.050 nos restantes dias. Com
excepcao do dia 14, o REI foi superior ao RDl. O RDI foi superior ao FAAI,
excepto no dia 1. Os valores finais do REI e do RDI foram superiores aos iniciais,
correspondendo a um aumento respectivo de 31 % e 10 %. O valor final do FAAI

diminuiu 36 %, comparativamente ao valor inicial.
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llustragdo 7. Evolugéo dos valores médios do REI (@), RDI () e FAA (4 ) ao longo do tempo de

maturacao para o Lacfobacillus pentosus.
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Na mistura (llustragdo 8), os valores obtidos inicialmente foram 0.04 (RDI),
0.01 (REI) e 0.003 (FAAI). A evolugao dos trés indices nao apresentou grandes
oscilacées. O REI e o RDI aumentaram gradualmente com o tempo (apenas com
uma ligeira diminuigdo no dia 21). O REI atingiu o valor maximo (0.20) no dia 28,
correspondendo a um aumento de 366 % (relativamente ao valor inicial) e o RDI
obteve o valor maximo (0.08) no dia 14, correspondendo a um aumento de 514 %
(relativamente ao valor inicial). O FAAI manteve-se praticamente constante
durante o tempo de maturagéo, apresentando o valor maximo (0.012) no dia 14,
correspondendo a um aumento de 283 %, comparativamente ao valor inicial. O
REI foi superior ao RDI que, por sua vez, foi superior ao FAAI. Os valores finais
dos indices foram superiores aos valores iniciais, apresentando um aumento de

366 % (REI), 504 % (RDI) e 2 %(FAAI).
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llustragéo 8. Evolugao dos valores medios do REI (@), RDI (J) e FAA (4 ) ao longo do tempo de

maturagao para a mistura.
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A avaliagao dos WISE e dos WSE foi realizada através da analise dos
electroforetogramas ureia-PAGE. Os WISE incluiam a caseina, em varios estados
de degradacdo e os WSE incluiam polipéptidos, péptidos e aminoacidos,
resultantes da degradacgéo da caseina.

Verificou-se (llustracdo 9), através da analise dos dados relativos aocs WISE,
que a degradacao da B-caseina foi superior a da as-caseina em todos os casos. A
degradacao da B-caseina foi superior com o Lactobacillus pentosus, que também
apresentou maior quantidade de WISE. Da analise do WSE verificou-se a
presenca de bandas com maior mobilidade electroforética (correspondente a
péptidos) apenas nos queijos modelo inoculados. Em termos comparativos, a
presenca de Lactobacillus pentosus nos queijos modelo (em cultura simples ou
em mistura) levou ao aparecimento de maior niumero de peptidos sollveis
(visiveis sob a forma de bandas com maior mobilidade na fracgao soluvel) do que

a presenga de Lactobacillus brevis.

— B - Caseina

WISE WISE WSE WISE WISE

03721P0372103721P10 3721 7 2 P’o 721[— 7 21 P,\o”3721

Controlo Lactobacillus brevis Lactobacilius pentosus Lactobacillus brevis +

Lactobacillus pentosus

as - Caseina

llustragdo 9. Electroforetogramas Ureia-PAGE do WISE e WSE de queijos modelo,

manufacturados com cardo, e sem indculo (controlo), ou inoculado com Lactobacillus brevis,

Lactobacillus pentosus, ou com uma mistura das duas, durante a maturacéo (0, 3, 7 e 21 dias).
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4.2 - Avaliagcao de algumas vias metabodlicas para a caracterizacao

fenotipica das estirpes
kY
4.2.1 - Fermentacgao da lactose

A avaliagdo da fermentacao da lactose foi feita tendo como base a alteragéo
da cor do meio inoculado, devida a influéncia do pH na cor do azul de
bromocresol (indicador). Inicialmente a cor do meio é roxo. Contudo, se o
microrganismo inoculado tiver capacidade de fermentar a lactose, ira produzir
acido (lactico), com consequente abaixamento do pH e alteracdo da cor do meio
para amarelo.

As trés estirpes analisadas tiveram resultado positivo em ambas as fases do
teste. Contudo, no controlo positivo (Salmonella spp.) ndo houve uma alteragao
tdo notéria como nas estirpes analisadas, ficando o meio com um tom roxo-
amarelado. Ainda assim, a coloracéo final era diferente da inicial, considerando-se

o resultado como nao claramente positivo (Tabela 1).

, : Positivo Negativo N&o claramente positivo
Cilfpeansleads 12 fase 2%fase 12fase 2° fase 12 fase 22 fase
Lactococcus lactis 3 3 0 0 0 0
Lactobacillus brevis 3 3 0 0 0 0
Lactobacillus pentosus 3 3 0 0 0 0
Escherichia coli 0 0 0 0 3 3
Salmonella spp. 0 0 3 3 0 0

Tabela 1. Avaliagdo da fermentagdo da lactose.

4.2.2 - Teste da R-galactosidase
A ONPG é um substrato alternativo para a B-galactosidase (possuindo uma
estrutura molecular semelhante a lactose, ligando-se a enzima da mesma forma).

A ONPG (incolor) é convertida em galactose (incolor) e orto-nitrofenil (ONP)
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(amarelo). Assim a existéncia da enzima ¢ facilmente verificavel pela alteracdo da
cor do meio, que passa de incolor para amarelo.

Neste teste registaram-se algumas diferencas de resultados entre as duas
fases: o Lactococcus lactis sé apresentou um resultado negativo na segunda fase,
sendo positivo nos outros; o Lactobacillus brevis nao teve resultados positivos na
primeira fase de testes, apresentando dois resultados positivos na segunda fase;
o Lactobacillus pentosus teve resultados opostos nas duas fases, na primeira s6

teve positivos, enquanto que na segunda, apenas teve negativos (Tabela 2).

. . Positivo Negativo N&o claramente positivo
E6lirbet dnaliaddes 12 fase 22 fase _1g fase 2° fase 12 fase 2° fase
Lactococcus lactis 3 2 0 1 0 0
Lactobacillus brevis 0 2 3 1 0 0
Lactobacillus pentosus 3 0 0 3 0 0
Salmonella spp. 0 0 0 0 3 3
Proteus mirabilis 0 0 3 3 0 0

Tabela 2. Avaliagéo da actividade da B-galactosidase.

4.2.3 - Teste fermentativo/oxidativo de agticares

A avaliagdo da fermentacdo e oxidacao da dextrose, frutose, galactose,
glicose, lactose, maltose, manitol e sacarose foi feita através da observacdo da
alteragao da cor do azul de bromotimol (indicador), como resultado da variacao de
pH. Assim, com a fermentagdo ou oxidagdo de determinado aglcar observa-se
um abaixamento de pH, com consequente alteragdo da cor inicial do meio (verde)
para amarelo.

Para o Lactococcus lactis foram registados na primeira fase trés resultados
positivos (todos os casos) para a fermentagdo de: dextrose, frutose, galactose,
glicose e lactose, e para a oxidacao de: dextrose, frutose e galactose; foram

registados dois resultados positivos na oxidagdo da glicose e apenas um
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resultado positivo na oxidagéo da lactose; para os restantes agucares, todos os
resultados foram negativos. Na segunda fase registaram-se trés resultados
positivos para a fermentacao de: dextrose, frutose, galactose e lactose, e para a
oxidagao de: frutose, galactose e lactose; registaram-se dois resultados positivos
para a oxidagdo de dextrose; registou-se um resultado positivo para a
fermentacdo da glicose; para os restantes agucares, todos os resultados foram
negativos (Tabela 3) (Tabela 4).

Em relagdo ao Lactobacillus brevis foram observados na primeira fase trés
resultados positivos na fermentagdo de todos os aglUcares com excepg¢ao do

manitol, e na oxidagao de: frutose, glicose, maltose, manitol e sacarose; foram
observados dois resultados positivos na oxidagdo da dextrose e da lactose; para
os restantes agulcares, todos os resultados foram negativos. Na segunda fase
observaram-se trés resultados positivos na fermentagéo de todos os agucares, e
na oxidacdo de: dextrose, glicose, maltose e sacarose; observaram-se dois
resultados positivos na oxidagéo de: frutose, galactose, lactose e manitol (Tabela
3) (Tabela 4). A oxidagdo da glicose, lactose, maltose e sacarose foi equivalente
nas 2 fases. A Unica diferenca distinta esta relacionada com a oxidacdo da
galactose, assim sendo, o resultado nao é conclusivo.

No Lactobacillus pentosus foram registados na primeira fase trés resultados
positivos na fermentagdo de: dextrose, frutose, galactose, glicose, lactose,
sacarose e manitol, e na oxidacdo de: dextrose, frutose, galactose, glicose,
sacarose, maltose e manitol; foi registado um resultado positivo na fermentacao
da maltose; na oxidagcdo da lactose, todos os resultados foram negativos. Na
segunda fase registaram-se trés resultados positivos na fermentagdo de:

dextrose, frutose e sacarose, e na oxidacdo de: dextrose, glicose, maltose e
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sacarose; registaram-se dois resultados positivos na fermentagao da maltose e na
oxidagao da frutose; registou-se um resultado positivo na fermentagéo da glicose

e do manitol; para os restantes agucares, todos os resultados de fermentacgéo e

de oxidagao foram negativos (Tabela 3) (Tabela 4).

Estirpes analisadas
Agiicar Lactococcus lactis Lactobacillus brevis Lactobacillus pentosus Pseudomonas aeruginosa
12 fase 2° fase 1@ fase 2% fase 18 fase 2% fase 12 fase 2° fase
+ ¥ + 5 + > + = + & + % + % + o
Dextrose 3 0 2 1 2 1 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0
Frutose 3 0 3 0 3 0 2 1 3 0 2 1 0 3 2 1
Galactose 3 0 3 0 0 3 2 1 3 0 0 3 3 0 1 2
Glicose 2 1 0 3 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0
Lactose 1 2 3 0 2 1 2 1 0 3 0 3 0 3 0 0
Maltose 0 3 0 3 3 0 3 0 3 0 3 0 0 3 0 3
Manitol 0 3 0 3 3 0 2 1 3 0 0 3 3 0 2 1
Sacarose 0 3 0 3 3 0 3 0 3 0 3 0 0 3 0 3
Tabela 3. Avaliacéo da oxidagao de agucares.
Estirpes analisadas
Agiicar Lactococcus lactis Lactobacillus brevis Lactobacillus pentosus Pseudomonas aeruginosa
12 fase 2° fase 1° fase 2° fase 1° fase 2° fase 1° fase 2° fase
+ » + - + - + » + - + » + - + -
Dextrose 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 0 3 0 3
Frutose 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 0 3 0 2
Galactose 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 0 3 0 3 0 3
Glicose 3 0 1 2 3 0 3 0 3 0 1 2 0 3 0 3
Lactose 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 0 3 0 3 0 3
Maltose 0 3 0 3 3 0 3 0 1 2 2 1 0 3 0 3
Manitol 0 3 0 3 0 3 3 0 3 0 1 2 0 3 0 2
Sacarose 0 3 0 3 3 0 3 0 3 0 3 0 0 3 0 3

Tabela 4. Avaliacao da fermentagao de aglcares.

4.2.4 - Metabolismo do citrato

A avaliagdo dos resultados foi feita pela alteragdo da cor do indicador (azul

de bromotimol). A formag¢do de compostos alcalinos (resultantes do metabolismo



39

do citrato) aumenta o pH do meio, passando este de verde para azul, indicando
que a reacgao € positiva.

Todos os resultados obtidos em ambas as fases com o Lactococcus factis,
Lactobacillus brevis e Lactobacillus pentosus foram negativos (Tabela 5) contra o

controlo positivo de Salmonella spp..

Positivo Negativo it
12fase 2%fase 1°fase 2°fase

Estirpes analisadas

Lactococcus lactis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus pentosus
Escherichia coli
Salmonella spp.

wWwoooo

wWwoooo
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-

Tabela 5. Avaliagdo da capacidade de metabolizagao do citrato.

4.2.5 - Teste da urease
A avaliagdo dos resultados foi feita pela alteragdo da cor do indicador
(vermelho de fenol). Se a reacgéo for positiva, a cor muda de amarelo para rosa
ou vermelho, como consequéncia da formacao de amoénia por ac¢ao da urease.
Todos os resultados obtidos em ambas as fases com o Lactococcus lactis,
Lactobacillus brevis e Lactobacillus pentosus foram negativos (Tabela 6) em

comparagao com o controlo positivo de Proteus mirabilis.

; . Positivo Negativo
Estpeadisads 12 fase 22 fase 12 fase 22 fase
Lactococcus lactis 0 0 3 3
Lactobacillus brevis 0 0 3 3
Lactobacillus pentosus 0 0 3 3
Escherichia coli 0 0 3 3
Proteus mirabilis 3 3 0 0

Tabela 6. Avaliag&o da actividade da urease.
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4.2.6 - Descarboxilagao de aminoacidos

O meio utilizado neste teste permitiu a avaliagdo da presenga de
descarboxilases, que removem o grupo carboxilo do aminoacido. Com a
fermentacdo da dextrose, ha formagéo de compostos acidos, que diminuem o pH
do meio e alteram a cor do meio de roxo para amarelo. Esta diminuigdo de pH
aliada a presenca de aminoacidos induz a descarboxilagdo. Se o microrganismo
for capaz de descarboxilar o aminoacido presente no meio havera formagao de
compostos alcalinos, o que é suficiente para aumentar o pH do meio e tornar a
cor do meio roxo (74). Para evitar a existéncia de falsos positivos utilizou-se, para
cada estirpe analisada, um tubo controlo sem adigdo de aminoacido, o que
possibilitou a observacao da capacidade de fermentagéo da dextrose.

O Lactococcus lactis apresentou (Tabela 7), quer na primeira, quer na
segunda fase trés resultados positivos para a Arg e His, sendo negativos todos os
resultados para os restantes aminoacidos.

No caso do Lactobacillus brevis (Tabela 7) apenas foram registados trés
resultados positivos para a His, tanto na primeira como na segunda fase. Os
resultados da primeira fase para os restantes aminoacidos foram negativos. Na
segunda fase foi também registado um resultado positivo para a Tyr, sendo
negativos os resultados para os restantes aminoacidos.

Na primeira fase de testes para o Lactobacillus pentosus (Tabela 7) apenas
se registaram trés resultados positivos para His. Para todos os outros
aminoacidos os resultados foram negativos. Na segunda fase, registaram-se trés
resultados positivos para a His e Thr; registaram-se dois resultados positivos para
a Met e Trp; registou-se um resultado positivo para o Asp, Phe, Leu, Lys, Pro, Tyr

e Val. Os resultados para os restantes aminoacidos foram negativos.
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Apds analise dos resultados da segunda fase foi necessario recorrer a
utiizacdo de um novo meio, mais especifico para bactérias lacticas, para
confirmar a actividade das descarboxilases para alguns aminoacidos. A avaliagéao
dos resultados obtidos é semelhante aquela utilizada anteriormente, tendo em
conta a alteracdo da cor do meio por fermentagdo do aglcar e pela
descarboxilagdo do aminoacido. Também foi analisada a diferenca de resultados
entre meios contendo glicose ou dextrose. Utilizou-se como controlo positivo o
Lactococcus lactis para a Arg.

Assim, para o Lactobacillus pentosus foram analisados os aminoacidos:
Asp, Phe, Leu, Lys, Met, Pro, Tyr e Val, os quais tinham dado resultados
inconclusivos com o meio anterior. Para o Lactobacillus brevis foi analisado o Tyr.
Nao se registou diferencas nos resultados entre os meios preparados com glicose

ou com dextrose (dados nao apresentados).

Estirpes analisadas
Lactococcus lactis Lactobacillus brevis Lactobacillus pentosus P. aeruginosa  Salmonella spp.

12 fase 2° fase 17 fase 2* fase 1? fase 2° fase 12 fase 2° fase

Aminoécido

+
+

+ 5 + + o +

+
+

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

o O © O 0O 0O O O O 0O 0O W O 0O 0O 0O 0O o w o
W W W W W W W W W W WO WWw W W W W o W
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W W W W W W W W W W WO W W W W W W W W
o = O 00 0O 0 O 0O 0 O w o o o o o o o o
W N W W W W W W W W Wwo WwWw oW Ww w w w w 1
o O O 0O 0O OO O OO0 0OW O O Q O O O © O
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Tabela 7. Avaliag&o qualitativa da descarboxilagdo de aminoacidos.
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4.2.7 - Teste da Phe/Trp desaminase

A desaminagéo da Phe e do Trp pode resultar na formagéo de a-cetoacidos
(por ac¢édo de desidrogenases), que reagem com o cloreto de ferro. A formacéo |
de um produto de cor verde com a adigdo do reagente indica a existéncia de
acido fenilpiravico, resultante da desaminagdo da Phe. A formagéo de um produto
cor de laranja ou castanho indica a existéncia de acido indolpirtvico, resultante da
desaminagéo do Trp.

Todos os resultados obtidos em ambas as fases com o Lactococcus lactis,

Lactobacillus brevis e Lactobacillus pentosus foram negativos (Tabela 8).

Phe Trp
Estirpes analisadas Positivo Negativo Positivo Negativo
18fase 2%fase 1%fase 2%fase 1%fase 2%fase 1%fase 2°fase

Lactococcus lactis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus penfosus
Echerichia coli
Proteus mirabilis
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Tabela 8. Avaliacao qualitativa da Phe desaminase e Trp desaminase.

5 - Discussao

A analise dos indices de protedlise durante a maturagédo permitiu confirmar
que a protedlise em extensdo da caseina foi superior a protedlise em
profundidade, o que esta de acordo com os dados encontrados por Tavaria et al.
(75). A analise global dos resultados obtidos indica que a actividade proteolitica
no queijo modelo controlo (cuja acgdo € devida ao cardo) & superior aquele
inoculado com Lactobacillus brevis ou com a mistura das estirpes, e inferior

aquele contendo Lactobacillus pentosus. Quando inoculados com as estirpes




43

isoladas, os queijos modelo exibem uma actividade proteolitica superior a dos que
estdo inoculados com a mistura das estirpes, com excepg¢ao do ultimo dia de
amostragem, onde o REI foi superior na cultura mista.

Da avaliacdo da evolugdo do REl e do RDI ao longo dos 28 dias de
maturacdo, 0 que mais se destacou foram as diferengas encontradas
relativamente aos dias onde se registaram os valores maximos. Assim, os valores
maximos para o REl e o RDI foram registados nos dias 21, 7 e 14, para o
controlo, Lacfobacillus brevis e Lactobacillus pentosus, respectivamente. Na
mistura, os valores maximos foram observados no dia 28 (REI) e no dia 14 (RDI).
Apesar de nao existirem dados experimentais que permitam justificar
indubitavelmente a causa destas diferencas, pode-se considerar uma possivel
relagao entre a actividade metabdlica dos microrganismos presentes na matriz e a
actividade das cardosinas. Tendo em conta que: 1) a actividade das cardosinas &
favorecida pela diminuicdo do pH; 2) a formacdo de adenosina trifosfato (ATP)
(necessario na biossintese) a partir da fermentacao de hidratos de carbono &€ uma
caracteristica essencial nas bactérias lacticas (76); 3) o total de hidratos de
carbono disponiveis no leite de ovelha corresponde maioritariamente a lactose
(16); 4) o produto final da fermentagdo da lactose pelas bactérias lacticas é
predominantemente o lactato, que por sua vez contribui para a diminui¢éo do pH
(76), pode-se deduzir que o aumento da actividade das cardosinas podera
coincidir com o periodo de crescimento exponencial das bactérias presentes nas
matriz. Adicionalmente, o periodo de crescimento exponencial podera também
estar associado a uma maior actividade proteolitica das bactérias, de modo a

obter quantidades suficientes de aminoacidos, essenciais para a sintese de
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proteinas, como fonte energética, para regular o pH interno, para regenerar co-
substratos e para a biossintese (31, 43, 44).

Decorridos os 28 dias de maturagdo, o queijo modelo controlo exibiu valores
do FAAI superiores ao das restantes situagdes. De uma forma geral, nos queijos
modelos inoculados com as estirpes isoladas os valores do FAAI foram superiores
aos queijos modelo contendo a cultura mista. Seria de esperar que o aumento dos
indices de protedlise se reflectisse no aumento dos valores de aminoacidos livres
existentes na matriz, principalmente por parte dos queijos inoculados. Contudo, o
que se verificou foi que os valores do FAAI sofreram poucas oscilagdes ao longo
do periodo de maturagdo, mantendo-se dentro de niveis consideravelmente
inferiores comparativamente com os niveis apresentados pelo REI e pelo RDI;
inclusivamente os valores de FAAI registaram diminuigdes perceptiveis apos os
valores maximos atingidos. Tal facto pode ser devido a utilizagdo de aminoacidos
no metabolismo das bactérias existentes na matriz, conforme ja foi mencionado.
Os picos registados ao longo da maturagdo estardo mais provavelmente
relacionados com a actividade das enzimas envolvidas no metabolismo de
aminoacidos. Esta pode ser menor numa fase inicial do crescimento bacteriano
(controlo e Lactobacillus pentosus); ser insuficiente para acompanhar a produgao
de aminoacidos pela protedlise (controlo); diminuir numa fase de menor actividade
metabolica (Lactobacillus brevis).

Apesar de néo existirem dados sobre os produtos que foram formados a
partir do metabolismo dos aminoacidos, poder-se-a inferir que durante a fase
inicial de crescimento e durante o crescimento exponencial a utilizagdo de

aminoacidos esta principalmente ligada a processo anabdlicos. Com a

estabilizagdo do crescimento, € mais provavel que as vias catabdlicas tenham
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uma maior expressdo. Adicionalmente, a morte e lise celular numa fase mais
avancada poderdo contribuir para a produgdo de compostos responsaveis pelo
desenvolvimento do flavor, o que justifica que este trabalho possa ser estendido
para tempos superiores de maturagao e correspondente amostragem.

A realizacdo da electroforese permitiu confirmar os dados fornecidos pelos
indices de maturacdo. Apesar de nao ser possivel estabelecer uma relagao
directa, poder-se-a especular que os aminoacidos presentes na matriz sejam,
pelo menos em parte, reflexo dos aminoacidos que constituem a B-caseina. Os
aminoacidos existentes em maior quantidade na B-caseina ovina séo a Pro, Leu,
GIn, Val, Glu, Ser, Lys e Thr (77, 78). De facto, segundo o estudo de Tavaria ef al
(75), os aminoacidos presentes em maior quantidade no queijo sdo a Leu, Val,
Glu e Lys. Adicionalmente, a presenca de um representativo nimero de bandas
com maior mobilidade electroforética nos queijos modelo contendo Lactobacillus
pentosus podera reflectir a sua maior actividade proteolitica correlacionada com
os maiores indices de RDI.

O perfil metabdlico obtido nos testes de identificagao esteve de acordo com o
que se encontra descrito na literatura, salvo algumas excepgdes. Contudo, estes
testes apresentaram algumas limitagtes inerentes a sua natureza exclusivamente
qualitativa e a susceptibilidade a erros associados a preparagaoc dos meios, a
sensibilidade de produtos utilizados (ONPG), ao operador e a possiveis condi¢oes
adversas existentes no laboratério. Estas limitagées foram perceptiveis nos
resultados contraditérios obtidos em alguns testes (principalmente para o
Lactobacillus pentosus), que obrigaram a sua repeticao. O exemplo mais evidente
alude ao teste da B-galactosidase e ao teste oxidativo e fermentativo de aglicares

(lactose), onde os resultados obtidos para a actividade enzimatica nem sempre
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estiveram de acordo com o teste fermentativo da lactose, que provavelmente
estard menos sujeito a alteragbes decorrentes dos erros acima mencionados;
apenas o Lactobacillus pentosus registou uma correlagéo entre a auséncia de
actividade da B-galactosidase e a falta de fermentacao da lactose na 22 fase de
experiéncias. E de realcar que este teste & de importancia dado um dos passos
integrantes no metabolismo da lactose ser a ruptura da ligagao glicosidica das
duas hexoses que a constituem: galactose e glicose, que sao posteriormente
convertidas em glicose-6-P para utilizagdo na glicolise (28). Em muitas bactérias
lacticas esta reacgdo é catalizada pela B-galactosidase, que degrada a lactose
transportada para o espacgo intracelular por um transportador da lactose
(permease) (28).

O perfil metabdlico observado no Lactococcus lactis esteve de acordo com o
que ja se encontra descrito, com excepgédo da fermentagcdo da sacarose e da
dextrose (30, 35, 39, 79-82). O resultado negativo observado na fermentacao
maltose permitiu concluir que a estirpe utilizada nao pertencia a subespécie /actis,
0 que é confirmado com o resultado obtido no metabolismo do citrato, pois das
estirpes pertencentes ao Lactococcus lactis apenas a variante diacetylis da
subespécie /actis demonstra capacidade de metabolizar o citrato (30, 39).

O perfil metabdlico encontrado para o Lactobacillus brevis também se
encontrava de acordo com o descrito na literatura, demonstrando capacidade de
fermentar todos os agucares testados (35, 79, 80, 83, 84). O resultado positivo
para a galactose, lactose e manitol permitiu concluir que a estirpe utilizada nao
pertencia a variante lindneri (79).

A comparagdo dos resultados obtidos com os dados descritos na literatura,

relativamente ao Lactobacillus pentosus foi extremamente complicada, visto que a
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maioria da informacao disponivel refere-se a distingao entre este e o Lactobacillus
plantarum através da utilizagdo de kits ou métodos baseados na reacgao em
cadeia da polimerase (PCR) (85). Do perfii metabdlico observado para o
Lactobacillus pentosus, apenas foi possivel confirmar a fermentacdo da maltose,
lactose e sacarose de acordo com o que esta descrito (85). Por outro lado, o

resultado negativo da fermentacdo da glicose nao esta de acordo com o principio

de que todas as bactérias lacticas produzem acido lactico a partir de hexoses
(35).

O resultado negativo na pesquisa da desaminase dos aminoacidos
aromaticos Phe e Trp, nas estirpes estudadas indica que, provavelmente, o
catabolismo destes aminoacidos € iniciado por outra reac¢gdo, nomeadamente a
transaminagao. A transaminagao dos aminoacidos aromaticos é responsavel pela
producdo de indol piruvato, fenil piruvato e p-OH-fenil piruvato, a partir do Trp,
Phe e Tyr, respectivamente (31, 43, 47, 53). Posteriormente, o indol piruvato pode
ser descarboxilado em indol 3-acetaldeido, indol 3-aldeido ou escatol; o fenil
piruvato em fenilacetaldeido ou benzaldeido (se da descarboxilagao resultar a
remogao de 2 atomos de carbono); e o p-OH-fenil piruvato em p-OH-
fenilacetaldeido, OH-benzaldeido (se forem removidos 2 atomos de carbono) ou
p-cresol (31, 43, 47). Através de reacgbes de redugdo, o indol 3-acetaldeido é
transformado em triptofol, o fenilacetaldeido em feniletanol e o p-OH-
fenilacetaldeido em p-OH-feniletanol (31, 43, 47). Por reacgdes de oxidagéo, o
indol 3-acetaldeido é convertido em acido indol-3-acético, o fenilacetaldeido em
acido fenilacético e o p-OH-fenilacetaldeido em acido p-OH-fenilacético (31, 43,
47). No Lactococcus lactis e nos Lactobacillus, os a-cetoacidos podem ser

convertidos, alternativamente, em hidroxiacidos (53).
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No teste de descarboxilagdo de aminoacidos constatou-se que o
Lactococcus lactis possui descarboxilase da Arg e que todas as estirpes testadas
possuem descarboxilase da His. Ja foi demonstrado que os Lactobacillus séao
capazes de descarboxilar um ou mais aminoacidos e que o Lactobacillus brevis é
uma bactéria produtora de aminas (62). Porem, os resultados obtidos por
Leuschner et al (86) mostraram que Lacfobacillus brevis também apresentava
potencial para descarboxilar a Phe e a Tyr (uma observagao nao conclusiva neste
estudo), para além de registar produ¢ao de histamina a partir da His. Apesar do
teste ser qualitativo e nao quantitativo, a evidéncia da existéncia de
descarboxilases capazes de originar aminas biogénicas acarreta consigo algumas
preocupag¢des ao nivel da saude do consumidor. A presenca de histamina nos
alimentos ndo & necessariamente perigosa (64). Quando estdo presentes em
pequenas quantidades, sao facilmente toleradas, devido a existéncia, a nivel do
tracto intestinal, de um sistema de desintoxicacdo composto por uma diamina
oxidase e uma histamina N-metil transferase, que convertem a histamina em
produtos nao téxicos (64). Todavia, o metabolismo da histamina € inibido na
presenga de outras aminas (incluindo tiramina, triptamina, B-feniletilamina,
espermina e espermidina), originando casos de intoxicagdo (46, 63, 64). Depois
do peixe, o queijo & o alimento mais associado a intoxicagdes com histamina (62).
As aminas biogénicas formadas a partir da Arg podem ser transformadas em N-
nitrosaminas por acg¢ao do calor ou pela exposi¢do a nitritos em condi¢des
semelhantes as encontradas no estdmago (64). As N-nitrosaminas sao
carcinogénicas para varias espécies de animais e representam um perigo

potencial para os humanos (64).
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6 - Conclusoes

A analise global dos queijos modelos inoculados relativamente a evolugao
dos indices de maturacéo e de aminoacidos livres, e dos electroforetogramas
permitiu concluir que a utilizacdo da estirpe Lacfobacillus pentosus &€ a mais
vantajosa e que a associagdo das duas estirpes de Lacfobacillus se revelou
desfavoravel, estando evidenciados os seus efeitos antagonicos.

Contudo, € preciso ter em consideracao que o tempo de maturagao utilizado
pode nao ter sido suficiente para que as conclusdes, formadas a partir da
avaliagdo dos dados obtidos, sejam precisas e irrefutaveis. E vivamente
aconselhado o prolongamento deste estudo para tempos de maturagdo mais
préoximos da realidade do queijo Serra da Estrela para que sejam confirmadas as
tendéncias observadas.

A avaliagao preliminar do metabolismo de aminoacidos permitiu concluir que
o Lactococcus lactis possui descarboxilase da His e da Arg, e o Lactobacillus
brevis e o Lactobacillus pentosus possuem descarboxilase da His. Os resultados
obtidos alertam para a possibilidade de formag¢éo de aminas biogénicas. Todavia,
serdo necessarios estudos que permitam avaliar a actividade enzimatica das
descarboxilases e a formacgao (qualitativa e quantitativa) de aminas biogénicas em
sistemas modelo, de forma a saber se os niveis atingidos poderdo pér em causa a
saude dos consumidores.

Adicionalmente, sera necessario complementar os dados adquiridos sobre o
metabolismo proteico destas estirpes através de estudos que possibilitem avaliar
a actividade enzimatica das aminotransferases, desaminases e descarboxilases,

e a formacao de tidis e outros compostos do flavor. S6 assim se podera saber se
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estas estirpes possuem as caracteristicas necessarias a sua inclusdo numa
potencial cultura de arranque para a produgao de queijo Serra da Estrela.

Em conclusdo, as caracteristicas organolépticas Unicas do queijo Serra da
Estrela sdo responsaveis pelo seu estatuto de produto tradicional e pela sua
importéncia a nivel gastronémico. O seu valor nutricional é reconhecido do ponto
de vista do teor em proteinas, vitaminas e minerais, existindo no entanto a
necessidade de ponderagao de consumo pelo perfil lipidico que lhe é
caracteristico. Em situagbes mais especificas, como algumas patologias, o seu
consumo deve ser avaliado e ponderado caso a caso.

As informagbes obtidas no trabalho contribuem para um melhor
conhecimento das estirpes estudadas, necessario para se conseguir produzir um
queijo capaz de responder as exigéncias ao nivel da seguranca alimentar
mantendo a as caracteristicas organolépticas e nutricionais do produto original,
fornecendo também algumas linhas orientadoras para trabalhos a desenvolver no

futuro.
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at

Anexo |

Reagente de cloreto de ferro (FeCls) (100 ml):

Dissolveram-se 12 g de FeCl; em 94,6 ml de agua desionizada e
adicionaram-se lentamente 54 ml de HCI| concentrado (37%). Depois de

preparada, a solugdo foi armazenada no frigorifico (4°C).
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