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RESUMO

O queijo artesanal produzido na regido de Evora é um queijo curado, de
pasta dura ou semi-dura, fabricado com leite cri de ovelha, segundo técnicas
artesanais. E um queijo pequeno com cerca de 60 a 90 g de peso e forma
cilindrica achatada com cerca de 6 cm de didametro e 2 a 3 cm de altura, ou
com peso entre 120 a 200 g ou 200 a 300 g, com a mesma forma cilindrica
achatada mas didmetro maior sendo, entdo, designado por merendeira. A

época da sua produgéo inicia-se em Dezembro e decorre até Maio/Junho.

As analises microbiologicas realizadas ao leite destinado ao fabrico deste
queijo revelaram a presenca de elevados teores. microbianos,
nomeadamente enterobactérias e coliformes (entre 3 e 4,5 log ufc/mi).

O diferente comportamento dos varios grupos microbianos ao longo da
maturacado evidencia a existéncia de duas épocas de produgéo do queijo de
Evora. A populagéo lactica atinge, precocemente, valores mais elevados na
Primavera (8,92 log ufc/g aos 7 dias de maturagao), enquanto que no Inverno
os valores maximos sdo menores e atingidos apenas no final da maturagéo
(8,10 log ufc/g aos 60 dias). Também as enterobactérias e os coliformes
revelaram um comportamento diferente nas duas épocas de fabrico,
observando-se um decréscimo, ao longo da maturagio, que era mais
acentuado na época de Primavera que na época de Inverno. A populacéo de
leveduras, apresentando essencialmente actividade lipolitica, desempenha,
provavelmente, um papel importante na maturagdo do queijo, que em

condi¢cdes normais é caracterizada por uma intensa lipélise.

De entre as bactérias lacticas presentes neste queijo, os géneros
Enterococcus, Lactobacillus e Lactococcus, representados por estirpes que
revelaram caracteristicas proprias, constituem cerca de 95% da flora lactica
natural. Ent. faecium foi a espécie predominante, sendo também numerosa a

populacdo de Ent. faecalis e do complexo Ent hirae/Ent. durans. Lb.

Xi



paracasei subsp. paracasei, Lb. casei e Lc. lactis estao também presentes
em popula¢cdes numerosas, sendo o género Lactobacillus mais frequente no

final da maturagédo, ao contrario do que sucede com o género Lactococcus.

Nas amostras analisadas nao foram detectadas, entre outros microrganismos
indesejaveis, Listeria monocytogenes nem Salmonella spp. O estudo da sua
viabilidade ao longo da maturagdo indica que, provavelmente, as
caracteristicas fisico-quimicas do produto aliadas a actividade metabdlica da
populacéo lactica presente em nimeros elevados contribuem para o declinio
daqueles microrganismos, caso sejam submetidos as condigbes em que

normalmente decorre a maturagéo.

Entre os mecanismos antagonistas' desenvolvidos pelas espécies de
bactérias lacticas presentes no queijo, verificou-se que o efeito associado
das diversas substancias produzidas pelo metabolismo dessas bactérias
constitui o principal mecanismo inibitério. Também é expressiva actividade
inibitéria desenvolvida pela suspensdo bacteriana embora tenha sido
escassa a actividade inibitoria devida exclusivamente quer a producgédo de
acidos orgénicos quer a produgéo de peroxido de hidrogénio.

Xii
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CAPITULO |

PERSPECTIVA HISTORICA

Embora se assuma que o queijo é originario do Préximo-Oriente, ndo sdo
conhecidos nem o seu autor nem a data da sua criagdo. Contudo, a histéria
do queijo & frequentemente associada a histéria da domesticacdo dos
animais e da pecuaria e a descobertas tecnolégicas importantes feitas pelo

Homem.

Além da salga, da secagem, da fumagem, da conservacdo em azeite, da
transformagé@o em vinho etc., a transformacao do leite noutros produtos foi
das primeiras técnicas de conservagdao de alimentos descobertas pelo
Homem (Jay, 1991). Os principais constituintes do leite eram convertidos em
queijo, criando-se um novo alimento, de maior estabilidade de

armazenamento e facilidade de transporte (Fox, 1993).

Por volta do ano 5 000 a.C., o Homem dispunha dos elementos necessarios
a producéo de leite e ao fabrico de lacticinios - animais domesticados e potes
de ceramica. Foram encontrados, na Grécia e em Creta, coadores de
ceramica, remontando ao Neolitico e a Idade do Bronze, que provam que o
fabrico do queijo era ja conhecido nessas épocas (Brothwell e Brothwell,
1969). Ha 4 000 anos, os dinamarqueses eram ja grandes consumidores de

1



Perspectiva Histérica

leite. Nao fabricavam queijo, no sentido em que o entendemos hoje,
utilizando coagulante, mas sujeitavam o leite ao inicio de uma transformacao,
deixando-o fermentar. Igualmente, os povos de origem germanica que
inicialmente ocuparam a Holanda também conheciam o queijo na sua
concepgao mais simples: leite acido e queijo branco. Na Europa, os cinchos,
atestando indubitavelmente o fabrico de queijo, datam do ano 2 800 a.C. e
foram encontrados em Franga (Borgonha), Italia (Lombardia) e também na
Holanda, em vestigios de habitats pré-romanos (Nantet, 1994).

No Antigo Egipto, o queijo era um alimento digno de faraés, figurando entre
os ingredientes depositados nas suas tumbas. Na Grécia, era partilhado por
mortais e pelos deuses da Antiguidade, acreditando-se, hoje em dia, que o
fabrico do queijo Feta remonta a essa é'poca (Nantet, 1994).

Para os antigos Romanos, o queijo, além de constituir um alimento
quotidiano do povo, era utilizado com finalidades terapéuticas, recomendado
contra perturbag6es digestivas, frequentes entdo nesse povo. Da ragao
quotidiana dos legionarios romanos fazia parte o queijo, principalmente de
pasta dura, como o Parmeséo e o Pecorino, que se conservavam facilmente
e suportavam as grandes viagens a que deviam ser submetidos ao
atravessarem o extenso Império Romano. Este habito facilitou a divulgagédo
do consumo de queijo através do mundo entdo conhecido (Fox, 1993;
Nantet, 1994).

Os legionarios romanos desmobilizados, que ocuparam as terras
conquistadas, ensinaram as populagées locais que a melhor forma de
conservar o leite consistia em transforma-lo em queijo, particularmente de
pasta dura. Alguns povos adoptaram este tipo de pastas duras mas outros
mantiveram-se fiéis aos produtos frescos ou pouco curados (Gales, Escdcia,
Ilanda) (Nantet, 1994).

Em Portugal, a divulgacdo das técnicas de fabrico do queijo data da época
das invasGes e da ocupagdo da Peninsula pelos romanos. A partir dos

2



Perspectiva Histérica

Montes Herminios, onde adquiriram caracteristicas locais, estas técnicas
espalharam-se, através das migragées periddicas da transuméancia dos
efectivos, pelas regides de Castelo Branco e Alentejo (Antunes e Santos
1943). Contudo, também se suspeita que o fabrico do queijo Serpa tenha
sido iniciado no tempo em que 0s mouros ocuparam a regido, suportando tal
tese o facto de alguma da terminologia ligada ao maneio dos animais e ao
fabrico do queijo e ainda em uso na zona ser de origem arabe (Oliveira,
1994).

De facto, segundo o Conde de Ficalho (1979), o pastor alentejano, além de
utilizar para com os seus animais praticas de maneio muito semelhantes as
que eram utilizadas pelos arabes, inclui, no seu vocabulario, termos de
indiscutivel origem arabe. Entre outrbs, apenas referimos aqueles mais
directamente relacionados com o fabrico do queijo, como alavao, cuja origem
€ al-habban que significa leite e que € o nome dado ao rebanho que da leite:
“O rebanho comeg¢a a chamar-se alavdo no dia em que os borregos se
apartam e deixa de se chamar alavdo no dia em que a ordenha cessa”.
Almece &, segundo o mesmo autor, arabe puro, uma vez que chegou sem
alteragcdes a linguagem de hoje. Os arabes do Oriente e do deserto
chamavam al-mecl ao soro de leite, mas os do ocidente de Africa, com uma
pronuncia menos correcta, diziam al-meig.

Depois da queda do Império Romano (séc. V) e até ao séc. XIX,
estabeleceu-se uma economia fechada. Os estados feudais, como
comunidades fechadas que eram, foram obrigados a conservar o excesso de
alimento produzido no Veréo para utilizagdo no Inverno, sendo o queijo um

representante destes alimentos conservados (Fox, 1993).

No inicio da Idade Média, na Holanda, os queijos de pasta prensada do
género Gouda e Edam eram um elemento importante na economia do pais e
os impostos obtidos com a sua venda revertiam a favor das finangas locais
(Nantet, 1994).
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Na Idade Média, os principais agentes de divulgagéo das técnicas de fabrico
do queijo foram os monges que, da mesma forma que contribuiram para o
desenvolvimento da agricultura, também desempenharam um papel
importante no desenvolvimento e melhoramento de diferentes alimentos,
permitindo o aparecimento e divulgacao de muitas variedades de queijo (Fox,
1993). Pela aplicagdo de muitas técnicas de fabrico e regras de higiene aos
seus produtos, os mosteiros realizaram, sem o saberem, uma pratica de
denominacgéo controlada, construindo a sua reputagéo sobre a qualidade dos
produtos que vendiam ao exterior para assegurar a sua subsisténcia (Nantet,
1994).

Também nesta época, as migragdes dos povos pela Europa, nomeadamente
cruzados e outros peregrinos, permifiram a divulgagdo das técnicas de
fabrico do queijo (Fox, 1993). Albergando estes viajantes, os mosteiros
passaram a dar-lhes alimento, constituindo o queijo um alimento ideal para
esses fiéis (Nantet, 1994).

Segundo S. Bento, o queijo constituia o principal alimento da populagédo que
vivia nas montanhas dos arredores de Roma. Nas comunidades beneditinas,
onde o consumo de carne era proibido em favor do leite e seus derivados, os
lacticinios e os queijos, em particular, eram considerados como uma
alimentacgao ideal - frugal e energética. Além disso, os seus mosteiros foram
os inventores de alguns tipos de queijo: Maroilles, Munster, Port-Salut e
Saint-Nectaire (Nantet, 1994).

Desde ha varios séculos que varias personalidades histéricas tomaram
atitudes decisivas na Histoéria do queijo. Carlos Magno, grande apreciador de
queijo, tornou a capital da Europa Unida, Aix-la-Chapelle, na capital do
queijo. Valorizando os produtos do seu Império, legislou sobre um grande
namero de queijos conhecidos na época, elogiou o Brie e os de bolores azuis
e encorajou o fabrico do Comté. O rei Carlos VI protegeu o fabrico do
Roquefort desde 1411. O Imperador Carlos V (séc. XVI) reverenciava o Bleu
de Gex. No séc. XVI, em Inglaterra, Henrique VI, inicia a democratizagdo do
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queijo, devolvendo o seu fabrico aos agricultores, depois da confiscagao dos
bens da Igreja. A partir dai multiplicaram-se as variedades regionais. Luis XIV
concedeu cartas de nobreza ao Saint-Nectaire e ao Epoisses, que também
foi alvo de honrarias, mais tarde, pela parte de Napoledo |, outro grande
apreciador de queijo. Napoleédo Ill foi apreciador de Camembert, tornando-o
num grande sucesso embora a sua difusdo esteja, também, estreitamente
ligada ao desenvolvimento do caminho de ferro e a invengédo da caixa de
madeira (Nantet, 1994).

No territério portugués, as actividades artesanais (precursoras da industria)
desenvolveram-se tarde e, na Idade Média, a sua produgao era insignificante
quando comparada com a de outros estados europeus, tratando-se apenas
de pequenas unidades de cariz artesanal e doméstico orientadas para o
consumo local (Teixeira, 1994). Por outro lado, ndo parece que os
portugueses consumissem leite ou os seus derivados em quantidades
significativas, ndo sendo referido como alimento habitual nem como
complemento da alimentagdo dos adultos nem sequer das criangas. Os
produtos nacionais eram de fraca qualidade, havendo importagdo de
manteiga da Holanda e da Irlanda e de queijo da Holanda. O consumo de
queijo nacional devia estar limitado ao meio rural proximo da area de fabrico
e os queijos de ovelha nem sempre eram apreciados favoravelmente pelos
visitantes estrangeiros. Nos finais do séc. XVIIl, Link, nos relatos da sua
viagem a Portugal de 1797 a 1799, refere que o queijo fabricado proximo de
Serpa era geralmente de ma qualidade, ficando “muito melhor transformado
em creme doce, comido com vinho e agucar. Passa a chamar-se assim

» 4

requeijdo....”, mas elogia o queijo Serra da Estrela dizendo que “é muito

superior ao queijo de ovelha do Alentejo” (Veloso, 1992).

A divulgagao do queijo através do mundo resultou da colonizagdo da América
do Norte e do Sul, Oceania e Africa pelos colonos europeus que levaram
com eles os seus conhecimentos sobre o fabrico de queijo. As variedades
produzidas eram, principalmente, de origem europeia, modificadas, naiguns

casos, para satisfazer as necessidades locais (Fox, 1993).
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Por outro lado, na Europa, s6 depois da revolugéo dos transportes, € que o
comércio de produtos agricolas de base ganhou uma certa amplitude
(Malassis, 1993). A instalagao de uma rede ferroviaria foi, para o queijo, uma
verdadeira revolugéo, favorecendo a sua difusdo por todo o continente

europeu (Nantet, 1994).

Do ponto de vista alimentar, o periodo agro-industrial é marcado pelo
advento de uma nova agricultura, pelo papel crescente das ciéncias no
desenvolvimento agro-alimentar, pela generalizagdo da economia alimentar
mercantil e pela participagdo da industria no processo de produgéo agricola e

alimentar (Malassis, 1993).

O desenvolvimento cientifico modifica as bases da producdo agricola.
Comeca a haver experimentagido e o pensamento cientifico desenvolve-se
em trés campos privilegiados da agronomia: selecgdo, nutricdo e higiene das
espécies cultivadas e criadas (Malassis, 1993). Os estudos mais antigos a
propésito da industria queijeira foram feitos no séc. XVIlII por Parmentier e
Dejeux (Grande Enciclopédia Luso-Brasileira). No final do séc. XIX, os
trabalhos de Pasteur sobre os microrganismos tém aplicagdo pratica
(fermentagbes, pasteurizagdo, proteccdo sanitaria) (Malassis, 1993) e
Hammarstem estudou varios aspectos quimicos da tirotecnia (Grande

Enciclopédia Luso-Brasileira).

Com efeito, até muito recentemente, o fabrico de queijo permaneceu uma
arte em vez de uma ciéncia e, hoje em dia, com os conhecimentos em

quimica e microbiologia €& possivel controlar algumas das alteragbes

envolvidas no fabrico de queijo (Fox, 1993).

A revolugdo industrial origina a criagdo de empregos na cidade reduzindo,
consideravelmente, o nimero de agricultores e promovendo um crescimento
extraordinario dos complexos urbano-industriais. Com a reducdo da

populagdo agricola e o forte crescimento da populagdo urbana, a economia
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de subsisténcia familiar diminui e a economia alimentar mercantil progride.
Tornando-se predominante a partir do final da primeira metade do séc. XIX,
origina a comercializagdo e especializagdo da agricultura em grande escala
(Malassis, 1993).

Os desenvolvimentos cientifico e industrial determinam a passagem da
agricultura tradicional a agricultura mecanizada. A combinagdo industria-
-agricultura no processo de produgdo agricola origina um crescimento
fantastico da produtividade do trabalho agricola (Malassis, 1993).

A expansao comercial foi muito facilitada pela aplicagdo das descobertas
industriais aos transportes - maquina a vapor, multiplicagéo das vias férreas,
substituicdo da marinha a vela pela marinha a vapor e utilizagdo do frio. Com
o triunfo do liberalismo, o desenvolvimento dos impérios coloniais e a

expansao europeia no mundo aumentaram as transagdes (Malassis, 1993).

A Europa do séc. XIX foi o local de partida do movimento migratério de longo
curso mais importante que a histéria conheceu e que teve uma expanséo
grande na producédo dos paises jovens. Tal como ha uns séculos atras, os
emigrantes europeus fabricavam, nos paises de destino, produtos adaptados
as necessidades locais. Foi o que fizeram os imigrantes italianos que
chegaram a Argentina, adaptando os seus queijos preferidos e dando-lhes
nomes locais (por exemplo, o Parmesao foi rebaptizado de Trebolgiano). De
forma mais ou menos semelhante, ocorreu, nos Estados Unidos da América
do Norte e no Canada, a produgdo de Cheddar americano, com as
variedades Grafton Village, Cabot, Shelburon, e de Cheddar canadiano,
respectivamente. O Richelieu canadiano ndo é mais que o Bel Paese italiano,
0 mesmo acontecendo com alguns queijos gregos e até com o Serra, na
Australia (Nantet, 1994).

As importagbes europeias de produtos alimentares de base, provenientes do
mundo inteiro, conheceram um desenvolvimento espectacular (Malassis,
1993). Entre os produtos importados conta-se o queijo Cheddar que chegou
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a ser importado para Inglaterra, em 1900, do Canada (85 000 t) dos Estados
Unidos (32 000 t) e da Nova Zelandia (4 000 t)! (Nantet, 1994).

No contexto global da industrializacédo do séc. XIX, a transformacédo alimentar
também se industrializa. N. Appert, a partir do inicio do séc. XIX, aperfeigcoa a
conservacao de alimentos, por esterilizagdo. L. Pasteur confere uma base
cientifica a esta pratica e a pasteurizacao tem multiplas aplicagées. A criagao
da cadeia de frio altera as condi¢des de distribuicdo e consumo alimentar
(Malassis, 1993).

No séc. XX, com o desenvolvimento dos transportes ferroviarios e rodoviarios
e a utilizagdo da pasteurizagao, o agricultor passa a vender o leite em vez de
o transformar em queijo (Nantet, 1994). Contudo, segundo Rodrigues e
Sousa (1942) e Antunes e Santos (1943), na Serra da Estrela no inicio dos
anos 40, era raro o criador que vendia o leite em natureza, optando antes
pelo fabrico do queijo. Este fabrico ocupava a mulher na exploragao caseira
da queijaria, indGstria doméstica, permitindo-the realizar algum dinheiro numa
época do ano em que os produtos agricolas disponiveis para venda eram

€8Cassos.

Na Europa, a mecanizagdo, a fabricagdo em leitarias e a pasteurizagéo
produziram pastas mais estaveis, faceis de comercializar e, por isso, de
exportar, mas cujo gosto original foi banalizado. Este tipo de produgéo frava a
fabricacéo tradicional e artesanal. Na América do Norte, o desenvolvimento
dos supermercados provoca o desaparecimento de numerosos queijeiros
artesanais que ndo resistem a concorréncia da produgdo macica de queijos
industriais de leite pasteurizado, mas desprovidos de sabor (Nantet, 1994).

O periodo agro-industrial originou a formagido de um novo modelo de
consumo alimentar. O aumento da capacidade de consumo permitiu atingir o
consumo em massa, o qual permite a existéncia de grandes mercados de

géneros alimentares diversificados (Malassis, 1993).
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Este periodo foi ja atingido, e até ultrapassado, por muitos paises que
chegaram a “sociedade da saciedade alimentar média’, segundo a
designacao de Malassis (1993). Neste caso, o consumo calérico nao cresce
mas as despesas alimentares continuam a crescer devido as substituicbes
qualitativas (produtos originais substituem os produtos de qualidade corrente,

etc.).

No final desta evolugdo predomina, na sociedade agro-industrial, um modelo
de consumo alimentar, cujos tragos fundamentais podem ser resumidos
como sendo um modelo mercantil, uma vez que a economia alimentar esta
totalmente integrada na economia global e a adaptagao do modelo alimentar
depende ndo sé de regras nutricionais mas também dos mecanismos de
mercado e pregos relativos, tendo em conta o orgamento dos consumidores
(Malassis, 1993).

Com o desenvolvimento das fabricas de lacticinios, no inicio do séc. XX e
com o desaparecimento dos produtos artesanais, em consequéncia da
Segunda Guerra Mundial, alguns produtos tradicionais desapareceram, para
voltarem a aparecer alguns anos mais tarde, atingindo um numero
significativo nos anos 70/80 (Nantet, 1994).

Na Europa, a adopgéo de uma agricultura biolégica parece conveniente, quer
do ponto de vista ecolégico quer gastronémico ou econdmico. Exigindo
produtos de qualidade, o consumidor pode contribuir para o melhoramento
da sua alimentagdo e para a reconstitugdo de um verdadeiro meio rural
(Nantet, 1994).

Os produtos tradicionais identificam-se, muitas vezes, com as terras onde
sdo fabricados e traduzem a identidade das suas populagdes, constituindo
bens patrimoniais valiosos (Medeiros, 1994). As suas técnicas de fabrico
provém de praticas ancestrais empiricas, transmitidas ao longo de geracdes
sucessivas. Estes produtos podem contribuir para uma melhoria do
rendimento das populagdes que os fabricam e favorecer o desenvolvimento
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das regides onde se inserem, quer pela fixagdo das pessoas aos locais, quer
pela atracgdo, a essas zonas, dos apreciadores de tais produtos, que as

passam a visitar com o objectivo de os disfrutar.

A sua comercializagdo tera que se basear numa imagem de marca, em que a
principal ideia esteja ligada a “personalidade” dos mesmos, salvaguardando a
sua qualidade e tradicionalidade, tornando-os inconfundiveis em relagéo aos
produtos de consumo corrente, massificados e descaracterizados (Oliveira,

1994).
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Provavelmente, a producdo dos primeiros produtos lacteos fermentados
resultou de uma combinacgéo fortuita de acontecimentos. Sendo o leite uma
fonte de nutrientes utilizada pelas bactérias que o contaminam, algumas
espécies, utilizando a lactose como fonte de energia, produzem &acido lactico
como produto final. Este, ao atingir uma determinada quantidade, tem a
capacidade de coagular as proteinas do leite formando um gel que aprisiona
a gordura. Quando este gel se parte, separam-se o0 soro e a coalhada. O
primeiro pode constituir uma bebida agradavel e refrescante, enquanto a
segunda pode ser consumida fresca ou armazenada para um consumo mais
tardio, tendo-se verificado que a sua durabilidade seria maior se submetida a

desidratacao ou adigéo de sal (Fox, 1993).

Conta a tradigdo que um pastor, quando regressou a sua caverna, onde tinha
deixado, cheio de leite, um odre feito do estbmago de um animal, querendo
verté-lo, ndo conseguiu, saindo apenas um liquido aguado e ficando a
chocalhar dentro uma massa estranha que ndo corria para o exterior.
Cortando o odre com uma faca, provou o seu conteido tendo ficado
agradavelmente surpreendido com o seu sabor, o que o levou a tentar repetir
a proeza. Este pastor tera sido o primeiro homem a conhecer o queijo.

A manteiga tera resultado do simples transporte do leite, em recipientes, de

um lugar para outro (Brothwell e Brothwell, 1969).

Foi, portanto, desde cedo, reconhecido que o leite armazenado em sacos
feitos com estdbmago de animais podia sofrer coagulacdo devido a extracgéo
de enzimas coagulantes do tecido do estdmago destes animais e, embora
estes agentes coagulantes tenham sido os primeiros a ser usados, os
coagulantes de origem vegetal (figueira e cardo) ja eram conhecidos no

tempo dos romanos (Fox, 1993).
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Tanto na mitologia como na pintura, escultura e na literatura classica
abundam as representagdes e citagdes em que é exaltado o papel atribuido
aos animais produtores de leite e aos lacticinios, nomeadamente ao queijo,

associando-o a alimento de deuses e herois.

Espalhados pela Europa e pelos locais onde floresciam as antigas
civilizagbes (Tunisia, Egipto, Mesopotamia, Turquia) encontram-se frescos,
iluminuras, manuscritos, gravuras, mosaicos bizantinos, baixos-relevos,
esculturas, postais, paineis, etc. mostrando cenas rurais do maneio dos
rebanhos, pormenores do fabrico, da exposi¢do, da venda e do consumo de

produtos lacteos.

No Antigo Testamento, a Terra Prometida & frequentemente referida como a
“terra onde corre o leite e o mel” (Exodo, 3:17, 13:5, 33:3; Levitico, 20:24;
Numeros, 14:8, 16:13-14; Deuteronémio, 6:3, 11:9, 26:15, 31:20; Josué, 5:6;
Jeremias, 11:5, 32:22; Ezequiel, 20:6, 20:15) e quase todas as referéncias
feitas ao leite e aos seus derivados mencionam-nos favoravelmente,

considerando-os como produtos utilizados como oferendas e prémios.

O fabrico, o valor nutritivo e a utilizacdo culinaria do queijo sao também
referidos na obra de varios escritores da Antiguidade Classica. Varro, na obra
Libri Rerum Rusticarum comenta o valor nutritivo de queijos feitos a partir de
leite de diferentes espécies e com diferentes tipos de pasta. Plinio (séc. |
d.C.) na sua “Histéria Natural’ faz um elogio as pastas prensadas e duras da
peninsula italiana, j& com séculos de histéria e exaltou o caseus helveticus,
um queijo de pasta dura existente nos Alpes com caracteristicas muito
semelhantes as do actual Sbrinz. Columela, autor que também viveu no séc.
I d.C., no seu tratado de agricultura De Re Rustica, faz descrigdes mais ou
menos precisas sobre o fabrico do queijo e, refere-se, concretamente, ao
Caciocavallo (Fox, 1993; Nantet, 1994).

Homero, na Odisseia descreve, com alguma precisao, a vida dos pastores de

entdo e o seu modo de utilizar o leite, quer para a fabricagao de queijos, quer
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para a sua alimentacdo e a dos animais jovens (Canto IX - Relatos de
Ulisses: Cicones - Lot6fagos - Ciclopes). O mesmo autor, na lliada (Canto XI)
também refere a oferta de queijo de cabra aos combatentes do cerco de
Troia: “Nesta taga, a mulher semelhante as deusas misturou vinho de
Pramno; ela ralou |a para dentro queijo de cabra com um ralador de bronze”.

Virgilio nas Gedrgicas, auténtico Tratado de Agricultura, refere o fabrico de
queijos frescos e curados a partir de leite de ovelhas alimentadas com ervas
previamente salgadas de modo a que produzam mais leite e que este revele

um leve sabor a sal (Livro Ill).

Mais tarde, Miguel de Cervantes em “D. Quixote de la Mancha” designa o
queijo como um “alimento rustico”, indicado para ser consumido por
cavaleiros andantes, quando Sancho Panga, descrevendo o que traz no seu
alforge, refere “uma cebola, um pedago de queijo e ndo sei quantos
motrecos de p&ao”, ndo os considerando “manjares proprios para tdao valente
cavaleiro” como D. Quixote. E também p&o e queijo que Sancho oferece, da
sua sacola, a André, o criado injusticado, quando este os encontra pela
segunda vez e quer partir para Sevilha. Quando leva noticias do seu amo a
Dulcineia, esta presenteia Sancho Panga com queijo de ovelha, tratando-se,
provavelmente, do tdo famoso queijo Manchego. Ao terminar a histéria de
Leandra, o cabreiro oferece, a D. Quixote e aos que o acompanham, a sua

“chocga’”, onde tem “fresco leite e saborosissimo queijo”.

Séo também feitas citacbes em obras de La Fontaine. Por exemplo em “O
rato que se retirou do mundo”, o rato “cansado das lidas ca do Mundo” foi
abrigar-se num queijo de Holanda gozando da sua felicidade “longe do
bulicio”.

Daniel Defoe, autor de Robinson Crusoé, recorda, nas suas memorias, a vila

de Stilton, atribuindo a sua fama ao queijo ai produzido, o Stilton,
considerado o rei dos queijos ingleses.
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Na literatura portuguesa, Ramalho Ortigdo em “Holanda” descreve com certo
pormenor as casas da aldeia de Broek, onde todos os habitantes se
empregam na fabricagdo dos famosos queijos Edam, referindo que “para
cada habitagéo, um curral € uma queijeira”. Minuciosamente, relata o interior
das queijeiras, com os instrumentos e utensilios utilizados na fabricagéo do
queijo e, reportando-se a quantidade de lacticinios produzidos por este pais,
diz “manteiga para cobrir todo o pdo com que almoga a Europa, queijo para
dar sobremesa a todo o Mundo”. Mais adiante, percorre a feira semanal dos
queijos, em Alkmaar, onde sdo transaccionadas algumas variedades de
queijo como o Edam, o Leida, o Heerenvem e os de ovelha da ilha de Texel,
narrando a forma como se faz o negdcio, o acordo de pregos, a pesagem e o

embarque dos produtos negociados.

Ao queijo estdo associadas varias lendas que favorecem e exaltam o seu
valor. Ha varios séculos atras, eram frequentemente utilizados como forma
de pagamento de rendas ou dizimos (Nantet, 1994) e, mais recentemente,
em Portugal (Alentejo), faziam parte do salario de alguns trabalhadores rurais
e constituiam um dos alimentos base do rural alentejano (Picao, 1947).

Picao (1947) no livro “Através dos Campos” relatando os usos e costumes
agricolas alentejanos, conta que, durante todo o ano, o queijo estava
presente na merenda ou na ceia e, por vezes, também, no jantar de todo o
pessoal. Mesmo em dias de jejum, era um alimento importante, por vezes de
recurso: “Em dias de jejum alguns comiam as escondidas p&o e queijo, de
que se muniam sorrateiramente na ceia anterior’, e também nestes dias
aparecia “em vez da habitual merenda de pao e queijo, um farto jantar de
feijao branco ou amarelo, muito bem condimentado, frutas e queijo grande de
ovelhas”. Este era designado por “queijo bravo” pois, devido a sua qualidade
superior, raramente estava ao alcance dos empregados. O queijo fazia
também parte da alimentagdo dos “ratinhos” que “forravam-no todo, para

mimosearem as familias”.
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Segundo Nantet (1994), o queijo, por vezes, estd também associado a

alguns rituais:

Ja anteriormente empregado com finalidades terapéuticas pelos romanos, na
Idade Média acreditava-se que o consumo de queijo e peixe conferia maior
resisténcia a peste. Segundo os antigos mineiros da regidao de Cardiff, o
Caherphilly combatia eficazmente as consequéncias da inalagdo de
substancias téxicas. Ao Sbrinz era-lhe atribuida capacidade para aliviar

problemas de estémago.

Na Suécia, o prastost - queijo do padre - é confeccionado com leite oferecido
pelos paroquianos. A sua espessura € variavel com a quantidade de leite

utilizada a qual, por sua vez, mede a generosidade dos paroquianos.

Os monges da Abadia Abondance forneciam o seu queijo aos cardeais,
reunidos em Avignon, para eleger o papa. Estando bem alimentados,
demoravam muito tempo a decidir-se, pelo que a ragdo ia sendo reduzida até

que, ao 8° dia, estavam a pao e agual

A propésito do queijo Reblochon, no séc. XV, os camponeses ofereciam aos
monges cartuxos, em reconhecimento das suas bengaos, pequenos queijos
que davam pelo nome de “queijos de devogdo”. Actualmente, este nome
deriva do facto de que quando os camponeses pastoreavam os seus
rebanhos em terras de outrém, deviam pagar em queijos, cujo peso era
proporcional a quantidade de leite produzido pelas suas vacas. No dia da
pesagem, faziam a ordenha incompleta e ficavam com o leite que sobrava

para fazerem o seu queijo.

Um jovem pastor deteve-se a entrada de uma gruta para almocar leite
coalhado e p&o escuro, deixando as suas ovelhas a pastar. Ao ver a sua
namorada passar, largou a refeigdo e seguiu-a. Mais tarde, quando voltou ao
local, atacado de uma fome subita, comeu a fatia de pao abandonada e ficou
surpreendido com o seu delicioso sabor. Olhando melhor, observou que o
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queijo estava salpicado com pequenas manchas azuladas. Foi o inventor do

queijo Roquefort.

Hoje em dia, o leite e os produtos lacteos sdo considerados indispensaveis
na constituicdo de uma dieta racional. Devido a sua composi¢do equilibrada,
(Quadro I-1) ao seu elevado valor nutritivo e alta digestibilidade séo
considerados como alimentos completos, sendo o leite o primeiro e Unico

alimento consumido nos primeiros tempos de vida dos mamiferos.

A gordura do leite € considerada a mais digestivel e a mais faciimente
absorvida de entre as varias gorduras dietéticas, devido, principalmente, ao
seu estado de dispersdo e ao conteudo relativamente alto em acidos gordos
de cadeia curta e média. O leite & uma fonte importante de proteinas de
elevada digestibilidade e de alto valor biolégico, ricas em amino-acidos
essenciais e sulfurados, que aumentam, consideraveimente, o valor
nutricional de uma dieta quando associadas a outras proteinas. A lactose,
n&o sendo hidrolisada no estdmago, chega ao intestino onde é desdobrada
em glucose e galactose, constituindo um bom substrato para a flora
microbiana. O acido lactico, resultante da utilizagdo da lactose por esta flora,
facilita a absor¢ao dos sais de calcio, a0 aumentar a sua solubilidade, e inibe
o crescimento de microrganismos indesejaveis, nomeadamente proteoliticos
e putrefactivos (Renner, 1988)

O leite dispbe também de um elevado conteido em minerais e
microelementos, nomeadamente calcio e fésforo e iodo, zinco, cobalto,
cromio e niquel. A proporcdo Ca/P 1:1 é equilibrada, em termos de
necessidades alimentares do Homem, assegurando um adequado
fornecimento de calcio qualquer que seja a faixa etaria considerada. Constitui
também uma importante fonte de vitaminas, nomeadamente do grupo B,
contendo também quantidades razodveis de vitamina A, C e E (Renner,

1988).
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QUADRO I-1 - Composi¢cdo Quimica Média do Leite Proveniente de Algumas Espécies
Produtoras Mais Comummente Utilizadas na Alimentagdo Humana. (g/100g ou
g/100ml).(Adaptado de Edelsten, 1988; Giesecke, 1983).

Espécies Agua So6l.Totais Gord. ProtTotal Caseina Lactose Min.

Vaca 87.5 12.5 3.8 3.3 2.7 47 0.7
Ovelha 80.7 19.3 74 5.5 46 4.8 1.0
Cabra 856.2 14.8 5.6 3.8 3.1 4.8 0.7

S6l. Totais - Solidos Totais; Gord. Gordura; Prot.Total - Proteina Total; Min.- Minerais.

Tem sido isolados do leite varios componentes bioactivos como a
lactoferrina, uma glicoproteina fixadora do ferro possuindo propriedades
antimicrobianas de largo espectro (Tomita, 1994). Estas propriedades
provém, essencialmente, de efeitos bacteriostaticos, uma vez que, tendo
capacidade de se ligar ao ferro, esta proteina torna-o indisponivel para o
crescimento de muitos microrganismos. Do ponto de vista nutricional, embora
a sua composicdo em amino-acidos possa indicar que € uma proteina de alto
valor biolégico, duvida-se que se possa considerar a lactoferrina como uma
fonte de amino-acidos dietética, uma vez que & resistente a enzimas
proteoliticos e, portanto, ndo digerida no tracto gastrintestinal. Contudo, esta
caracteristica torna-a interessante pelo papel que desempenha na
biodisponibilidade do ferro presente no leite, funcionando como
transportadora deste elemento e, em casos de deficiéncia dietética, como
reguladora do seu metabolismo (Hambraeus e Lénnerdal, 1994).

O Sistema Lactoperoxidase-Tiocianato-Peréxido de Hidrogénio (SLP), outro
agente antimicrobiano presente no leite, cataliza a peroxidagdo do ido
tiocianato (SCN") produzindo o anido hipotiocianito (OSCN’) que, ndo sendo
toxico para as células dos mamiferos, pode ter um efeito bactericida ou
bacteriostatico para muitas espécies microbianas (Pruitt e Kamau, 1994).
Admite-se que exerca uma acgao bactericida face a grande niimero de
espécies responsaveis pela deterioragdo do leite como bacilos Gram
negativos (Enterobacteriaceae e Campylobacter jejuni)y e uma acgéo
bacteriostatica em relagao a bactérias lacticas e Bacillus cereus enquanto o
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efeito sobre Listeria monocytogenes é variavel com a estirpe considerada
(Stadhouders e Beumen, 1994).

A lisozima desempenha também um papel antimicrobiano, especialmente em
relagdo as bactérias Gram positivas, hidrolizando as liga¢des glicosidicas do
peptidoglicano da parede celular (Mikelsaar e M&ndar, 1993; Frank e Hassan,
1998).

A transformacgéo do leite em queijo altera levemente o valor biolégico das
proteinas, uma vez que a maioria das proteinas presentes no soro, néo
estara presente no queijo. Contudo, a digestibilidade da proteina do queijo
esta aumentada, uma vez que a protedlise que ocorre durante a maturagéo
torna disponiveis proteoses, peptonas, polipéptidos, péptidos e amino-acidos
a utilizar posteriormente pelo organismo. O queijo é também um produto com
elevado contetiddo em Ca e P, bem como em vitaminas, apesar de uma parte
significativa ser eliminada com o soro. De salientar que os queijos curados
com bolores sdo muito mais ricos em vitaminas do grupo B que os outros,
uma vez que estes organismos tem a capacidade de as sintetizar (Renner,
1988). (Quadro 1-2).

QUADRO I-2 - Composicdo Quimica Média de Diferentes Variedades de Queijo Fabricadas a
Partir de Leite de Vaca, Ovelha e Cabra, Respectivamente (g/100g). (Adaptado de Marcos et
al., 1985).

Variedade Humidade S6l.Totais Gord. Prot.Total Ac.Lact. Min.

Edam 40,3 59,7 30,3 22,8 0,9 4,7
Manchego 37,5 62,5 33,6 23,0 1,8 4,6
Majorero 453 54,6 23,4 252 1,8 50

S6l.Totais - Sélidos Totais; Gord. - Gordura; Prot.Total - Proteina Total; Ac.L4ct. - Acido
Lactico; Min. - Minerais.

Internacionalmente, segundo a convengéo de Stresa do inicio dos anos 50, o
queijo € o produto fermentado ou nao, obtido por esgotamento, apds

coagulacao do leite, da nata, do leite parcial ou totalmente desnatado ou da
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sua mistura, assim como o produto obtido pela concentragdo parcial do
lactosoro (ou do soro de leite coalhado) com exclusdo, em todos os casos,

de qualquer adicdao de matéria gorda estranha ao leite (Nantet, 1994).

De uma forma generalizada, podemos dizer que o fabrico do queijo
compreende a fase de manufactura, em que se realizam, durante cerca de
24 horas, uma série de operagdes cujos passos basicos sao a acidificagao, a
coagulacdo, a desidratagcdo (ou o conjunto das varias operagdes que
contribuem para a sinerese do gel), a enformagem ou a moldagem e a salga.
No caso dos queijos frescos, o seu fabrico fica-se por aqui, mas os queijos
curados sujeitam-se ainda a uma fase de maturagdo de duragéo variavel
(Fox, 1993).

E assim que, a partir da mesma matéria-prima - o leite -, se pode obter uma
enorme variedade de queijos resultante das possiveis combinagbes dos

varios processos que levam a sua fabricagdo (Linden e Chamba, 1994).

A espécie animal produtora de leite, bem como a regido que habita e o
sistema de exploragdo a que estd submetida sédo factores que podem ter
influéncia no tipo de queijo.

De uma maneira geral, podemos dizer que o queijo pode ser fabricado com o
leite de quase todas as espécies animais produtoras, dependendo a sua
utilizacdo dos costumes de cada regido e também das suas condigdes
naturais. Assim, nas regibes mais ricas da Europa do Norte e Central
predominam os queijos fabricados com leite de vaca, havendo algumas
especialidades fabricadas com leite de rena, na Finlandia (o llves) e na
Suécia (o Lapparnas renost); na Europa do Sul, Mediterraneo e em alguns
paises do Norte de Africa e Asia, utiliza-se, com mais frequéncia, o leite
fornecido por ovinos e caprinos e, pontualmente nestas duas tltimas regides,
leite de camela, égua e iaque (Tibete). Excepcdo é o célebre Mozzarella
italiano feito com leite de bufala. Segundo Castro (1989), a Italia, a Franca e
a Grécia sdo os Unicos paises do mundo, excluindo alguns paises de leste,
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em que a produgéo ovina esta principalmente voltada para a producdo de
leite, sendo quase totalmente transformado em queijo (apenas 10% é usado
como leite fresco). Nas Américas e Oceania, onde grande parte da técnica de
fabrico dos queijos foi importada da Europa, a maioria dos queijos é feita a
partir de leite de vaca e, por vezes, de ovelha e cabra.

A coagulagdo do leite também é importante para as caracteristicas do
produto final podendo resultar, apenas, de uma acidificagdo ou utilizar
agentes coagulantes, quer de origem animal, como os enzimas digestivos do
vitelo, cabrito ou borrego, quer vegetais como a flor do cardo ou a seiva da
figueira, entre outros. Também podem ser adicionados diversos aditivos
como o sal, especiarias e ervas aromaticas (pimenta, cravinho, cominhos,
tomilho, paprika, grdos de sésamo, aniz, salva), que irdo condimentar a
massa do queijo. E nesta fase que & incorporado um ovo quando se fabrica o
lives.

A forma como se inicia a desidratago, ou seja, como a coalhada obtida é
trabalhada, também é outro factor que interfere no tipo de queijo que esta a
ser produzido. Ela pode ser cortada em pedagos de tamanhos variados, com
faca, lira, grade ou outro dispositivo semelhante, mais ou menos esmiugada
a mao, apertada, comprimida, prensada durante um periodo de tempo
variavel, aquecida ou simplesmente sujeita a um dessoramento espontéaneo.
Pode ser moldada nas mais variadas formas desde os vulgares cilindros mais
ou menos altos, esferas, prismas, até outras formas mais originais, cénicas,
piramidais ou tronculares, em forma de pera (o Caciocavallo) ou em tranga (o
Halloumi). Podem, ainda, ser submetidos a operagdes particulares que lhe
dao caracteristicas unicas: a grelhadura a chama, a que é sujeito o
Juustoleipa, antes da maturagéo; a inoculagio de fungos na pasta efou na
casca de varios queijos com bolores; o aquecimento a que é submetida a

coalhada destinada ao fabrico dos queijos de “pasta filata”.

A duragdo da cura e as condigcbes em que ira decorrer sdo outros factores de
indiscutivel influéncia, podendo ser de alguns dias (apenas 10 dias para o
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Neufchatel) até anos (2 anos para o Cheddar). Durante este periodo, as
condi¢gbes de temperatura, humidade e ventilagdo e as manipulagbes a que
0os queijos estdo sujeitos sdo muito diferentes, recebendo uns a sua
influéncia directa enquanto outros sdo mantidos em salmoura, fumados ou
impregnados com vinho, aguardente, cidra ou azeite, aromatizados ou nao
com ervas e especiarias. Posteriormente, podem criar a sua crosta natural ou
ser envolvidos em cera, parafina, tecido, papel, palha perfumada com
genebra ou aguardente, folhas de castanheiro, de platano ou de vinha,

envolvidos em cinza ou acomodados em caixas de lascas de madeira.

E assim que podemos dispor de queijos tdo diferentes como os frescos e os
curados, uns com escassas centenas de gramas e outros com mais de 100

Kg de peso e com os mais variados aspectos, texturas e sabores.

Em Portugal, dado o caracter predominantemente mediterranico do seu clima
(Brito e Baptista, 1994), os ovinos dominam na area de cultura extensiva do
trigo a que estdo economicamente associados, e, de um modo geral, nas
regides orientais onde a humidade é mais baixa, ou seja, predominam para o
Sul e Leste do pais (Ribeiro, 1986). O fabrico de queijo faz-se,
principalmente, a partir de leite de ovelha, fazendo jus ao adagio popular
“leite de cabra, manteiga de vaca e queijo de ovelha”.

Como referiu Castro (1989) em relagao a ltalia, Franga e Grécia, também em
Portugal as areas utilizadas para pastoreio de ovinos sdo areas dificeis,
marginais € sem grandes alternativas de produgéo.

Existe uma ampla variedade de queijos de ovelha tipica e genuinamente
nacionais, sem semelhanga com qualquer tipo estrangeiro, de o6ptimas
caracteristicas e, por isso, muito afamados e apreciados pelos melhores

provadores de queijo do mundo (Sa e Barbosa, 1984).

No territério continental, os que gozam do estatuto de denominagédo de
origem, cuja utilizagéo foi permitida pelo Decreto-Lei n° 146/84 de 9 de Maio,
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sdo o Serra da Estrela (Decreto-Regulamentar n°® 42/85 de 5 de Julho), o
Azeitao (Decreto-Regulamentar n°® 49/86 de 2 de Outubro), o Serpa (Decreto
-Regulamentar n°39/87 de 29 de Junho), os queijos da Beira Baixa que
incluem sob esta denominagéo o Castelo Branco, o Picante da Beira Baixa e
o Amarelo da Beira Baixa (Decreto-Regulamentar n® 22/88 de 25 de Maio), o
Nisa (Decreto-Regulamentar n® 6/93 de 16 de Margo), o Rabagal (Despacho
n® 12/94 de 26 de Janeiro), o Terrincho (Despacho n° 16/94 de 26 de
Janeiro), o Cabra Serrano Transmontano (Despacho n° 20/94 de 31 de
Janeiro) e o Evora (Despacho n° 29/94 de 4 de Fevereiro). Menos
conhecidos, mas também importantes para a economia das regides onde s&o

produzidos, existem ainda o Tomar, o Saloio, o Alverca e o Alcobaca.

No Alentejo, a produgéo ovina, principalmente submetida ao pastoreio
extensivo e utilizando alojamentos rudimentares ou nem isso, depende em
grande medida das condicdes climaticas. A ordenha quando se pratica é

frequentemente manual, duas vezes por dia, e o leite ndo é arrefecido.

Segundo Silva (1994), em 1990, existiam, no distrito de Evora, oitenta e uma
queijarias que produziam queijo de ovelha. Este produto era confeccionado
com leite de ovelha, principalmente das ragas Merina Regional e Cruzada,
sendo a maior parte do leite utilizado (65,8%) comprado pelos
transformadores, cuja maioria (68,9%) desconhecia o estatuto sanitario dos
rebanhos produtores. O inicio da produgdo de queijo para a maior parte dos
queijeiros ocorria entre Fevereiro e Abril, tendo sido considerado, por 43,4%
deles, que a melhor época de fabrico € o més de Abril.

O leite destinado ao fabrico de queijo, nesta regido, normalmente, ndo sofre
refrigeracdo durante o transporte (95,9%), e é sujeito a aquecimento (ndo
fervura) até uma temperatura variavel, conforme a temperatura ambiente, de
modo a prevenir uma descida de temperatura mais ou menos rapida durante
a época fria. Em seguida, o leite é filtrado, quer através da “coadora”, sistema
tradicional constituido por uma armagéo em madeira com quatro pernas onde

se prendem horizontal e paralelamente varios panos (cerca de seis), como
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FOTO I-1 - “Coadora”. Dispositivo Utilizado para a Filtragdo do Leite na Queijaria.

mostra a Foto I-1, quer na “boca do asado”, isto &, através de panos
colocados na abertura superior do recipiente de barro ou lata, com asas, em
que se encontra o leite. O unico aditivo utilizado antes da coagulagéo é o sal,
que normalmente é colocado no primeiro pano da “coadora”, em quantidades
variaveis, de 1 a 10 gramas para a maioria dos queijeiros, mas também de
21 a 30 gramas, para outra parte também importante. O agente coagulante

mais utilizado é de origem animal (industrial), sendo o coagulante vegetal
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(cardo - Cynara cardunculus L.) (Foto |-2) apenas utilizado por 11% dos
inquiridos. A temperatura do leite, quando lhe é adicionado o agente
coagulante, é controlada, empiricamente, tal como a temperatura a que €
mantido durante a coagulagdo. Neste periodo, por vezes, apenas se evita a

perda de calor.

FOTO I-2 - Flor de Cardo.

Segue-se um esmiugamento mediano da massa da coalhada, com as maos,
até se obter uma massa mais ou menos homogénea, que nao contenha
pedacos que nio passem por entre os dedos abertos dos queijeiros. Na
maior parte das queijarias, ndo se provoca o dessoramento, para além do
que ocorre, naturalmente, na massa esmiugada, enquanto se vai
encinchando (54%) e calcando a do préximo cincho (35,6%) (Foto I-3).
Segue-se a salga feita, pela maioria dos queijeiros, apenas nos topos dos
queijos, e a prensagem que pode durar 12 a 24 h ou 24 a 36 h, tal como o
desencinchamento que é feito 12 a 24 h ou 24 a 48 h apds o fabrico (Silva,
1994).
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FOTO I-3 - Esmiucamento da Massa da Coalhada e Encinchamento.

FOTO I-4 - Salga do Queijo.
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A duracdo da cura varia de 40 a 80 dias, conforme o clima, sendo mais
frequente de 60 a 45 dias, considerando-se os 30 dias suficientes para os
queijos de meia-cura. As condicbes ambientais de cura, tais como a
temperatura, a humidade e a circulagdo de ar s&o consideradas importantes
pela maioria dos produtores de queijo, mas apenas s&o controladas
empiricamente. Parte dos queijeiros voltam o queijo apenas uma vez por dia,
mas outros viram-no duas vezes por dia, de inicio, e, depois, apenas uma
vez por dia. A maior parte dos produtores apenas os limpa no final da cura
(Silva, 1994).

Obtém-se, assim, um queijo cilindrico, baixo, regular com um ligeiro
abaulamento lateral sem bordos perfeitamente definidos mas, por vezes,
bem definidos e com as faces superior e inferior rectas ou com um ligeiro
abaulamento. Tem 5 a 7 cm de diametro, 1,5 a 3 cm de altura e peso de
cerca de 70 a 100 g. (Foto I-5).

FOTO I-5 - Queijos Produzidos Artesanalmente na Regi&o de Evora.
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A crosta é dura ou semi-dura, bem formada, inteira, fina, lisa ou ligeiramente
rugosa com ligeira ondulagéo, de cor amarelo palha claro a amarelo torrado.
Quanto a pasta, é ligada, untuosa com alguns olhos e pontos de gordura,
sem separacéo abrupta da casca, de cor branco marfim a amarelada. A sua
consisténcia é semi-dura, com corte semi-duro e perfeito e zona de corte
regular sem esboroamento, ou dura com corte duro e zona de corte com

esboroamento (Silva, 1994).

Ou nas palavras de Rosa-Limpo et al. (1997) sdo “deliciosos queijinhos entre
125 e 150 g conhecidos por “merendeiras de Evora” ou “queijinhos do
Alentejo”. Em estando curados com a casca amarelada e a alva, salgada,
picante e aromatica massa a estalar em falhas sob a faca, constituem uma
guloseima de primeira grandeza para os amadores de queijos, com aroma

penetrante e sabor intenso”.

Considerando a ocorréncia de miltiplas actividades pouco esclarecidas e até
desconhecidas, controladas apenas empiricamente, durante o fabrico
tradicional deste produto ndo devemos esquecer que a sua qualidade resuita,
em grande parte, daquilo que desde ha longo tempo se designa por “arte de
queijar’ e que em muito se parece com uma verdadeira alquimia.
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CAPIiTULO I

MICROBIOLOGIA DO LEITE

Quando secretado pela glandula mamaria saudavel, o leite ndo contém
microrganismos. No entanto, os que estdo presentes no teto sobem pelo
canal do teto e, portanto, mesmo o leite colhido assepticamente contém um
pequeno niimero de microrganismos, especialmente bactérias, em resultado
da contarhinag:éo dos ductos e cisterna do leite. Em condi¢des normais, o
leite esta sujeito a contaminagdo proveniente quer da pratica da ordenha
quer do equipamento utilizado na sua recolha e transporte (Christiansen e
Overby, 1988; Monsallier, 1994; Richard e Desmazeaud, 1997; Ledford,
1998).

A flora dominante do leite convenientemente manipulado e armazenado é
constituida essencialmente por microrganismos Gram positivos, entre eles as-
bactérias lacticas, os micrococos, os estafilococos e os estreptococos. Estao
presentes também  bactérias Gram negativas, nomeadamente
enterobactérias e coliformes, alguns psicrotréficos quer Gram positivos
(Arthrobacter spp., Bacillus spp., Clostridium spp.), quer Gram negativos
(Pseudomonas spp., Alcaligenes spp., Acinetobacter spp.) e, também um
pequeno nuimero de leveduras e bolores (Bertrand, 1988; Christiansen e
Overby, 1988; Jay, 1992; Richard e Desmazeaud, 1997).
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Segundo o “Regulamento das Normas Sanitarias Aplicaveis a Colocagdo no
Mercado de Leite Cru, de Leite de Consumo Tratado Térmicamente, de Leite
Destinado a Transformacgdo e de Produtos a Base de Leite, Destinados ao
Consumo Humano”, aprovado pela Portaria n°® 533/93 de 23 de Maio que
transpbe para a legislagao nacional a Directiva Comunitaria 92/46 CEE do
Conselho, de 16 de Junho e alterada pelas Portarias n°s 1068/95 de 30 de
Agosto e 56/96 de 22 de Fevereiro, no leite de ovelha e cabra destinado ao
fabrico de produtos com leite cri cujo processo de fabrico ndo inclua
qualquer tratamento térmico, o teor de germes a 30°C deve ser < 500 000 por
mililitro, sendo este valor obtido a partir da média geométrica verificada

durante um periodo de dois meses com pelo menos duas colheitas por més.

Devido as caracteristicas distintas dosvvérios grupos microbianos presentes
no leite e as relagbes que estabelecem entre si e que podem influenciar o
seu desenvolvimento, a contaminacdo deste produto ndo deve ser apenas
apreciada em relagdo ao numero total de bactérias mas devem também ser
considerados os diferentes géneros e espécies envolvidos (Christiansen e
Overby, 1988). Contudo, do ponto de vista tecnolégico, este valor pode
oferecer alguma informacéo sobre o processo de deterioragcdo microbiana
(Bourgeois, 1995).

Em leites crds, com diferentes padrées higiénicos verificou-se que nos que
apresentavam contagens bacterianas mais elevadas predominavam as
bactérias Gram negativas, enquanto as bactérias Gram positivas eram
maioritarias em leites com baixos teores microbianos (Christiansen e Overby,
1988). Desmasures et al. (1997) verificaram que em leites com baixo teor
microbiano, Staphylococcus aureus estava presente em numeros mais
elevados concluindo que estes leites constituiam um meio mais adequado

para o seu crescimento que os leites muito contaminados.

Considerando a especificidade das distintas populagdes, podemos distinguir
como fontes principais de contaminagéo, a glandula mamaria, a pele dos

tetos e a pratica da ordenha, bem como o material utilizado neste processo e
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no armazenamento e transporte do produto (Jay, 1992; Monsallier, 1994;
Richard e Desmazeaud, 1997; Ledford, 1998).

Uma glandula mamaria sa € uma glandula mamaria estéril e o seu contributo
para o aumento do nimero de bactérias no leite esta directamente associado
ao seu potencial de infecgdo por microrganismos patogénicos (Monsallier,
1994).

Em caso de mamite, os microrganismos presentes no interior da glandula
mamaria séo responsaveis pela contaminagao do leite. Entre eles destacam-
-se Streptococcus agalactiae, Strep. dysgalactiae, Strep. uberis, Strep.
pyogenes, Staphylococcus aureus, Staph. epidermidis, Staph. hyicus,
Bacillus cereus, Nocardia spp., 'Eschen'chia coli, Klebsiella spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Actynomices pyogenes e Candida spp. (Zottolla e
Smith, 1993; Badinand, 1994). Em efectivos ovinos situados na regido de
Evora, os agentes causais desta doenca mais frequentemente isolados foram
Staphylococcus epidermidis e outros estafilococos coagulase negativos,

Actinomyces pyogenes e Staphylococcus aureus (Queiroga et al.,1997).

O leite também pode ser contaminado por microrganismos que sao
excretados por via mamaria como é o caso de Brucella spp., Listeria spp. e,

mais raramente, Salmonella spp.

O canal do teto, embora seja a barreira natural contra a infecgdo mamaria, €
o local privilegiado para a retengdo de microrganismos de origem exégena
que incluem, quer uma flora patogénica de Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp. e enterobactérias quer uma flora banal de Bacillus e

Pseudomonas (Monsallier, 1994).

O teor de microrganismos presente na pele do ubere reflecte o grau de
higiene e a qualidade do ambiente a que os animais estdo sujeitos e sob os
quais decorre a ordenha. A pele suja da glandula mamaria e dos tetos pode

contaminar fortemente o leite (104 a 10° microrganismos/ml) com uma flora

30



Microbiologia do Leite

mesdfila banal, uma flora de microrganismos psicrotréficos, de esporulados e
de coliformes (Zottolla e Smith, 1993; Monsallier, 1994, Johnson, 1998).

A ordenha e especialmente o equipamento a ela associado introduzem a
maior propor¢do de microrganismos no leite (Ledford, 1998). As medidas de
limpeza e de desinfecgdo deficientemente exercidas durante a pratica da
ordenha e sobre o equipamento de ordenha, de armazenamento e de
transporte do leite levam a que estes sejam considerados como a fonte de
contaminagdo mais frequente (Christiansen e Overby, 1988; Monsallier,
1994; Richard e Desmazeaud, 1997; Ledford, 1998).

A proporgéo de bactérias Gram negativas presente no leite cri, no momento
da recolha, sera tanto mais importante em relagédo a flora total, quanto maior
for a contaminagdo do material utilizado na ordenha (Richard e Desmazeaud,
1997).

O consumo de alimentos de fraca qualidade higiénica, nomeadamente
forragens mal conservadas, e a deficiente qualidade da agua utilizada na
limpeza constituem também fontes de contaminagdo consideraveis
(Frankinet, 1997).

A estabilidade de alguns alimentos contra a ac¢do dos microrganismos deve-
-se, em parte, & presenga de certas substancias presentes naturalmente
nestes produtos e que demonstram possuir actividade antimicrobiana. O
leite, em particular, contém diferentes sistemas e substancias
antimicrobianas, ja referidos no Capitulo I, como o Sistema da
Lactoperoxidase-Tiocianato-Peroxido de Hidrogénio (SLP), a lactoferrina, a
lisozima e algumas imunoglobulinas. Também alguns acidos gordos livres,
nomeadamente os acidos caprilico, caprico e laurico, libertados pela lipdlise
dos triacilglicéridos, podem exercer um efeito inibidor sobre algumas
espécies microbianas (Jay, 1992; Desmazeaud, 1997).
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Sendo meios altamente nutritivos, o leite e os produtos lacteos tornam-se
susceptiveis de alteragdo e deterioragdo em consequéncia da sobrevivéncia
dos microrganismos (Walker, 1988). A introdugcdo de diversos
melhoramentos na producédo, manipulagdo e processamento do leite, entre
os quais a ordenha mecanica e a refrigeragdo, contribuiram para a
diminuicdo da carga microbiana do produto e também para uma alteragdo do
equilibrio microbiano (Christiansen e Overby, 1988).

Com a utilizagdo da refrigeracdo tem-se verificado que as alteragdes na
composicao da flora bacteriana normalmente presente no leite se traduzem
pela diminuigdo do impacto de uma flora predominantemente Gram positiva,
produtora de acido, para uma de microrganismos Gram negativos
psicrotréficos (Bertrand, 1988; Christiansen e Overby, 1988; Ledford, 1988;
Walker, 1988; Monsallier, 1994; Richard e Desmazeaud, 1997).

Assim, as bactérias psicrotréficas, que incluem varias espécies e estirpes de
Alcaligenes, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Listeria, Micrococcus, Pseudomonas, Yersinia, entre outros,
crescem bem a temperaturas de refrigeracdo e sdo responsaveis pela
deterioracédo de alimentos que normaimente sdo mantidos nestas condicdes.
Nestes e nos que estdo sujeitos a temperaturas de 20 a 40°C, podem ser
encontradas espécies e estirpes mesoéfilas. Este grupo abrange todos os
microrganismos patogénicos e muitas espécies envolvidas na deterioragcdo
dos produtos alimentares (Salmonella spp., Clostridium perfringens,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, estreptococos
fecais) (Boddy e Wimpenny, 1992; Jay, 1992; ICMSF, 1993).

Mas, numa flora mista de psicrotréficos e meséfilos, as temperaturas baixas
tem uma accdo selectiva importante, podendo afectar a composi¢cdo da
microflora inicial e levar a alteragbes da populagdo microbiana que se
desenvolvera durante o processamento e armazenamento dos alimentos
(ICMSF, 1993). O numero de psicrotréficos num determinado periodo
depende nao s6 das condi¢gdes em que o produto foi obtido mas também da
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temperatura a que esteve submetido e ao tempo durante o qual a ela esteve
sujeito (Bertrand, 1988; Christiansen e Overby, 1988; Ledford, 1998; Walker,
1988; Monsallier, 1994; Richard e Desmazeaud, 1997).

Surgiram, portanto, novos problemas para o fabrico de produtos lacteos,
relacionados com o crescimento e actividade metabdlica destes

microrganismos (Walker, 1988).

Concluindo, desde a ordenha até a sua utilizagéo, o leite & contaminado por
uma grande diversidade de microrganismos dos quais apenas uma parte se
pode multiplicar mais ou menos activamente, consoante a temperatura e o
meio lhes forem favoraveis. Por isso, a natureza da flora microbiana do leite
cri é complexa e é variavel quer entre amostras de leite, quer conforme a
sua idade, com consequéncias nas caracteristicas tecnolégicas e, portanto,
nas caracteristicas organolépticas dos produtos derivados do leite
(Manfredini e Massari, 1989; Richard e Desmazeaud, 1997).

PRINCIPAIS GRUPOS MICROBIANOS PRESENTES NO LEITE

Bactérias lacticas:

A flora lactica presente no leite cri, compreende um grupo muito
diversificado de microrganismos com algumas caracteristicas comuns: s&o
bactérias Gram positivas, catalase negativas, aerotolerantes, nao
esporuladas, perfeitamente adaptadas a ambientes ricos em nutrientes e que
produzem A&cido lactico quer como Unico produto final da fermentacéo dos
glicidos (homofermentativas), quer como principal produto da fermentagéo
desses compostos (heterofermentativos). Estas bactérias sio também
importantes para a industria alimentar em geral, sob os pontos de vista
tecnolégico, nutricional e, também, médico (Axelsson, 1993; Salminen et al.,
1993).
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O grupo heterogéneo das bactérias lacticas inclui varias espécies dos
géneros  Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus,
Pediococcus, Tetragenococcus, Leuconostoc, Weissella, Oenococcus,
Camobacterium e Lactobacillus (Vandamme et al., 1996). Nem todos estes
géneros e as espécies neles incluidas tém a capacidade de desenvolver
todas as funcbes anteriormente referidas. Portanto, alguns individuos
tornam-se mais interessantes do que outros, sob qualquer um dos pontos de
vista ja mencionados (tecnolégico, nutricional e médico).

Na década de 80, os microrganismos incluidos no género Strepfococcus
foram distribuidos por trés grupos geneticamente diferentes. O primeiro inclui
a maioria das espécies conhecidas de estreptococos e representa o género
Streptococcus. O segundo é constituido pelos estreptococos fecais formando
o género Enterococcus e o terceiro compreende todos os estreptococos
lacticos representando o género Lactococcus (Schleifer, 1987; Knudtson e
Hartman, 1992; Axelsson, 1993; Devriese et al., 1993).

Pertencente ao género Streptococcus, a espécie Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus &, provavelmente, a mais importante sob o ponto de
vista tecnolégico, nos produtos lacteos (Hardie, 1986; Choisy et al., 1997b;
Frank e Hassan, 1998).

Esta sub-espécie diferencia-se das outras espécies do mesmo género pela
sua termoresisténcia, pela capacidade de crescer a 52°C e pela sua
capacidade em fermentar apenas um limitado namero de agucares. Tem
fraca actividade proteolitica, embora possua uma proteinase intracelular e
uma grande variedade de peptidases capazes de libertar péptidos curtos e
amino-acidos (Hardie, 1986; Axelsson, 1993; Choisy et al., 1997b; Frank e
Hassan, 1998).

O género Enterococcus € constituido por cocos Gram positivos, geraimente
agrupados em pares ou em pequenas cadeias, sendo algumas espécies

pigmentadas ou moéveis e quase todas pertencentes ao grupo D de
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Lancefield. Inclui varias espécies que formam um grupo coerente,
estreitamente relacionado com Camobacterium, Lactococcus, Vagococcus e
Listeria (Devriese et al., 1991a; 1993; Leclerc et al., 1996; Flahaut et al,,
1997).

A andlise do fragmento de rRNA 16S revelou a existéncia de grupos de
espécies no género Enterococcus, sendo o primeiro grupo constituido pelas
espécies Ent. faecium, Ent. durans, Ent. hirae e Ent. mundtii, com
percentagens de similaridade entre 98,7 e 99,7%. O segundo grupo inclui as

espécies Ent. avium, Ent. pseudoavium, Ent. raffinosus e Ent. malodoratus |
com semelhan¢ca superior a 99%. Do terceiro grupo fazem parte Ent.
casseliflavus e Ent. gallinarum com percentagens de similaridade de 99,8%.
As outras espécies, Ent. caecorum,' Ent. columbae, Ent. faecalis, Ent.
saccharolyticus, Ent. sulfureus e Ent. dispar formam linhas distintas, embora
as duas primeiras estejam mais préximas uma da outra (Devriese et al.,
1993; Leclerc et al., 1996).

Os microrganismos do género Enterococcus fazem parte da flora autéctone
do aparelho digestivo, do tracto urogenital e da cavidade oral dos animais de
sangue quente (mamiferos e aves) e também tém sido assinalados em
batraquios e répteis (Flahaut et al., 1997).

Estao frequentemente presentes nos leites crus, podendo atingir nimeros
apreciaveis na maioria dos queijos devido a sua capacidade de crescimento
numa larga gama de temperaturas e a sua tolerancia a acidez, a alcalinidade
e a concentragbes elevadas de sal. Sdo bactérias homofermentativas,
dotadas de um poder acidificante consideravel e que participam na
degradacgao das proteinas e dos amino-acidos (Choisy et al., 1997b; Flahaut
et al., 1997).

Podem estar envolvidos nalgumas infecgbes humanas, nomeadamente
endocardites, meningites, pneumonias, peritonites e infecgées urinarias e

nosocomiais e ser responsaveis pela produgdo de aminas biogénicas em
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consequéncia da sua actividade de descarboxilagdo de amino-acidos
(Devriese et al., 1991a; Flahaut et al., 1997).

O género Lactococcus, que inicialmente compreendia os estreptococos
grupo N, inclui os principais microrganismos mesofilicos produtores de acido
nas fermentagdes lacticas. Embora se conhecam cinco espécies
pertencentes a este género, Lactococcus lactis é, provavelmente, a mais
importante nestas fermentagdes. Esta espécie possui trés sub-espécies,
Lactococcus lactis subsp. cremornis, Lactococcus lactis subsp. hordniae e
Lactococcus lactis subsp. lactis, sendo nesta Ultima reconhecida ainda a
biovariedade diacetylactis (Axelsson, 1993; Choisy et al., 1997b; Frank e
Hassan, 1998).

Sado cocos Gram positivos, geralmente organizados em cadeias, embora
também se encontrem células simples e em pares. Crescem a 10° mas nio a
45°C, sendo a temperatura Optima de crescimento de cerca de 30°C e
suportam concentragdes de 4% de NaCl, a excepgdo de Lactococcus lactis
subsp cremoris que apenas tolera concentragcbes de 2% de sal. Sao
homofermentativas e a biovariedade diacetylactis tem capacidade para
converter o acido citrico em diacetil, didbxido de carbono e acetaldeido, entre
outros compostos (Mundt, 1986; Schleifer, 1987; Choisy et al., 1997b; Frank
e Hassan, 1998).

Sao dotados de um complexo sistema proteolitico que lhes permite usar as
proteinas do leite e possuem também alguma actividade lipolitica, sendo
estas actividades responsaveis pela producdo de compostos que intervém
directa ou indirectamente no gosto e no aroma dos produtos lacteos (Choisy
et al., 1997b; Frank e Hassan, 1998).

O género Pediococcus agrupa alguns microrganismos pouco adaptados ao
leite, pois ndo utilizam a lactose ou s&do lactose variaveis, sendo a sua
presenca no leite menos importante que a de outras bactérias lacticas. No
entanto, estdo presentes nos vegetais e produtos carneos e sio utilizados,
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por vezes, como culturas de arranque de silagens e enchidos, juntamente
com os lactobacilos e leuconostoc. Fisiologicamente, sdo mais semelhantes
a estes dois géneros do que a estreptococos, mais comuns em habitats
animais (Garvie, 1986a; Axelsson, 1993; Choisy et al., 1997b).

Sao cocos Gram positivos, que se dividem em planos alternados em dois
angulos, formando tetradas, ou que se dispdem em pares. As temperaturas
optimas de crescimento variam entre 25 e 40°C e o seu crescimento
depende da presengca de um acgucar fermentavel. Da fermentagdo da
glucose, muito provaveimente pela via glicolitica, sdo produzidos os acidos
DL-lactico ou L-lactico, que podem ser metabolizados até acido acético.
Também tém capacidade para produzir diacetil, a partir da glucose, e
demonstraram alguma actividade proteolitica, peptidolitica e esterasica,
contribuindo para a formagdao do aroma dos produtos (Garvie, 1986a,;
Bhowmik e Marth, 1990).

O género Leuconostoc constituia um grupo diversificado de microrganismos,
em forma de cocos ou cocobacilos, Gram positivos, heterofermentativos,
partilhando muitas caracteristicas com alguns microrganismos do género
Lactobacillus. Pela analise da sequéncia de rRNA 16S verificou-se que
incluia trés linhas filogenéticas diferentes classificadas como Leuconostoc
sensu stricto, Leuconostoc paramesenteroides e Leuconostoc oenus (Garvie,
1986b; Collins et al., 1993; Thunell, 1995).

A linha Leuconostoc sensu stricto compreende Leuconostoc mesenteroides,
com trés sub-espécies, subsp. mesenteroides, subsp. dextranicum e subsp.
cremoris, bem como as espécies Ln. camosum, Ln. citreum, Ln. fallax, Ln.
gelidum, Ln. lactis e Ln. pseudomesenteroides (Collins et al., 1993; Thunell,
1995).

Leuconostoc paramesenteroides, classificado na linha do mesmo nome, e
alguns lactobacilos atipicos heterofermentativos (Lactobacillus confusus, Lb.

minor, Lb. halotolerans, Lb. kandleri e Lb. viridescens) constituem,
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actuaimente, um novo género, designado por Weissella, ao qual pertence
também uma espécie nova, Weissella hellenica, isolada de enchidos gregos
(Collins et al., 1993; Thunell, 1995).

Leuconostoc oenus foi reclassificado como Oenococcus oeni, dada a baixa
homologia DNA com as outras espécies do género Leuconostoc (Collins et
al., 1993; Thunell, 1995).

Os leuconostoc surgem nos mesmos habitats que os lactococos e
lactobacilos e estdo geralmente associados a materiais vegetais
fermentados, leite e produtos lacteos, vinhos e carnes refrigeradas. Apenas
duas sub-espécies do género Leuconostoc (Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris e Leuconostoc mesenteroides subsp. /actis) sdo importantes
nas fermentagdes lacteas, devido & sua capacidade em utilizar o acido citrico
formando diacetil, acetoina e dioxido de carbono (Garvie, 1986b; Thunell,
1995).

Actualmente, sao considerados Leuconostoc os cocos ou cocobacilos Gram
positivo, catalase negativo, heterofermentativos, produzindo etanol, acido
acético, diéxido de carbono e acido D-lactico a partir da glucose e que néao
sdo capazes de hidrolizar a arginina. No entanto, alguns lactobacilos
heterofermentativos revelam também estas caracteristicas, pelo que se torna
dificil a sua diferenciagao (Garvie, 1986b; Thunell, 1995).

O género Weissella é constituido por bactérias em forma de cocos ou de
bacilos curtos com extremidades arredondadas, heterofermentativas e quase
todas as espécies tém capacidade para hidrolizar a arginina e formar acido
DL-lactico, a partir da fermentagdo da glucose. Sao acidoduricas e quase
todas as espécies crescem a 15 mas ndo a 45°C (Collins et al., 1993;
Thunell, 1995).

O género Lactobacillus é constituido por bactérias Gram positivas, em forma
de bacilo, genética e fisiologicamente diferentes, que se distribuem por trés
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grupos, com base nos produtos finais da fermentacdo dos aclcares. O
primeiro grupo é formado pelos lactobacilos homofermentativos estritos e
inclui as trés sub-espécies de Lb. delbrueckii (subsp. bulgaricus, lactis e
delbrueckii), Lb. acidophilus e Lb. helveticus. Estes microrganismos
fermentam exclusivamente as hexoses até acido lactico e ndo fermentam as
pentoses nem o gluconato (Kandler e Weiss, 1986; Schleifer, 1987; Choisy et
al., 1997b; Frank e Hassan, 1998).

O segundo grupo inclui os lactobacilos heterofermentativos facuitativos que
fermentam as hexoses quer quase exclusivamente até acido lactico quer até
acidos lactico e acético, etanol e acido formico, quando em limitagdo de
glucose, e fermentam também as pentoses até acidos lactico e acético. Este
grupo inclui Lactobacillus casei, Lb. plantarum e Lb. sakei (Kandler e Weiss,
1986; Schleifer, 1987; Choisy et al., 1997b; Frank e Hassan, 1998).

Finalmente o terceiro grupo ¢é constituido pelos lactobacilos
heterofermentativos obrigatérios que fermentam as hexoses e as pentoses
até acido lactico, acético, etanol e diéxido de carbono. Lactobacillus kefiri, Lb.
bifermentans, Lb. brevis e Lb. fermentum fazem parte deste grupo (Kandler e
Weiss, 1986; Choisy et al., 1997b; Frank e Hassan, 1998).

Os lactobacilos encontram-se nos produtos lacteos, cereais, carne, peixe,
frutas, vegetais e podem também fazer parte da flora oral, intestinal e vaginal

de animais homeotérmicos (Kandler e Weiss, 1986).

Crescem mais facilmente em ambientes acidos, com um pH inicial de 6,4 a
4,5, sendo a sua taxa de crescimento reduzida em condi¢gées de neutralidade
ou de alcalinidade. No entanto, o seu crescimento cessa quando o pH atinge
valores de 4,0 a 3,6. As temperaturas de crescimento situam-se entre os 2 e
os 53°C, sendo a temperatura 6ptima geralmente de 30 a 40°C. No entanto,
algumas estirpes podem crescer a temperaturas inferiores a 15°C ou mesmo
5°C enquanto outras, os lactobacilos termofilicos, podem ter um limite

superior de 55°C mas néo crescem abaixo de 15°C (Kandler e Weiss, 1986).
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Sao dotados de um equipamento proteolitico complexo, semelhante ao dos
lactococos, bem como de actividade esterasica e lipasica com importancia
significativa nos processos tecnoldgicos dos produtos lacteos (Choisy et al.,
1997b).

Nos Quadros II-1 e 1l-2 resumem-se, respectivamente, algumas das
caracteristicas fenotipicas dos varios géneros de bactérias lacticas bem
como das espécies representativas dos diferentes grupos de lactobacilos

mais significativos no leite e nos produtos lacteos.

As bactérias lacticas tem sido utilizadas com vista a alterar as qualidades de
armazenamento, palatabilidade e valor nutritivo de alimentos pereciveis -
leite, carne, peixe, legumes, frutas e cereais - e desempenham um papel
importante na conservagdo dos alimentos, na prevencao de intoxicagoes e,
indirectamente contribuindo para minorar a fome em todos os continentes

(Salminen e von Wright, 1993). Nos paises tropicais, a fermentacdo lactica

QUADRO IlI-1 - Caracteristicas Fenotipicas de Alguns Géneros de Bactérias Lacticas.
(Adaptado de Mundt, 1986; Schieifer, 1987; Knudtson e Hartman, 1992; Axelsson, 1993,

Collins et al., 1993; Devriese et al., 1993).

TEMP.CRESC ISOMERO  CRESC.NaCl
GENERO 15°C  45°C  TIPO FERM AC.LACT. 4% 6,5% HIDRARG VP
COCos
Enterococcus + + Homo L(+) + + +- +
Lactococcus/Vagococcus ~ + - Homo L(+) +0 - +/- -
Pediococcus +- +/- Homo DL ou L(+) +- +/- +- -
Leuconostoc + - Hetero D(-) +/- +/- - -
BACILOS
Camobacterium + - Homo L + + +
Lactobacillus +/- +/- Homo/Heter  DL; D(-) ou L(+) +/- +- +/-
0
Weissella + - Hetero DL ou D(-)? + + +-

TEMP.CRESC - Temperatura de crescimento; TIPO FERM - Tipo Fermentativo;

AC.LACT. - Acido lactico; CRESC.NaCl - Crescimento em NaCl. HIDRARG. - Hidrélise da
arginina; VP - Reacgéo de Voges Proskauer.

+/- variavel consoante as espécies; Homo- Homofermentativo; Hetero- Heterofermentativo;
a) excepto Ent. saccharolyticus, b) excepto Lc. Lactis subsp cremoris; c) apenas W.
paramesenteroides e W. hellenica produzem acido D-lactico.
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permite a conservagado dos alimentos a baixo custo e sem necessidade de
outros processos de conservacao - refrigeragdo, congelagao, radiurizagdo e
apertizacao (Cooke et al., 1987). Em relagdo a alimentagdo animal, a
actividade que as bactérias lacticas sdo capazes de desenvolver é um
processo atractivo para a producdo e conservacdo de forragens,

nomeadamente silagens.

A conservacdo de alimentos fermentados pelas bactérias lacticas deve-se
primariamente ao facto dos agucares serem convertidos em acidos organicos
(acidos lactico e acético), causando uma redugdo no pH e a remogao dos
glacidos como fontes nutritivas. Estes microrganismos sado reconhecidos
como uma fonte potencial de bioconservantes para os alimentos, indo ao
encontro do desejo dos consumidores por novos produtos alimentares efou

produtos alimentares “naturais” (Davidson e Hoover, 1993).

QUADRO II-2 - Caracteristicas Fenotipicas das Espécies Representativas dos Diferentes
Grupos de Lactobacillus. (Adaptado de Kandler e Weiss, 1986; Gurakan et al., 1995; Choisy
et al., 1997b; Frank e Hassan, 1998).

GRUPOS ESPECIES TEMP.CRESC TIPO ISOMERO CRESC.NaCi HIDR.

REPRESENTATIVAS 15°C 45°C FERM. ACLACT. 4% 65% ARG.
HOMOFERMEN- Lb. acidophilus - + Homo DL -

TATIVOS Lb.delbriieckii - + Homo D - - +-

OBRIGATORIOS Lb helveticus - + Homo DL + + -
HETEROFERMEN- Lb.casei + -1+¥  Homo uoL? -
TATIVOS Lb.plantarum + - Homo DL + + -
FACULTATIVOS Lb.sakei + - Homo DL + + -
HETEROFERMEN- Lb.bifermentans + - Hetero® DL -
TATIVOS Lb.brevis + - Hetero DL + + +
OBRIGATORIOS Lb.fermentum - + Hetero DL +

TEMP.CRESC - Temperatura de crescimento; TIPO FERM. - Tipo Fermentativo;
AC.LACT. - Acido lactico; CRESC.NaCl - Crescimento em NaCl; HIDR.ARG. - Hidrélise da
arginina.

Homo- Homofermentativo; Hetero- Heterofermentativo;

a)apenas Lb.casei subsp.rhamnosus cresce a 15°C e a 45°C; b)apenas Lb.casej
subsp.plantarum produz acido DL-lactico; c)algumas estirpes séo homofermentativas.
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Além disso, as bactérias lacticas sao capazes de produzir varios compostos
antibacterianos que actuam quer sobre a flora lactica quer sobre a flora
indesejavel e patogénica. Entre estes compostos encontram-se os
resultantes do metabolismo do oxigénio - peréxido de hidrogénio e radicais
livres -, os acidos orgénicos - acidos lactico e acético -, o diacetil, com efeitos

importantes sobre a qualidade do queijo (Piard e Desmazeaud, 1991; 1992).

Muitas estirpes de bactérias lacticas sdo capazes de sintetizar outras
substancias ndo proteicas e também substancias proteicas, as bacteriocinas,
com actividade inibitéria em relagdo a um grande numero de agentes
microbianos, quer patogénicos quer potencialmente patogénicos como
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Clostridium botulinum
(Lindgren e Dobrogosz, 1990; Piard e Desmazeaud, 1991; 1992).

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis produz um pequeno
péptido que é activo contra Pseudomonas fluorescens, Ps. fragi, Ps.
putrefaciens e Escherichia coli. Também Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus exibe actividade antimicrobiana através da producdo de uma
substancia de baixo peso molecular inibitéria em relagdo a Lactococcus
lactis, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis,
Shigella spp., Pseudomonas fluorescens, Ps. aeruginosa, Bacillus spp.,
Clostridium perfringens e Staphylococcus aureus (Piard e Desmazeaud,
1992).

Lactobacillus reuteri, em anaerobiose e em presenca de glicerol, é capaz de
produzir e excretar reuterina. Quimicamente, € um derivado desidratado do
glicerol, B-hidroxipropionaldeido, e exerce a sua actividade sobre a
ribonucleotido redutase, enzima que cataliza o primeiro passo na sintese de
DNA. Assim, o seu espectro de actividade é excepcionalmente vasto,
atingindo bactérias Gram positivas € Gram negativas, leveduras, bolores e
protozoarios (Lindgren e Dobrogosz, 1990; Piard e Desmazeaud, 1992;
Davidson e Hoover, 1993; Vandenbergh, 1993).
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Lactobacillus acidophilus também produz outro composto, o “bulgarican”, que
inibe varios microrganismos Gram positivos e Gram negativos como,
Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Ps. fluorescens, Sermatia marcescens, Sarcina' lutea,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens e Bacillus subtilis (Davidson
e Hoover, 1993).

Segundo Tagg et al. (1976), citado por Piard e Desmazeaud (1992), as
bacteriocinas sdo proteinas que tem actividade bactericida em relacéo a
bactérias taxonomicamente préximas da espécie produtora. Tém, portanto,
um espectro de actividade estreito e, dada a sua natureza proteica, sé&o

sensiveis as proteases.

Tém sido identificados varios tipos de bacteriocinas produzidas pelas
bactérias lacticas e Bifidobacterium spp., evidenciando propriedades
bioquimicas, pesos moleculares, espectros de actividade e modos de acgéo
muito heterogéneos (Piard e Desmazeaud, 1992; Davidson e Hoover, 1993;
Marshall e Tamime, 1997).

Assim, Jack et al. (1995) propuseram que o conceito de bacteriocina fosse
alargado, abrangendo os “produtos primarios ou modificados de sintese
ribossdmica bacteriana que tem uma gama de actividade bactericida
relativamente estreita, caracterizada pela inclusao de, pelo menos, algumas
estirpes das mesmas espécies da bactéria produtora e contra a qual a estirpe

produtora tem alguns mecanismo(s) de autoprotecgao especifica”.

A biossintese de bacteriocinas ocorre, principalmente, durante ou no final da
fase exponencial de crescimento e, por vezes, na fase estacionaria, estando
a sua producdo relacionada com a quantidade de biomassa produzida.
Geralmente, sdo produtos de excrecdo celular mas parte da actividade
antimicrobiana pode ficar retida na célula, dependendo das condi¢cdes
culturais (Piard e Desmazeaud, 1992). A producdo das diferentes

bacteriocinas pelas bactérias lacticas € influenciada por diversos factores
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como a estirpe produtora, a composicido do meio e disponibilidade de
nutrientes, o pH final, a temperatura e a duragéo da incubagéo (Biswas et al.,
1991: Parente e Hill, 1992a; Daba et al., 1993; de Vuyst e Vandamme, 1993;
Parente et al., 1994; Yang e Ray, 1994; de Vuyst, 1995; Vignolo et al., 1995).

Salvo raras excepgoes, a sua producio e a imunidade a sua acgéo séo de
informacao plasmidica (Nettles e Barefoot, 1993; Jack et al., 1995; Choisy et
al., 1997b; Frank e Hassan, 1998).

Consoante o seu espectro de actividade, as bacteriocinas produzidas pela
maioria das bactérias lacticas agrupam-se em dois tipos. Um deles inclui as
que sado activas contra as bactérias taxonomicamente proximas da espécie
produtora. As bactérias que prodUzem este tipo de bacteriocinas,
provavelmente, favorecem o crescimento de uma dada estirpe bacteriana,
em competichio com a flora natural. Além da sua importancia nas
fermentagcbes empiricas, estas bacteriocinas ou as estirpes que as produzem
podem também ser usadas quando nao se pretende que ocorra a
fermentacgéo lactica (nas bebidas alcodlicas e nas compotas). O outro tipo é
composto pelas bacteriocinas com um espectro de actividade relativamente
alargado. Inclui, portanto, além das activas contra a flora lactica, as que
podem combater certa flora patogénica como Bacillus spp., Clostridium spp.,
Listeria spp. e Staphylococcus aureus (Lindgren e Dobrogosz, 1990; Piard e
Desmazeaud, 1992).

Em condigbes normais, as bactérias Gram negativas ndo sao sensiveis a
actividade das bacteriocinas produzidas pelas bactérias Gram positivas
(Piard e Desmazeaud, 1992; Nettles e Barefoot, 1993; Jack et al., 1995;
Marshall e Tamime,1997)

A maior parte das bacteriocinas das bactérias lacticas demonstra actividade
bactericida cujo efeito letal € mais acentuado nas células em crescimento
exponencial que nas que se encontram na fase estacionaria. As
bacteriocinas actuam sobre a membrana celular das células sensiveis,
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diminuindo o seu potencial de membrana e esgotando a Forga Protédo Motriz
(PMF) e, portanto, comprometendo a homeostase celular. Foram também
sugeridos outros mecanismos que resultam das alteragbes na
permeabilidade da membrana citoplasmatica e que envolvem a interferéncia
com o transporte de uridina, a sintese de RNA, de DNA e de proteinas, a
saida de ides (K* e glutamato) e de ATP, a hidrolise de ATP e a formagéo de
poros na membrana citoplasmatica, permitindo a saida de varios metabolitos
celulares (Piard e Desmazeaud, 1992; Bruno e Montville, 1993; Nettles e
Barefoot, 1993; Vandenbergh, 1993; Jack et al., 1995; Gonzalez et al., 1996;
Tahara e Kanatani, 1996; Choisy et al., 1997b; Marshall e Tamime, 1997).

A utilizacéo das bacteriocinas nos alimentos constitui uma forma interessante
de controlo de alguns microrganismds indesejaveis ou patogénicos como
Bacillus spp., Clostridium spp., Listeria spp. e Staphylococcus aureus.
Contudo, para que seja viavel, util e eficaz devem ser considerados, para
além de aspectos de salide pulblica e econémicos, varios outros factores
relacionados com o seu espectro de actividade, as suas caracteristicas

bioquimicas e genéticas e o seu comportamento nos sistemas alimentares.

O uso indiscriminado de bacteriocinas ou de culturas produtoras de
bacteriocinas activas contra certos microrganismos patogénicos pode
envolver riscos, caso a acidificacdo seja retardada, pois facilitaria o
crescimento e sobrevivéncia de outros patogénicos e bactérias de
deterioragao resistentes as bacteriocinas. Contudo, uma fermentagcdao bem
sucedida associada a acgdo de bacteriocinas ou de culturas produtoras de
bacteriocinas pode conferir uma seguranga razoavel no controlo de
microrganismos patogénicos e de deterioragao, especialmente se a carga do
contaminante em causa for baixa (Parente e Hill, 1992¢c; Vandenbergh, 1993;
Giraffa et al., 1994; Nuiiez et al., 1997).

O comportamento das bacteriocinas nos sitemas alimentares é de grande
relevancia, pois sdo inumeras as interferéncias que o alimento pode exercer
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sobre a actividade de cada bacteriocina (Lindgren e Dobrogosz, 1990; Nettles
e Barefoot, 1993; Yang e Ray, 1994).

Certos factores intrinsecos dos alimentos influenciam a eficacia das
bacteriocinas bem como a sua produgéo pelas diferentes estirpes. Como
proteinas que s&o, podem ser inactivadas pelas enzimas proteoliticas
presentes nos alimentos. Por outro lado, a maioria das bacteriocinas €
hidrofébica e, portanto, pode ligar-se as gorduras e fosfolipidos, verificando- -
se uma diminuigcdo na sua actividade que, por sua vez, pode ser atenuada
pela adicdo de emulsificantes nao idnicos mas nao por emulsificantes
anionicos. A presenga de agentes quelantes favorece a actividade das
bacteriocinas em relagdo as bactérias Gram positivas resistentes e torna
sensiveis as bactérias Gram negativas. Estes agentes ligam-se aos ides
magnésio da camada lipopolissacaridica da membrana externa das bactérias
Gram negativas e, aumentando a sua permeabilidade, facilitam a inactivagéo
das células (Stevens et al., 1991; Nettles e Barefoot, 1993; Vandenbergh,
1993; Stiles 1996).

Por outro lado, certos processos a que os alimentos sdo sujeitos, como a
congelagdo e o aquecimento, expdem os microrganismos a condi¢des de
stress subletais. Nestas condi¢des, quer os microrganismos Gram positivos
resistentes quer os Gram negativos tornam-se sensiveis a actividade das
bacteriocinas (Kalchayanand et al., 1992). Estes autores atribuem esta maior
sensibilidade dos microrganismos aos danos causados por estes processos
na parede celular que, ndo impedindo a entrada de compostos

desestabilizadores, levam a perda de viabilidade celular.

Nos produtos lacteos, a producdo de bacteriocinas por algumas bactérias
lacticas parece ser favorecida pela activagdo do SLP. Este sistema, ao inibir
o crescimento das bactérias Gram negativas, aumenta a disponibilidade em
nutrientes para as bactérias lacticas, que, embora também sujeitas a inibigao

pelo SLP, beneficiam mais com o aumento da disponibilidade em nutrientes
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do que sido prejudicadas pela activagdo da LP (Vandenbergh, 1993;
Rodriguez et al., 1997).

O crescimento associativo de estirpes bacteriocinogénicas pode favorecer a
producéo de bacteriocinas em quantidade e em precocidade, mas também
outros factores como o antagonismo com outras bactérias, a inibicdo por
bacteriofagos, o desenvolvimento de flora resistente a Dbacteriocina
influenciam a sua produgéo e eficacia (Barefoot e Nettles, 1993; Stiles,
19986).

Também tém sido atribuidos as bactérias lacticas efeitos benéficos para a
saude humana e animal sendo utilizadas, algumas espécies, como
probidticos. Estas substancias sé&o microrganismos ou produtos contendo
microrganismos, que favorecem o ambiente gastrintestinal ao preservarem a
integridade da flora intestinal normal e promoverem a resisténcia a
colonizagdo por microrganismos patogénicos (Salminen et al., 1993;
Nousiainen e Setala, 1993). Tém, assim, efeitos positivos quer na prevengéao
das alteracbes gastrintestinais, nomeadamente diarreias, quer no tratamento
destas, através da sua utilizacdo como suplementos dietéticos (Salminen et
al.,, 1993). Sao também uteis ao melhorarem a digestdo da lactose, em
individuos com intolerdncia a este aglcar, no controlo de certos tipos de
cancro e no controlo dos niveis séricos de colesterol (Buckenhiiskes et al.,
1993).

Globalmente, a flora lactica é util pelo seu poder acidificante e pelo seu
envolvimento na protedlise e na produgdo de aromas (Monsallier, 1994). No
entanto, também podem ser responsaveis pela deterioracdo dos produtos
lacteos, através da producdo de acido pela fermentagédo da lactose. O leite,
tornado instavel pela acidificagdo, tem tendéncia a coagular sob tratamento
térmico. A refrigeracéo reduz o crescimento destes microrganismos mas o
dessoramento causa perdas consideraveis, em condicbes de

armazenamento inadequadas ou em paises quentes (Walker, 1988).
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Micrococaceas:

A familia Micrococcaceae compreende, entre outros, os géneros Micrococcus
e Staphylococcus. O género Micrococcus tem nove espeécies sendo
Micrococcus varians, Mc. luteus e Mc. roseus os mais frequentes nos
produtos lacteos (Schleifer, 1986; Choisy et al., 1997b).

S3o cocos Gram positivos, associados em cachos mais ou menos regulares,
iméveis, catalase positivos, aerébios estritos, com capacidade para fermentar
poucos aglcares mas que utilizam diversas outras fontes de carbono
(Schleifer, 1986; Bhowmik e Marth, 1990; Choisy et al., 1997b).

Tem um crescimento optimo entre 25 e 37°C, mas sdo capazes de se
multiplicar a 10°C. Geralmente ndo toleram temperaturas superiores a 45°C
e, portanto, a excepgao de algumas estirpes termoduricas, a maior parte néo
sobrevive a pasteurizagdo. Demonstram uma grande resisténcia ao sal,
podendo crescer em presenga de 15% de NaCl (Schleifer, 1986; Choisy et
al., 1997b).

Dispdem de proteases exocelulares e intracelulares com capacidade para
degradar as a- e as B-caseinas, possuem diversas peptidases intracelulares
do tipo endopeptidase, aminopeptidase, dipeptidase e prolina iminopeptidase
e tem também capacidade para utilizar diversos amino-acidos. Evidenciam
ainda actividade lipolitica, desempenhada por lipases e esterases activas
sobre a gordura do leite (Bhowmik e Marth, 1990; Choisy et al., 1997b).

O seu habitat principal € a pele dos mamiferos e, secundariamente,
encontram-se nos produtos carneos e lacteos, no solo e na agua (Schieifer,
1986). Os micrococos constituem a flora predominante num leite obtido
assepticamente, uma vez que a principal fonte destes microrganismos € o
ubere. Contudo, os utensilios e as maquinas de ordenha, o p6 e o ar sao
também fontes importantes (Bhowmik e Marth, 1990).
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O género Staphylococcus possui, pelo menos, dezanove espécies
microbianas. As mais frequentemente encontradas em produtos lacteos sédo
Staphylococcus caseolyticus, Staph. saprophyticus, Staph. xylosus e Staph.
epidermidis (Schleifer, 1986; Choisy et al., 1997b). A espécie Staphylococcus
aureus e outras espécies enterotoxigenas também podem ser encontradas
nestes produtos mas dado o seu envolvimento em intoxicagbes alimentares,

sera referida mais adiante.

Os estafilococos sdo cocos Gram positivo, catalase positivo que se dividem
em mais do que um plano, formando cachos de células irregulares e tri-
-dimensionais. Sdo iméveis e ndo produzem esporos (Schieifer, 1986;
Asperger, 1994).

Sao anaerbbios facultativos mas o seu crescimento & favorecido pela
aerobiose. A maioria das estirpes cresce entre 10 e 45°C, com temperaturas
Optimas de crescimento entre 30 e 37°C. Desenvolvem-se num largo
espectro de pH, entre 4,2 e 9,3, sendo o pH 6ptimo préximo da neutralidade
(entre 7,0 e 7,5). O crescimento € bom em concentragées de NaCl de 10%,
mas relativamente pobre a 15%, podendo ocorrer com valores de ay de 0,86
(Schieifer, 1986; Asperger, 1994; Choisy et al., 1997b).

Estes microrganismos, em aerobiose, utilizam varios glicidos, produzindo
acidos e, embora algumas espécies necessitem de uma fonte de azoto
organico e de vitaminas do grupo B para o seu crescimento, noutras o sulfato
de amoénio pode ser usado como Unica fonte de azoto. Produzem amonia, a
partir da arginina e da ureia, e a maioria das estirpes hidroliza as proteinas
animais (caseinas, gelatina, fibrina). Possuem lipases, fosfolipases e
esterases que hidrolizam varios lipidos e fosfolipidos com libertagdo de
acidos gordos. Algumas estirpes produzem lecitinase (Schleifer, 1986;
Asperger, 1994).

Os estafilococos estdo largamente distribuidos na natureza. Os seus

principais habitats incluem a pele e glandulas associadas e as mucosas de
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mamiferos e aves, onde desempenham um util papel, metabolizando os
produtos desses 6rgiaos e prevenindo a colonizagdo por microrganismos
patogénicos. Em grande variedade de locais do corpo, como nas fossas
nasais, na faringe e nos tractos gastrintestinal e urogenital podem existir
diferentes estirpes. No entanto, as fossas nasais parecem ser o principal
local de multiplicagéo, sendo estas bactérias constituintes normais das suas

secrecgdes (Schleifer, 1986; Asperger, 1994).

A contaminacdo do ar por estafilococos é frequente e esta principalmente
associada & habitacido humana, surgindo em consequéncia da libertagdo de
particulas de sujidade contaminadas da pele e do vestuario € mesmo pela
perda de pequenos fragmentos de pele descamada (Gilmour e Harvey, 1990;
Asperger, 1994). |

Esporadicamente, tem sido isolados do solo, da agua do mar e agua doce,
dos esgotos, das superficies e objectos de fabricas de alimentos e também
das superficies, sujidade e ar de areas desabitadas, cuja contaminagdo se

deve a mamiferos ou aves (Asperger, 1994).

Portanto, virtualmente, a superficie de qualquer objecto inanimado pode ser
contaminada por estafilococos, que se mantém durante um longo periodo,
uma vez que algumas espécies sdo relativamente resistentes a secura
(Gilmour e Harvey, 1990; Asperger, 1994).

A contaminagao do leite e produtos lacteos pode ter origem em lesdes da
glandula mamaria e tetos e/ou resultar da fraca higiene humana, uma vez
que as areas nasal e oral e as maos das pessoas sao locais onde é vulgar a
presenga de estafilococos. A sua presenca no leite estd, também,
frequentemente associada a deficientes condigdes higiénicas do
equipamento utilizado na ordenha (Mossel e van Netten, 1990; Burguess et
al., 1994).
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As espécies mais prevalecentes e persistentes na pele do Homem sao
Staphylococcus epidermidis e Staph. hominis que, embora temporariamente,
podem ser também encontradas nos animais produtores de leite, em
resultado da proximidade e da frequéncia de contacto entre hospedeiros.
Durante a ordenha, dependendo do equipamento e procedimentos
empregues, a contaminagdo humana do leite pode ser facilitada. A ordenha
manual apresenta, obviamente, um risco maior que a mecéanica. Contudo, a
limpeza e desinfecgéao convenientes dos equipamentos de ordenha mecéanica
sd0 essenciais para que da sua utilizagdo resulte uma menor contaminagao.
De qualquer modo, é essencial que o produto ndo entre em contacto com as
méaos dos operadores quer directamente quer através dos instrumentos
utilizados (Gilmour e Harvey, 1990; Ledford, 1998).

Os estafilococos podem, portanto, constituir um indicador de contaminagéao
do ubere do animal produtor, principal fonte deste microrganismo, e da pele e
das vias respiratérias superiores dos manipuladores de alimentos, sendo a
sua presenca reveladora de deficientes condi¢gdes de higiene (Mossel e van
Netten, 1990; Asperger, 1994).

A contaminagcdo do leite e produtos lacteos, embora n&o possa ser
completamente evitada, pode ser minimizada através da aplicagdo de
rigorosas medidas de higiene nas exploragdes, que incluem o rastreio de
mamites, bem como nos locais de processamento do leite, de modo a que
seja prevenida a contaminagdo e o crescimento subsequente destes
microrganismos durante os processos de manufactura e no produto acabado
(Gilmour e Harvey, 1990; Mossel e van Netten, 1990; Asperger, 1994).

Do ponto de vista da etiologia da intoxicagdo alimentar, s6 os estafilococos
que produzem enterotoxinas séo importantes. Estas podem ser produzidas
por espécies coagulase positivas ou negativas e que tem um habitat muito
variado. Assim, em termos ecolégicos todos os estafilococos devem ser
considerados como potenciais produtores de toxinas e, portanto, o seu
crescimento é considerado como um risco para a saude publica (Mossel e
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van Netten, 1990; De Buyser, 1995). Contudo, os niveis de toxinas
causadores de intoxicagdes s6 surgem a partir de uma populagéo de 10° a
108 microrganismos por grama de produto ingerido, desde que sejam estirpes
produtoras de toxinas e que o pH do alimento seja superior a 5. Por isso, a
presenca de baixos teores de estafilococos ou mesmo Staphylococcus
aureus nao constitui necessariamente um risco (Walker, 1988; Asperger,
1994; Burguess et al., 1994). Por outro lado, mesmo que a maior parte de
Staph. aureus isolada de alimentos nao produza toxinas, a sua presenca

indica uma higiene deficiente (Mossel e van Netten, 1990; De Buyser, 1995).

O leite com baixo teor microbiano contém uma proporgéo de micrococos e de
estafilococos muito elevada (76%), uma vez que, nestas condigbes, o
crescimento destes microrganismos é favorecido pela falta de competidores
(Christensen e Overby, 1988; Asperger, 1994).

A flora microbiana vulgar do leite crii € composta por varias bactérias Gram
positivas e Gram negativas que crescem rapidamente. Muitas delas séo
responsaveis pela deterioragcdo dos produtos alimentares muito antes dos
estafilococos atingirem populagbes suficientemente numerosas para
constituirem um risco. Por outro lado, quando submetida a temperaturas de
refrigeracdo, a flora psicrotréfica é favorecida, relativamente aos
estafilococos, crescendo mais faciimente. Os produtos feitos a partir de leite
cri fermentado utilizam as bactérias lacticas que, em virtude da sua
capacidade acidificante, desenvolvem uma actividade antagonista sobre os
estafilococos. Quando estas floras inibidoras n&o existem ou o seu
crescimento esta inibido, aumenta o risco da populagdo de estafilococos
crescer. E o que acontece em leites cris, provenientes de Uberes infectados
mas cuja carga microbiana é leve, ou quando a sua acidificagdo, em
consequéncia da actividade das bactérias lacticas, ocorre lentamente devido
a baixa temperatura ou a presencga de substancias inibidoras, como o sal ou
os antibidticos, ou a infecgdes por bacteri6fagos ou mesmo devido a
producéo de bacteriocinas que inibem as proprias bactérias lacticas (Mossel
e van Netten, 1990; Zottola e Smith, 1991; Asperger, 1994).
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Enterobacteriaceas:

Os géneros que constituem a familia Enterobacteriaceae estéo distribuidos
por toda a parte e encontram-se no solo, agua, plantas, frutas, vegetais e em
quase todos os animais, desde os insectos ao Homem. A importancia de
muitas espécies pertencentes a esta familia deve-se aos prejuizos
resultantes das doencas que causam quer em vegetais quer nos animais e

no Homem (Brenner, 1984).

As enterobactérias sdo consideradas como indicadores de contaminagéo
fecal, ou seja, s&o microrganismos que normaimente habitam o intestino dos
animais e cuja presenca nos alimentos alerta para o risco de neles poderem
estar presentes microrganismos entéricos patogénicos, em consequéncia de
contacto fecal (Catsaras, 1995; Jay, 1994).

Os coliformes contaminam frequentemente o leite cri. Pertencem a familia
Enterobacteriaceae e compreendem essencialmente os géneros Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter. Sao bacilos Gram negativos, aerébios
e anaerobios facultativos, ndo esporulados, capazes de fermentar a lactose
com produgio de gas, em 48 horas, a 32 ou 35°C. Estes microrganismos tem
" um desenvolvimento éptimo a 37°C, possivel entre 10 e 45°C, mas s&o
destruidos pela pasteurizagdo e nao crescem a temperaturas inferiores a
4°C. Nao se verifica crescimento a pH inferior a 4,5 (Walker, 1988; Christen
et al., 1992; Jay, 1992; 1994; Ledford, 1998; White, 1998).

Os coliformes fecais distinguem-se pelo facto de produzirem acido e gas a
44-46°C ou, mais vulgarmente, a 44,5-45,5°C (Jay, 1992; Catsaras, 1995).

Embora possam ser encontrados em ambientes como agua, solo, plantas e
dejectos, vivem essencialmente no intestino do Homem e dos animais
(Brenner, 1984; Christen et al., 1992; Catsaras, 1995), sendo, por isso,
utilizados frequentemente como indicadores de contaminagédo fecal. A sua

presenca ho leite aponta para a existéncia de condigdes higiénicas
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deficientes na ordenha e limpeza imperfeita das instalagcbes e dos
equipamentos utilizados que podem, eventualmente, ter sido contaminados
por estrume, terra e agua. Devido a sua sensibilidade a pasteurizagéo, a
presenca de coliformes no leite pasteurizado revela que esta tera sido
realizada inadequadamente ou que tera havido contaminagdo poés-
processamento (Walker, 1988; Jay, 1992; Monsallier, 1994; Ledford, 1998).

Quando presentes em grande numero no leite, os coliformes podem
fermentar a lactose, com produgéo de gas, causando, nos queijos, o defeito
conhecido por ‘“inchago precoce”. Sdo também responsaveis pelo
aparecimento de defeitos de sabor como a sujo, a remédio, fecal, amargo,
gorduroso e, ocasionalmente, podem produzir pigmentos (Walker, 1988;
Monsallier, 1994; Richard e Desmazeud, 1997).

l.eveduras e bolores:

O leite fresco raramente contém leveduras e bolores mas estes grupos séao
comuns no ambiente, particularmente no ar, alterando grande nimero de
produtos lacteos (Walker, 1988).

A grande maioria das leveduras prolifera numa gama de temperaturas de 0 a
45°C e é classificada como mesdéfila, uma vez que a temperatura 6ptima de
crescimento se situa entre os 25 e os 30°C. Outras tém temperaturas
optimas de crescimento abaixo de 20°C, sendo, por isso, consideradas
psicrotroficas. As leveduras terméfilas, raras e encontradas principalmente no
tracto digestivo dos ruminantes, crescem acima dos 20°C, com temperaturas
maximas de 46 a 48°C. Também as leveduras sal- e agucar-tolerantes séao
capazes de crescer a 40°C, mas apenas em meio salino (Deak, 1991;
Tokuoka, 1993; Bouix e Leveau, 1995).

Em geral, as leveduras ndo competem bem com a flora bacteriana, excepto

quando as condigbes ambientais afectam a actividade bacteriana, como por
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exemplo, quando os niveis de agticar ou de sal séo elevados ou o alimento &
acido (Walker, 1988; Loureiro e Ferreira, 1992; Bouix e Leveau, 1995).
Também crescem dificilmente em leites refrigerados, em consequéncia da
competicdo desenvolvida pelas bactérias psicrotroficas, com crescimento
muito rapido (Fleet e Mian, 1987).

As leveduras toleram valores de a,, mais baixos que as bactérias (Jay, 1992;
ICMSF, 1993). As dos géneros Zygosaccharomyces e Schizosaccharomyces
e as espécies Debaryomyces hansenii, Hansenula anomala, Pichia
membranefaciens, Candida famata e Torulaspora delbrueckii, entre outras,
sdo xerotolerantes, tolerando valores de a,, muito baixos (Jay, 1992; Loureiro
e Ferreira, 1992; ICMSF, 1993; Tokuoka, 1993; Bouix e Leveau, 1995).

As leveduras sdo aerobias estritas (Rhodotorula, Debaryomyces, algumas
Hansenula e Pichia) ou anaer6bias facultativas. Entre estas dltimas,
Saccharomyces, Schizosaccharomyces e algumas Torulopsis preferem um
metabolismo fermentativo, mesmo em preseng¢a de oxigénio. Por outro lado,
Candida, Kluyveromyces, a maioria de Pichia e Hansenula e parte de
Torulopsis realizam um metabolismo respiratério em presenga de oxigénio

(Bouix e Levaeu, 1995).

Toleram uma gama vasta de pH proliferando facilmente entre 2,4 e 86 e
suportando valores de 1,3 a 1,7, situando-se o seu pH 6ptimo de crescimento
entre 4,5 e 6,5 (Deak, 1991; Jay, 1992; Loureiro e Ferreira, 1992; ICMSF,
1993; Bouix e Leveau, 1995). Apesar da membrana das células das
leveduras ser praticamente impermeavel aos ides H* e OH’, o que lhes
permite suportar os valores extremos de pH, a forma nado dissociada dos
acidos organicos desenvolve uma forte ac¢ao inibidora, embora tal dependa

do pH do meio (Bouix e Leveau, 1995).

De um modo geral, as leveduras utilizam glucose e frutose como fontes de
energia e de carbono. Algumas utilizam acidos organicos, sendo

responsaveis por um aumento do pH do meio que favorece o crescimento
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bacteriano, bem como a actividade de lipases e proteases. O azoto orgéanico
ndo é necessario para o metabolismo das leveduras que sdo capazes de
crescer com aménia como Unica fonte de azoto. No entanto, dispdem de
proteases e diversas peptidases (aminopeptidases, carboxipeptidases, di- e
tripeptidases) e possuem também lipases e esterases, que lhes permitem
usar a proteina e a gordura do leite. Degradam ainda amino-acidos e acidos
gordos (Loureiro e Ferreira, 1982; Choisy et al., 1997b).

As leveduras podem ser encontradas na maioria dos habitats naturais, como
no solo, nas plantas, nos animais e na agua doce e salgada, que constituem
as principais fontes de contaminagcdo dos alimentos (Deak, 1991).
Frequentemente surgem em frutas e vegetais ricos em agucares facilmente
assimilaveis, que sao particularmente vulneraveis a deterioracido por
leveduras (Bouix e Leveau, 1995). Os insectos sdo os vectores mais

importantes da sua disseminagao na natureza (Deak, 1991).

Embora o leite cra esteja sujeito a muitas fontes de contaminagdo ambiental
de leveduras, tal ndo acontece com leite pasteurizado. A ocorréncia de
leveduras no leite pasteurizado pode ter origem na contaminagdo pos-
-processamento mas a elevada frequéncia desta situacdo sugere que
possam ter alguma tolerancia para o processo de pasteurizagdo, o que ainda
néo foi confirmado (Fleet, 1990; Deak, 1991).

Em salde publica, o significado da presenga das leveduras nos alimentos
tem sido considerado, pela maioria das autoridades sanitarias, como menor e
até negligenciavel, uma vez que as poucas espécies patogénicas (Candida
albicans e Cryptococcus neoformans) nao sao transmitidas através dos
alimentos. Contudo,' registaram-se casos em que se suspeitou que as
leveduras foram causa de intoxicagdo alimentar e estiveram envolvidas em

reaccdes alérgicas nos consumidores (Fleet, 1990).

Por outro lado, apesar de ndo patogénicas, o seu desenvolvimento pode

levar a deterioracdo dos produtos, principalmente dos produtos lacteos
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fermentados, cujo pH acido favorece a sua proliferacéao, causando alteragdes
de aspecto (turvagao, opado das embalagens) e o aparecimento de cheiros e

sabores anormais (Rohm et al., 1992; Bouix e Leveau, 1995).

As leveduras estdo presentes no leite cri em populagbes consideradas
insignificantes, ou seja menos de 10° células por mililitro, podendo
ocasionalmente chegar a 10* células por mililitro. No leite sob refrigeragéo,
estes valores s3o rapidamente ultrapassados pelos das bactérias
psicrotréficas mas, quando o crescimento bacteriano € inibido por antibiéticos
residuais, pode verificar-se a sua proliferagdo (Fleet e Mian, 1987; Fleet,
1990).

Apesar da sua fraca expressdo no leite, as leveduras s&o importantes na
industria lactea por desempenharem um papel relevante e benéfico no
fabrico de certos produtos fermentados e na maturagdo de certos queijos
(Déak, 1991).

As leveduras presentes nos produtos lacteos caracterizam-se pela sua
capacidade em fermentar ou assimilar a lactose, produzir enzimas
extracelulares proteoliticos e lipoliticos, assimilar os acidos lactico e citrico,
crescer a baixas temperaturas e tolerar concentragées elevadas de sal (Fleet,
1990).

Debaryomyces hansenii e Kluyveromyces marxianus bem como 0s seus
equivalentes asporogéneos Candida famata e C. kefyr, respectivamente, séo
consideradas como as leveduras mais frequentes em produtos lacteos. As
estirpes de ambas as espécies tem capacidades variaveis para produzir
enzimas proteoliticos e lipoliticos e, portanto, para metabolizarem a proteina
e a gordura do leite mas D. hansenii tem boa tolerancia ao sal, principal
ingrediente usado na manufactura de alguns queijos, e K. marxianus é
conhecido pela sua propriedade de produzir p-galactosidase e,
consequentemente, poder fermentar ou assimilar a lactose, principal glucido
do leite (Fleet e Mian, 1987; Fleet, 1990).
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Saccharomyces cerevisiae e Candida famata tém capacidade para utilizar o
acido lactico presente no meio e que ndao é metabolizado pelas outras
espécies (Fleet e Mian, 1987). O seu crescimento pode determinar um
aumento no pH até a neutralidade permitindo o crescimento de bactérias
como Pseudomonas ou outras responsaveis ou nao pela deterioragdo do

produto (Jay, 1992).

Frequentemente estdo presentes no leite cri leveduras pigmentadas do
género Rhodotorula. Também se isolaram, por ordem decrescente de
frequéncia, Candida famata, Kluyveromyces marxianus, C. diffluens
Cryptococcus flavus e C. blankii, provavelmente devido a sua capacidade em
produzir proteases e lipases extracelulares e crescer a temperaturas de cerca
de 5°C (Fleet e Mian, 1987, Fleet, 1990). Para Deak (1991), Cryptococcus
curvatus foi isolada mais frequentemente, seguida de Geotrichum candidum
e Debaryomyces hansenii. Menos frequentes foram Pichia membranefaciens,

Yarrowia lipolytica e Kluyveromyces marxianus.

Microrganismos responsaveis por alteragées de origem alimentar:

Sendo o leite um bom meio de crescimento para muitas espécies
bacterianas, pode constituir o habitat de espécies que representam um risco

para a saude publica.

As perturbagbes ou doengas de origem alimentar resultam directamente do
crescimento e sobrevivéncia de microrganismos indesejaveis no alimento e
que, de acordo com Zottola e Smith (1993), podem ser classificadas em
intoxicagoes, infecgdes ou toxinfecgdes alimentares.

As intoxicacdes alimentares sdo causadas pela ingestdo de um alimento que
contém uma toxina produzida durante o crescimento microbiano, ndo sendo
necessaria, no momento do consumo, a presenca do microrganismo viavel,
no alimento. Clostridium botulinum e Staphylococcus aureus sé&o
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microrganismos que podem ser responsaveis por intoxicagées alimentares
(Zottola e Smith, 1993; Burguess et al., 1994).

As infecgbes alimentares devem-se ao consumo de alimentos que contém
bactérias patogénicas. E essencial a ingestdo de microrganismos viaveis e é
necessario que estes tenham capacidade para colonizar o tracto
gastrintestinal, crescer e danificar os tecidos de um hospedeiro susceptivel a
sua acgdo. O microrganismo tem que estar presente no alimento, que
oferecera as condicbes adequadas para o seu crescimento, embora este
possa ou ndo ocorrer. O numero de microrganismos envolvidos nas
infeccdes alimentares € geralmente baixo e o0s microrganismos mais
frequentemente envolvidos nestas situagbes pertencem aos géneros
Brucella, Campylobacter, Listeria, Salmonella, Shigella e Yersinia (Zottola e

Smith, 1993; Burguess et al., 1994).

As toxinfeccOes alimentares sdo essencialmente uma combinagdo de
intoxicagdo e de infecgdo alimentares. E necessaria a ingestdo de um
alimento que oferega condicdes favoraveis ao crescimento de
microrganismos de modo a que sejam ingeridos em numeros elevados. Para
que surja a perturbagdo, as bactérias continuam a crescer no intestino,
libertando a toxina, devendo o hospedeiro ser susceptivel a sua accéo.
Nestas situagcdes podem estar implicados Clostridium perfringens, Vibrio

cholerae e Escherichia coli enterotoxigénica (Zottola e Smith, 1993).

As bactérias patogénicas que se podem encontrar no leite podem ter origem
nas infecgbes mamarias, mas o ambiente (solo, camas, dejectos e agua) e o
proprio homem séo fontes de contaminagéo consideraveis. Duma maneira
geral, a refrigeracao do leite atrasa o seu crescimento mas nao as destroi. Os
tratamentos pelo calor, bem conduzidos, sdo normalmente eficazes na
eliminagdo da maioria dos microrganismos, a excep¢do de certos
microrganismos esporulados termoresistentes e de algumas toxinas

termoestaveis (Monsallier, 1994).
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Apesar da inegavel importancia da presenca destes microrganismos no leite
e produtos lacteos, apenas prestaremos alguma atengéo aqueles que foram
estudados no ambito deste trabalho, ou seja, Staphylococcus aureus,

Brucella spp., Listeria monocytogenes e Salmonella spp.

Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus e outras espécies estafilococicas produtoras de
enterotoxinas s&o, provavelmente, a causa principal de perturbagbes de
origem alimentar no mundo, apesar da incidéncia relativa nos varios paises
variar substancialmente, dependendo do local geografico e dos habitos
alimentares (Mossel e van Netten, 1990; Gilmour e Harvey, 1990; Asperger,
1994).

A intoxicagcdo estafilococica resulta da ingestdo de alimentos contendo
enterotoxinas termoestaveis pré-formadas por Staph. aureus, sendo
frequentemente os produtos lacteos, nomeadamente leite crd e queijos, o

veiculo destas enterotoxinas (Martin € Myers, 1994; Ryser, 1998).

Algumas estirpes de Staph. intermedius, Staph. hyicus e Staph.
chromogenes sao também capazes de produzir enterotoxinas mas, em geral,
a espécie mais frequentemente envolvida em surtos de intoxicagédo alimentar

é Staph. aureus (Gilmour e Harvey, 1990).

Staphylococcus aureus pertence ao género Sfaphylococcus cujas
caracteristicas gerais foram referidas anteriormente. A principal caracteristica
que permite diferenciar esta espécie de outros estafilococos e que tem sido
correlacionada com a produgéo de enterotoxinas € a produgdo de
coagulases e de termonucleases (TNases), embora outras espécies, Staph.
intermedius e Staph. hyicus, também sejam coagulase e TNase positivas
(Kloss e Schleifer,1986; Jay, 1992; Asperger, 1994; De Buyser, 1995; Ryser,
1998).
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Staphylococcus aureus é um contaminante vulgar do leite cri, dado que além
de estar presente na pele e mucosas dos animais e poder ser encontrado no
equipamento de ordenha, € um dos agentes etiologicos de mamites nos
efectivos leiteiros (Asperger, 1994; Letondeur-Lafarge e Lahellec, 1997;
Ryser, 1998).

Frequentemente, a contaminagéo do leite por Staph. aureus tem origem no
Homem pois as fossas nasais e as vias respiratérias superiores constituem
um importante reservatério desta bactéria. A partir destas zonas, pode ser
disseminada para o resto do corpo, nomeadamente pele das maos, bragos e
rosto, e para o ambiente. Sdo também fontes importantes de Staph. aureus
as infeccbes dermoepidérmicas que contém concentragdes localizadas e
muito elevadas de microrganismos patogénicos, muitas vezes em cultura
pura (Gilmour e Harvey, 1990; Mossel e van Netten, 1990; Jay, 1992;
Asperger, 1994; Burguess et al., 1994; Letondeur-Lafarge e Lahellec, 1997)

Assim, a presenca de Staphylococcus aureus no leite pode constituir um
indicador da contaminacao do ubere do animal produtor, principal fonte deste
microrganismo, e da pele e vias respiratérias superiores dos manipuladores
do produto, revelando praticas pouco higiénicas (Mossel e van Netten, 1990;
Asperger, 1994).

As intoxicacbes alimentares por estafilococos surgem 1 a 6 horas apés o
consumo de alimentos em que ocorreu a multiplicacdo de Staph. aureus e a
producdo de enterotoxinas. Estas sado resistentes a maioria das enzimas
proteoliticas e a pH 2,0, o que lhes permite atravessar o tracto digestivo sem
perda de actividade. Sao termoresistentes e, embora os microrganismos
sejam rapidamente destruidos por pasteurizagdo, as enterotoxinas ndao sao
facilmente inactivadas nem mesmo durante a confecgdo de alimentos.
Dependendo da enterotoxina considerada, a sua produgdo ocorre na fase
logaritmica de crescimento ou no inicio da fase estacionaria (Kloss e
Schieifer, 1986; Jay, 1992; Asperger, 1994; Ryser, 1998).
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A enterotoxigénese é especialmente afectada pela temperatura, pH, aw e
presenca de oxigénio, sendo o intervalo de valores destes parametros mais
estreito para a produgdo de enterotoxinas que para o crescimento do
microrganismo. Apesar de se observar crescimento a 10°C, a produgéo de
enterotoxinas s6 ocorre com temperaturas superiores a 15°C e a pH superior
a 5,0, sendo o pH optmo de 6,5 a 7,5. Ao contrario de muitos
microrganismos patogénicos, Staph. aureus pode crescer com valores de ay
de 0,83, em presenca de 20% de NaCl, embora s6 produza enterotoxinas
com valores superiores a 0,86. As condigcbes aerobias parecem favorecer a
producdo de enterotoxinas. Embora a bactéria se possa multiplicar em
condigbes de anaerobiose, a sua populagdo nao atinge a dimensédo da que
cresce em aerobiose (Mossel e van Netten, 1990; Jay, 1992; Asperger, 1994,
Martin e Myers, 1994; Ryser, 1998).

A presenca de flora competidora também influencia o crescimento e
producdo de enterotoxinas que, nestas circunstancias sado, geralmente,
fracos (Jay, 1992; Ryser, 1998).

Staphylococcus aureus nao compete bem com a flora natural da maior parte
dos alimentos, principalmente dos que tem uma elevada populagéo de
bactérias lacticas, cuja actividade acidificante e/ou a produgéo de
substancias inibidoras, nomeadamente bacteriocinas, inibe o0 seu
crescimento (Jay, 1992; Asperger, 1994). Também revela uma certa
incapacidade em competir com a flora psicrotréfica, em alimentos
refrigerados e congelados. As temperaturas favoraveis ao seu crescimento
também o séo para os psicrotréficos que se multiplicam mais rapidamente e
exercem os seus efeitos antagonistas quer competindo pelos nutrientes quer
modificando as condigbes ambientais. Entre os antagonistas incluem-se
Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas, Staph. epidermidis,
enterobacteriaceas, lactobacilaceas, enterococos e outros, cuja proliferagéo,
geralmente, causa alteragdes nos produtos, facilmente detectadas antes de
Staph. aureus atingir populagdes suficientes para a produgao de quantidades

de enterotoxinas clinicamente significativas (105-106 microrganismos/g de
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alimento (Mossel e van Netten, 1990; Jay, 1992; Asperger, 1994; Burguess et
al., 1994; De Buyser, 1995).

Mas em alimentos com a,, 0,95 ou inferior, 0s microrganismos responsaveis
pela deterioragdo ndo crescem e os estafilococos podem proliferar
liviemente, a ndo ser que a temperatura dificulte o seu crescimento. E por
isso que os alimentos com baixa a, sdo responsaveis por muitos surtos de
intoxicagdo por enterotoxinas estafilocécicas (Mossel e van Netten, 1990;
Asperger, 1994).

Uma vez que néo é possivel eliminar totalmente a contaminagéo do leite por
Staph. aureus, dada a sua elevada disseminagao, o controlo da intoxicagéao
estafilococica assenta, principalmente, na limitacdo do nivel da contaminagéo
inicial, através da aplicagdo de rigorosas medidas de higiene, e na inibicdo do
crescimento destes microrganismos nos alimentos. O rastreio de mamites,
associado a melhoramentos na manipulagdo e conservagdo do leite,
nomeadamente evitando temperaturas superiores a 10°C, diminuem bastante
o risco de intoxicagdo. A actividade das culturas de arranque durante a
fermentacdo dos produtos lacteos é também um importante factor no
controlo da populagdo de Staph. aureus (Mossel e van Netten, 1990; Jay,
1992; Asperger, 1994; Ryser, 1998).

Brucella spp.:

A brucelose, também designada por Febre de Malta, Febre Mediterranica ou
Febre Ondulante, constitui uma importante antropozoonose, devido a
frequéncia e gravidade de casos humanos adquiridos directa ou
indirectamente a partir dos animais e dos seus produtos. Prevalece nos
paises da regido Mediterrénica e da Peninsula Arabica, podendo afectar
numerosas espécies de animais domésticos e silvestres (ndo sé ruminantes
mas também suinos, carnivoros, equideos, leporideos e roedores) (Garin-
-Bastuji e Verger, 1994; Halling e Young, 1994; Ryser, 1998).
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Nas espécies pecuarias é responsavel por elevadas perdas econdmicas,
devido a perturba¢des reprodutivas, nomeadamente abortos, infertilidade e
quebras na produgdo de leite, além de depreciar o valor comercial dos
animais provenientes de efectivos infectados. Na espécie humana, esta
frequentemente ligada as populagées rurais e a exploragéo animal, atingindo
frequentemente pastores, médicos-veterinarios, técnicos de laboratério,
pessoal de matadouros e outros que trabalham com animais e seus produtos
(Garin-Bastuji e Verger, 1994; Halling e Young, 1994).

As bactérias do género Brucella distribuem-se por seis espécies: Brucella
abortus, Br. melitensis, Br. suis, Br. ovis, Br. canis e Br. neotomae, com
grande semelthanca genética, permitindo que seja considerada a existéncia
de uma uUnica espécie dentro do género. Contudo, dadas as diferentes
propriedades bioquimicas, culturais e patogénicas, correlacionadas com a
especificidade do hospedeiro, do ponto de vista epidemiologico, é relevante a
diviséo entre espécies. Br. abortus e Br. melitensis s&o, de entre as espécies
isoladas de animais domésticos, as mais disseminadas, sendo a uitima
especialmente patogénica para o Homem (Corbel e Brinley-Morgan, 1984;
Garin-Bastuji e Verger, 1994; Ryser, 1998).

Séao cocobacilos ou pequenos bacilos Gram negativos, aerdbios, iméveis,
n&o esporulados, encontrados isolados, em pares ou em cadeias curtas. Sdo
capazes de crescer aerobicamente, entre 10 e 40°C, com crescimento
6ptimo a 37°C, embora algumas estirpes necessitem de cerca de 5 a 10% de
CO,. O pH de crescimento é de 6,6 a 7,4, sendo o 6ptimo de 6,8. Toleram
uma concentragédo maxima de NaCl de 1% e sdo nutricionalmente exigentes,
requerendo varios amino-acidos e vitaminas e, ocasionalmente, soro
sanguineo. Reduzem os nitratos a nitritos, sdo sempre catalase positivo mas
oxidase variavel e ndo evidenciam capacidade para acidificar os meios de
aglicares em testes convencionais (Corbel e Brinley-Morgan, 1984; Garin-
-Bastuji e Verger, 1994; Halling e Young, 1994; Ryser, 1998).
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Os principais reservatorios de infec¢do para a espécie humana sao os ovinos
e caprinos (Br. melitensis), os bovinos e os bufalos (Br. abortus) e os suinos
(Br. suis), sendo a sua susceptibilidade variavel e dependente do estado
reprodutivo. A brucelose é essencialmente uma doenga da maturidade
sexual e da gestagdo. Em animais gestantes manifesta-se, geraimente, pelo
aborto e nos ndo gestantes pode manter-se latente por longos periodos,
dependendo da sua idade e resisténcia (Garin-Bastuji e Verger, 1994; Halling
e Young, 1994).

As principais fontes de contaminacdo do meio ambiente (camas, estrumes,
solo, pastagens e utensilios) sdo as secre¢des Utero-vaginais, o feto e seus
invélucros e o liquido amniético, provenientes do aborto ou do parto normal e
o leite de animais infectados, que podem conter quantidades elevadas de
Brucella (Garin-Bastuji e Verger, 1994).

As vias de infeccdo mais comuns sdo, geralmente, a oral, através da
ingestao de alimentos contaminados, e a conjuntival, mas a pele lesionada
também pode constituir uma porta de entrada importante. A transmissao
indirecta, através de utensilios contaminados ou de animais vectores
(insectos, roedores, caes) contribuem para manter a cadeia de infecgdo
(Garin-Bastuji e Verger, 1994).

Assim, a brucelose é transmitida ao Homem, principaimente, por via
alimentar, pela ingestao de leite cri e seus derivados, em particular produtos
lacteos frescos, e pelo consumo de carne crua e certos produtos carneos,
provenientes de animais infectados, ou por contacto directo, através da pele
ou mucosas (Garin-Bastuji e Verger, 1994; Halling e Young, 1994; Ryser,
1998).

Apesar de ser um parasita intracelular, Brucella spp. demonstra alguma
capacidade para resistir fora do seu hospedeiro, quando o pH, a temperatura,
a humidade e as condicdes de luminosidade lhe sao favoraveis. Para valores

de pH superiores a 4, temperatura baixa, elevada humidade e auséncia de

65



Microbiologia do Leite

luz directa, a bactéria pode sobreviver, durante varios meses na agua, solo,
fetos abortados e membranas fetais, fezes, dejectos liquidos, 1a, feno,
carcacas de animais, instalacbes, equipamento e roupa. Em presencga de
material organico, suporta a secagem, permanecendo viavel no p6é e no solo,
sendo a sua sobrevivéncia prolongada a baixas temperaturas, especialmente
a temperaturas de refrigeragdo. No entanto, a pasteurizacdo destroi
eficazmente este microrganismo e os desinfectantes vulgares, exceptuando
os compostos de amoénio quaternario, em concentragées apropriadas,
também a inactivam (Garin-Bastuji e Verger, 1994; Halling e Young, 1994;
Ryser, 1998).

A actividade bioldgica de outros microrganismos também influencia a sua
sobrevivéncia pois embora se possa rhanter durante varios meses no leite
estérii apés inoculagdo, morre em dez dias em leite naturalmente
contaminado. Por outro lado, submetida a 25-37°C neste produto, as
popula¢cdes de Brucella spp. decrescem acentuadamente em 2 a 3 dias, mas
sobrevivem 42 e 800 dias se for mantido a 4°C e -40°C, respectivamente
(Halling e Young, 1994; Ryser, 1998).

Os surtos de brucelose humana estdo principalmente relacionados com o
consumo de leite crii proveniente de animais infectados, especialmente de
ovinos e caprinos. A sua prevengao baseia-se na eliminagdo da doenga dos
efectivos, através da aplicacdo de programas de erradicagdo eficazes, na
pasteurizacdo do leite e na maturacdo, pelo menos durante 60 dias, dos
queijos que legalmente podem ser fabricados com leite cri. O risco de
contrair brucelose é especialmente elevado em paises onde a doenca é
endémica, pela ingestédo de leite ndo pasteurizado e derivados fabricados a

partir desta matéria-prima (Halling e Young, 1994; Ryser, 1998).
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Listeria monocytogenes:

Listeria monocytogenes & o agente causal de listeriose em humanos e
animais. Atingindo principalmente individuos cujo sistema imunitario se
encontra alterado, esta doenca é responsavel, nas mulheres gravidas, por
abortos, partos prematuros ou nados-mortos e nos recém-nascidos e nos
adultos imunodeprimidos causa meningites, encefalites e septicémias, com
elevadas taxas de mortalidade (Farber e Peterkin, 1991; Catteau, 1995b;
Letondeur-Lafarge e Lahellec, 1997; Ryser, 1998).

De entre os mamiferos domésticos, os ovinos, os caprinos e os bovinos sdo
os mais frequentemente atingidos por L. monocytogenes que provoca
abortos, encefalites e, mais raramente, mamites (Donnelly, 1994; Ryser,
1998)

O género Listeria, que inicialmente foi descrito como uma Unica espécie,
Listeria monocytogenes, actualmente é constituido por sete espécies
distribuidas por dois ramos: um deles inclui Listeria monocytogenes, L.
innocua, L. ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri, e o outro, L. grayi e L. murrayi.
Em Listeria monocytogenes e espécies relacionadas identificaram-se
dezasseis serovariedades enquanto que L. grayi e L. murrayi séo
antigenicamente idénticas, embora diferentes das outras espécies (Farber e
Peterkin, 1991; Jay, 1992; Catteau, 1995b).

Sao bacilos Gram positivos, pequenos, regulares, de bordos arredondados,
nado capsulados e nao esporulados. Podem aparecer isolados, em pequenas
cadeias, em disposicdo paralela ou em V. Com dois cilios de implantagdo
peritrica, sdo moéveis entre 20 e 25°C e, quando observados entre lamina e
lamela, mostram movimentos de rotagédo “em cambalhota” (Seeliger e Jones,
1986; Donnelly, 1994; Prentice, 1994; Catteau, 1995b; Letondeur-Lafarge e
Lahellec, 1997; Ryser, 1998).
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Sao aerdbios e anaerdbios facultativos, evidenciando, por isso, maior
crescimento sob baixos teores de oxigénio. Sdo catalase positivo e oxidase
negativo e fermentam alguns acglcares, com producdo de acido lactico
(Seeliger e Jones, 1986; Jay, 1992; Donnelly, 1994; Catteau, 1995b).

Uma das caracteristicas importantes das bactérias do género Listeria é a sua
capacidade de crescimento num largo espectro de condigdes culturais, sendo
L. monocytogenes invulgarmente tolerante a ambientes extremos. Crescem
facilmente em meios de cultura usuais, demonstrando um crescimento
exuberante em meios enriquecidos com glucose, soro ou sangue

evidenciando, nestes ultimos, alguma hemdlise (Jay, 1992; Guerra, 1995).

Geralmente consideradas mesofilas, uma vez que a temperatura 6ptima de
crescimento se situa entre 30 e 37°C, exibem propriedades psicrotréficas
pois podem multiplicar-se entre 1 e 45°C, podendo algumas estirpes crescer
abaixo de 1°C ou acima de 50°C, embora ndo sobrevivam ao aquecimento a
60°C durante 30 minutos (Seeliger e Jones, 1986; Jay, 1992; Letondeur-
-Lafarge e Lahellec, 1997; Ryser, 1998).

O pH éptimo de crescimento, de 6 a 9, situa-se proximo da neutralidade ou é
levemente alcalino, mas também é possivel o crescimento entre 4,3 e 10. Tal
como acontece com outras bactérias, o pH minimo de crescimento depende
de varios factores, entre eles a temperatura de incubagéo, a composi¢ao do
substrato de crescimento, a a, e a presenca e concentracido de NaCl e de
outros sais e inibidores (Seeliger e Jones, 1986; Jay, 1992; Letondeur-
-Lafarge e Lahellec, 1997; Ryser, 1998).

Listeria monocytogenes é sensivel aos acidos, sendo o seu crescimento
influenciado pelo pH do meio, pelo tipo de acido utilizado e também pela
temperatura a que esta sujeita. Assim, para valores de pH mais elevados, o
acido lactico € mais inibidor que o acido acético, observando-se o inverso
quando o pH é mais baixo. Para o mesmo valor de pH acido, a actividade
antimicrobiana do acido acético € a mais acentuada, seguindo-se, por ordem
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decrescente, a dos acidos lactico, citrico, malico e cloridrico. Considerando o
mesmo valor de pH e o0 mesmo acido, a sua eficacia € maior a medida que a
temperatura diminui (Pearson e Marth, 1990; Farber e Peterkin, 1991; El-
-Shenawy e Marth, 1992; Jay, 1992; Buchanan et al., 1993).

Contudo, a resisténcia desta espécie a pH acido pode estar
significativamente aumentada quando exposta a valores de pH sub-letais,
como os que se registam em alimentos naturalmente acidicos ou modificados
pela acgdo de acidos organicos utilizados para a sua conservagao (Datta e
Benjamin, 1997).

E halotolerante, uma vez que sobrevive em meios com elevadas
concentragbes de sal (10% NacCl). Durante curtos periodos de tempo, L.
monocytogenes tolera teores de cerca de 20% de NaCl (a, 0,86), pode
permanecer viavel ap6s um ano, em 16% de NaCl (a, 0,90) e sobreviver,
durante 4 meses, em solugéo refrigerada de salmoura a 25,5% de NaCl. O
valor 6ptimo de ay, € de 0,97 e sobrevive a 0,92 (10% de NaCl), considerado
como valor minimo tolerado por esta espécie (Seeliger e Jones, 1986; Jay,
1992; Prentice, 1994; Letondeur-Lafarge e Lahellec, 1997; Ryser, 1998).

Quando os outros parametros de crescimento sdo favoraveis, L.
monocytogenes é capaz de crescer a pH 5 ou a a, 0,94 ou a temperatura de
1°C (Catteau, 1995b)

Algumas estirpes de L. monocytogenes s&o B-hemoliticas, exibindo uma
hemolise acentuada no teste CAMP com Staph. aureus (Seeliger e Jones,

1986) e com Corynebacterium equi (Mc Kellar, 1994).

Listeria monocytogenes ¢é ubiquitaria no meio ambiente e esta
frequentemente associada ao solo, agua, esgotos, vegetacdo e fezes de
varias espécies de aves e mamiferos, incluindo o Homem, que representam

fontes de contaminagdo para uma grande variedade de alimentos e de
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ambientes onde se realiza a sua manipulagdo (Seeliger e Jones, 1986;
Donnelly, 1990; Jay, 1992; Donnelly, 1994; Prentice, 1994, Catteau, 1995b).

Em geral, as bactérias do género Listeria estdo presentes em ambientes
onde existem bactérias lacticas ou corineformes, relacionando-se
frequentemente com produtos lacteos e silagens. Tém sido detectadas em
leite cru, queijo, especialmente pouco maturado, e também em carnes cruas
de porco, aves e vaca, em refeicbes pré-confeccionadas e patés, em
diversos vegetais e saladas como batatas, cenouras, rabanetes, couve-flor,
bréculos, repolho, tomate, alface, aipo e em peixe, moluscos bivalves e
marisco (Farber e Peterkin, 1991; Jay, 1992; Donnelly, 1994; Catteau,
1995b).

A contaminacédo do leite cri pode fazer-se através da glandula mamaria,
devido a excregdo de L. monocytogenes no leite de animais com mamite.
Contudo, com maior frequéncia, é feita a partir do ambiente, designadamente
do solo, da agua, das fezes dos animais portadores ou doentes, das
instalagbes e alojamentos por eles ocupados, das instalagbes e
equipamentos fabris e das maos dos manipuladores de alimentos (Pearson e
Marth, 1990; Kerr et al., 1993; Sanaa et al., 1993; Donnelly, 1994; Prentice,
1994; Sanaa e Ménard, 1994, Letondeur-Lafarge e Lahellec, 1997).

Ao consumirem alimentos contaminados, os animais podem infectar-se,
excretando depois o microrganismo nas fezes. Estas, conspurcando a
superficie do Ubere e tetos, facilmente contaminardo o leite cru, quer
directamente, quer através das maos dos ordenhadores e do equipamento
de ordenha, caso ndo sejam escrupulosamente seguidas as regras de
higiene da ordenha (Sanaa et al., 1993; Donnelly, 1994; Prentice, 1994;
Sanaa e Ménard, 1994, Letondeur-Lafarge e Lahellec, 1997).

A silagem é um dos alimentos que, frequentemente, pode estar contaminado
por L. monocytogenes. A incidéncia desta espécie bacteriana é

especialmente elevada quando é consumida silagem de fraca qualidade,
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principalmente quando a produgéo de 4cido é insuficiente para inibir o seu
crescimento. A correlagdo observada entre o consumo desta forragem e a
ocorréncia listeriose levou a que fosse conhecida como a “doenga da
silagem” (Sanaa et al., 1993; Donnelly, 1994; Prentice, 1994; Sanaa e
Ménard, 1994; Fenlon et al., 1996).

A utilizacdo de dejectos de animais infectados como estrume representa,
também, uma fonte de disseminacdo da bactéria e pode originar infecgées
por L. monocytogenes relacionadas com o consumo de vegetais. Esta
bactéria também foi detectada no ambiente doméstico, homeadamente
cozinhas e frigorificos de individuos que contrairam listeriose (Donnelly,
1994; Prentice, 1994).

De uma maneira geral, a contaminagdo dos produtos alimentares resulta
principalmente de uma contaminagao durante o processamento. Quando L.
monocytogenes contamina uma fabrica pode ai sobreviver e multiplicar-se
expressivamente, especialmente se as condigbes lhes forem favoraveis,
nomeadamente se a temperatura for baixa e se estiver protegida pelos
componentes alimentares (Farber e Peterkin, 1991; Fenlon et al., 1996).

Embora L. monocyltogenes possa suportar as condigcbes minimas de
pasteurizacdo (HTST - 72°C em 16,2s), uma vez que desenvolve alguma
termotolerancia quando, previamente, foi sujeita a temperaturas sub-letais, o
seu numero pode ser significativamente reduzido ou mesmo anulado por este
processo, se realizado nas condi¢cbes habituais, em que a temperatura é
ligeiramente superior. A localizagéo intracelular da bactéria também pode
desempenhar um papel protector permitindo-lhe sobreviver a pasteurizagéo,
embora se torne mais vulneravel se as células do hospedeiro forem
danificadas. Os produtos pasteurizados ndo constituem, portanto, problema
de saude publica, excepto se houver contaminagdo cruzada apés a
pasteurizagao, a partir das instalagées, equipamentos e pessoal das fabricas,
principais fontes de contaminacgéo dos produtos alimentares (Donnelly, 1990;
Pearson e Marth, 1990; Farber et al., 1992; Canillac e Mourey, 1993; Sanaa
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et al., 1993; Donnelly, 1994; Catteau, 1995b; Letondeur-Lafarge e Lahellec,
1997).

Sob o ponto de vista da saude publica, a capacidade de sobrevivéncia desta
espécie a temperaturas baixas € relevante para o leite e produtos lacteos.
Embora a carga microbiana inicial de L. monocytogenes em leite cra
naturalmente contaminado possa ser pequena, pode aumentar
significativamente em poucos dias de armazenamento a baixas temperaturas
(10°C e 8°C). Também é importante o facto de L. monocytogenes ser mais
virulenta quando o seu crescimento ocorre a baixas temperaturas. Por outro
lado, a populagdao de L. monocytogenes que, embora danificada, sobrevive
ao tratamento térmico do leite, provavelmente n&o recupera durante o
periodo de validade do produto, se este for mantido a baixas temperaturas.
Por isso, € importante que o leite seja convenientemente manipulado e
refrigerado a 4°C, com vista a minimizar o crescimento da bactéria e impedir
a sua disseminacdo (Donnelly, 1990; Pearson e Marth, 1990; Jay, 1992;
Meyer e Donnelly, 1992; Sanaa et al., 1993; Prentice, 1994; Ryser, 1998).

Frequentemente, L. monocytogenes é isolada das maos dos manipuladores
de alimentos, verificando-se que esta espécie &€ capaz de ai sobreviver
durante algum tempo promovendo a contaminagéo cruzada dos alimentos a
partir do ambiente. Embora seja dificil determinar a fonte de contaminagéo
precisa de Listeria spp., € provavel que sejam os préprios alimentos, devido a
frequéncia com que o pessoal contacta com produtos cris associada a
praticas incorrectas na lavagem das maos (lavagem pouco cuidada, muito
rapida, sem sabdo, secagem das maos em toalhas sujas, etc.) (Kerr et al.,
1993).

Tem-se verificado que L. monocytogenes é sensivel aos varios produtos
desinfectantes utilizados rotineiramente (compostos de aménio quaternario,
acidos aniodnicos, iodados e clorados), apesar de ser reconhecido que tem
alguma capacidade de recuperar dos danos sub-letais induzidos por estes
compostos. Assim e uma vez mais, se impde o cumprimento de regras de
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higiene convenientes durante a manipulagdo dos alimentos como forma de
limitar a carga microbiana e evitar a acumulagdo de peliculas que,
normaimente, sdo mais resistentes aos desinfectantes que as formas
planctonicas (Mafu et al., 1990; Pearson e Marth, 1990; Krysinski et al., 1992;
Sallan e Donnelly, 1992; Prentice, 1994).

Durante o armazenamento do leite crd a temperaturas de refrigeracéo, o SLP
tem algum efeito bactericida sobre L. monocytogenes, prevenindo o seu
crescimento e reduzindo, significativamente o seu numero. Além disso, a
fracgdo que sobrevive a este efeito torna-se mais susceptivel a destruigdo
térmica, em consequéncia de danos causados nas membranas celulares
(Kamau et al., 1990; Gaya et al., 1991; Zapico et al., 1993; Rodriguez et al.,
1997). |

Assim, a activagdo deste sistema, em conjunto com o processamento
térmico, pode ser um procedimento viavel no controlo do desenvolvimento de
L. monocytogenes em leite cri refrigerado, ao reduzir a resisténcia térmica
desta bactéria, alargando a margem de seguranc¢a do produto em relagédo a
este microrganismo e aumentando a sua durabilidade (Kamau et al., 1990;
Gaya et al., 1991). |

Sob o ponto de vista tecnolégico e de salde publica, L. monocytogenes
estabelece relagées importantes com diversos grupos bacterianos com os
quais partilha nichos ambientais comuns. A actividade proteolitica de
Pseudomonas spp. exerce um papel estimulante do crescimento de L.
monocytogenes (Wenzel e Marth, 1990; Marshall e Schmidt, 1991).

Os produtos do metabolismo das bactérias lacticas - acidos organicos,
peroxido de hidrogénio, bacteriocinas e outras substancias - exercem
frequentemente acgdes antagénicas, inibindo o desenvolvimento de Listeria
monocytogenes. A inibicdo desta bactéria também tem sido atribuida a

deplecgdo de nutrientes provocada pela rapida multiplicagdo das bactérias
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lacticas (Wenzel e Marth, 1990; Motlagh et al., 1991; Tharrington e Sorrells,
1992; Ostling e Lindgren, 1993; Raccach e Geshell, 1993).

No entanto, reconhece-se que os mecanismos antagonicos exercidos pelas
bactérias lacticas reduzem a populagio de L. monocytogenes, mas podem
ndo a eliminar completamente, sendo primordial a prevengédo da
contaminagéo dos produtos através de estritas medidas higiénicas (Wenzel e
Marth, 1990).

Lactococcus lactis subsp. lactis € um bom inibidor de L. monocytogenes por
ser um grande produtor de acido. Outros microrganismos como Pediococcus
acidilactici e P. pentosaceus também s&o responsaveis pela inibicdo de
populagcées de L. monocytogenes ndo s6 a custa do &cido que produzem
mas também do peroxido de hidrogénio, do diacetil e das bacteriocinas que
podem actuar separadamente ou em associagdo (Abdalla et al., 1993;
Raccach e Geshell, 1993).

Determinadas bacteriocinas produzidas pelas bactérias lacticas actuam
contra L. monocytogenes, bactéria filogeneticamente préxima daquelas.
Segundo Héchard et al. (1993), & excepgdo da nisina, produzida por
Lactococcus lactis subsp. lactis e da sakacina A, produzida pelo Lactobacillus
sakei, todas as bacteriocinas contra Listeria spp. caracterizadas na literatura
sédo produzidas por Pediococcus (pediocinas) ou Leuconostoc (leucocinas e
mesentericinas) que, dadas as caracteristicas comuns que partilham,

provavelmente, fazem parte de uma mesma familia de proteinas.

Mas também tem sido atribuida a varias estirpes de Enferococcus faecium e
Ent. faecalis presentes em diversos sistemas alimentares, a capacidade de
produzirem bacteriocinas, geralmente designadas por enterocinas, que
exibem efeitos bactericidas sobre L. monocytogenes (Farias et al., 1994,
Tarelli et al.,, 1994; Ennahar et al., 1998).

74



Microbiologia do Leite

Tal como a maioria das bacteriocinas, ndo evidenciam efeitos liticos mas
alteram a permeabilidade da membrana bacteriana, causando o efluxo de
ibes intracelulares e, consequentemente, a despolimerizagdo da membrana
celular e dissipagdo da PMF das células sensiveis (Christensen e Hutkins,
1992; Ennahar et al., 1998).

Em geral, as enterocinas tem um espectro de actividade muito estreito, o que
constitui uma vantagem, na medida em que demonstra uma certa
selectividade, inibindo as células de L. monocytogenes e nao afectando as
bactérias lacticas. Esta caracteristica torna particularmente (til e promissora
a sua utilizacdo em sistemas alimentares em que as fermentagbes devem
ocorrer livremente mas onde L. monocytogenes deve ser inibida. Por outro
lado, actuam rapidamente, induzindo a morte das células susceptiveis.
Suportam grandes variagbes de pH e, embora sensiveis a enzimas
proteoliticas, séo resistentes aos agentes coagulantes (Parente e Hill, 1992b;
Villani et al., 1993; Farias et al., 1994; Giraffa et al., 1994; Tarelli et al., 1994;
Ennahar et al., 1998).

A capacidade de actuarem com valores de pH acido e com temperaturas
como as que sao utilizadas durante a maturagdo do queijo bem como a sua
resisténcia & accdo do coalho é também importante quando sdo utilizadas
neste produto, conferindo-lhe uma boa protecgdo contra L. monocytogenes
durante a maturacéo, sem alterar o processo de manufactura (Parente e Hill,
1992c¢; Giraffa et al., 1994; Tarelli et al., 1994; Ennahar et al., 1998).

Outras bacteriocinas como a bavaricina, produzida pelo Lactobacillus
bavaricus e Lb. sakei (Larsen e Ngrrung, 1993; Kaiser e Montville, 1996) e a
piscicolina, produzida pelo Camobacterium piscicola (Wan et al., 1997)

também revelaram actividade anti-Listeria.

inicialmente, L. monocytogenes foi reconhecida como patogénica para os
animais e suspeitava-se que o Homem contraia a doenca por contacto

directo com eles. Actualmente, considera-se que a disseminagéo da doenga
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animal a animal é excepcional e sabe-se que é contraida oralmente, tendo
sido sugerido o ciclo: animal infectado, excregéo de L. monocytogenes nas
fezes e na urina, contaminagdo do solo, crescimento em condi¢gbes
favoraveis, por exemplo em silagem de fraca qualidade, e infecgéo pelo
consumo de alimentos contaminados, constituindo, o tubo digestivo, uma
importante via de entrada e saida da bactéria (Donnelly, 1994; Prentice,
1994).

Apesar de surgirem alguns surtos, devido ao consumo de produtos
alimentares contaminados, a listeriose ocorre principalmente em casos
esporadicos (Farber e Peterkin, 1991; Sanaa et al., 1993; Donnelly, 1994).
Devido a sua larga distribuicio no ambiente, o Homem contacta
frequentemente com Listeria monocytogenes, o que é confirmado pela
frequéncia com que este microrganismo é detectado nas fezes de humanos
saudaveis ndo sendo, por isso, a sua presenga indicativa de infecgao (Farber
e Peterkin, 1991; Donnelly, 1994).

A simples exposicdo ao microrganismo nao determina a infecgdo. No Homem
e, provavelmente nos animais, a listeriose apresenta-se como uma infecgéao
oportunista, que pode causar casos graves. Estas infecgées surgem quando
ha alteragdo nos mecanismos de defesa, principalmente déficit de imunidade
celular, provavelmente porque esta bactéria se pode multiplicar no interior
das células (Farber e Peterkin, 1991; Donnelly, 1994; Ryser, 1998).

Assim, a listeriose estd muitas vezes associada a doengas malignas, a
tratamentos imunosupressores ou a situagées em que as defesas organicas
se encontram alteradas ou reduzidas, estando larga mas nao exclusivamente
restringida a mulheres gravidas, recém-nascidos e imunodeprimidos. Neste
Gltimo grupo, além dos individuos sujeitos a tratamentos imunosupressores
como os submetidos a transplante de orgéaos, incluem-se também os idosos
e os individuos com doengas malignas como o cancro, os portadores de VIH

e individuos com SIDA, os alcodlicos e os individuos sujeitos a tratamentos
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gastricos anti-acido e anti-Gicera. O desenvolvimento de listeriose também é
afectado por outros factores como a acidez gastrica, o tamanho do in6culo, a
estirpe de L. monocytogenes e aspectos relacionados com a viruléncia do
microrganismo (Farber e Peterkin, 1991; Burguess et al., 1994; Donnelly,
1994; Prentice, 1994; Ryser, 1998).

A dose infecciosa & bastante variavel, mas elevada para a maior parte dos
individuos saudaveis. Para os individuos susceptiveis, a ingestdo de
alimentos contendo mais de 10° células/g constitui um risco. Contudo, para
além da susceptibilidade do hospedeiro, o nimero de células capaz de
causar doenca depende de outros factores, entre eles as diferencas entre
estirpes bacterianas, uma vez que nem todas sdo virulentas (Farber e
Peterkin, 1991; Burguess et al., 1994; Czuprynski, 1994; Prentice, 1994,
Datta e Benjamim, 1997; Ryser, 1998).

Apéds a ingestdo e uma vez no intestino, a estirpe virulenta adere e penetra
nas células epiteliais deste orgdo, invade as placas de Peyer e, através da
via linfatica entra na corrente sanguinea, atingindo o bago, o figado, o
sistema nervoso central e, nas gestantes, a placenta (Farber e Peterkin,
1991; Czuprynski, 1994).

Nos adultos, varias alteracbes tem sido associadas a listeriose, entre elas,
infecgcbes do sistema nervoso central, meningites, meningo-encefalites ou
encefalites, septicémias e endocardites, muitas vezes sobrepostas a outras
alteragbes como otite média, faringite, amigdalite, sinusite, pneumonia,
abcessos localizados, internos ou externos, lesdes cutaneas papulares ou
pustulares, conjuntive, sindrome tipo mononucleose infecciosa e
perturbagoes psicéticas (Farber e Peterkin, 1991; Donnelly, 1994, Prentice,
1994).

Durante a gestacéo, uma vez que os factores selectivos da imunidade celular
estdo deprimidos, prevenindo a rejeicdo do feto pela mae, a menor
resisténcia a L. monocytogenes aumenta o risco materno ou fetal de contrair
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a doenca. Esta surge, geralmente, como uma doenca tipo gripe e, embora a
maioria das maes recupere facilmente sem complicagbes, a infecgéo do feto
pode levar ao aborto, a nados-mortos ou ao nascimento prematuro, sendo
estes recém-nascidos afectados por septicémia perinatal, uma infecgao
grave dos sistemas respiratorio, circulatério e nervoso central que pode
terminar fatalmente ou levar a atraso mental permanente (Farber e Peterkin,
1991; Donnelly, 1994; Prentice, 1994; Ryser, 1998).

Os animais infectados que exibem sintomas de listeriose podem excretar L.
monocytogenes no leite, sangue e fezes. As elevadas taxas de excrecédo da
bactéria no leite de ovinos, caprinos e bovinos assintomaticos sé&o
frequentes, podendo atingir valores de 10* ufc/ml nos animais atingidos pela

doenga, sendo a mamite rara (Donnelly, 1994; Ryser, 1998).

A prevengdo e controlo da listeriose de origem alimentar & um problema de
preocupacdo mundial, dadas as consequéncias dramaticas para a saude
publica. Devido ao caracter ubiquitario de L. monocytogenes é muito dificil
evitar a contaminagdo dos produtos, mantendo-se sempre o risco de
contaminacio de toda a cadeia de fabrico. E, portanto, preferivel controlar a
presenca deste microrganismo nos alimentos processados, através da
identificacdo das fontes de contaminacédo das matérias-primas e ingredientes
e do ambiente, embora seja necessario o rastreio em todos os estadios da

cadeia de processamento (Donnelly, 1994; Sanaa e Ménard, 1994;).

No caso do leite e dos produtos lacteos, o controlo consiste na eliminagéo de
animais excretores e na luta contra as frequentes e variadas fontes de
contaminacdo extra-maméaria, promovendo a limpeza dos animais e das
instalagées, a higiene da ordenha e a qualidade da silagem, bem como
vigiando possiveis fontes de contaminacdo nos locais de processamento
como as instalagbes e equipamentos fabris e o pessoal que manipula os
alimentos e, igualmente, minimizando a possibilidade de contaminag&o
cruzada. Por outro lado, ha necessidade de esclarecer os retalhistas e os

consumidores, especialmente os que fazem parte dos grupos que correm

78



Microbiologia do Leite

maiores riscos na contrac¢do da doenga, em relagéo a praticas seguras de
manipulagdo e consumo de alimentos, principaimente daqueles que
constituem as principais fontes de L. monocytogenes (carnes cruas ou pouco,
cozinhadas, marisco, aves, ovos, leite cri e produtos lacteos) (Farber e
Peterkin, 1991; Donnelly, 1994; Sanaa e Ménard, 1994).

Salmonella spp.:

Os membros do género Salmonella tém importancia em satde publica devido
a capacidade de alguns deles causarem infecgées, geralmente associadas
ao consumo de produtos alimentares, que compreendem desde
gastroenterites que se auto-limitam, até septicémias e febres tiféides, por

vezes fatais (Ryser, 1998).

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e, actuaimente,
possui uma sé espécie - Salmonella choleraesuis - em que se reconhecem
sete  sub-espécies correspondentes aos anteriores  sub-géneros
(LILIa,lib,IV,V e VI) e designados, respectivamente, por choleraesuis,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae, bongori e indica (Le Minor et al.,
1984; Euzéby, 2000).

No entanto, Le Minor e Popoff (1987), citados por Euzéby (2000) sugeriram
que o nome da espécie fosse alterado para Salmonella enterica,
modificando, portanto, a designacido de Salmonella choleraesuis subsp.
choleraesuis para Salmonella enterica subsp. enterica. Esta proposta de
alteracéo, apesar de cientificamente justificada, ndo foi aceite pela Comisséo
Judicial do “Comité International de Systématique Bacterienne” sendo, no

entanto, seguida na pratica pela maioria dos cientistas.

Os nomes historicamente usados para indicar as espécies sdo hoje utilizados
para designar as serovariedades. Correctamente, devem usar-se 0s homes

das sub-espécies seguidos pela designagédo da serovariedade. Contudo, por
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razdes praticas e devido a vulgarizacdo dos nomes tradicionais das espécies,
é mais conveniente uma designagio mais curta. Assim, para a sub-espécie
choleraesuis (ou “subsp. enterica’), a qual pertence a maioria das
serovariedades de Salmonella, mantém-se as designagbes das espécies
para as serovariedades, ndo sendo necessario indicar o nome da sub-
-espécie. Em relagdo as serovariedades pertencentes as outras sub-
-espécies, bem como as novas serovariedades da sub-espécie |, sdo apenas
designadas pela sua férmula antigénica (Jay, 1992; Vlaemynck, 1994; Ziprin,
1994; Gledel e Corbion, 1995; Euzéby, 2000).

As bactérias pertencentes ao género Salmonella sdo bacilos pequenos,
Gram negativos, n&o esporulados e anaerobios facultativos. Quase todas as
estirpes sdo moéveis, com flagelos perifricos, algumas sao imoveis flageladas
ou nao flageladas, mas Salmonella Pullorum ou Salmonella Gallinarum é
sempre imével (LeMinor, 1984; Jay, 1992; Ziprin, 1994, Ryser, 1998).

O membros do género Salmonella evidenciam uma grande heterogeneidade
bioquimica. Em geral, sdo incapazes de fermentar a sacarose, a lactose e a
salicina, embora com raras excepgbes, fermentem a glucose e outros
monossacaridos, com producido de gas. A maioria produz sulfureto de
hidrogénio, descarboxila a lisina e a ornitina, reduz os nitratos a nitritos,
utiliza o citrato como Unica fonte de carbono mas ndo forma indol, nem
hidroliza a ureia (LeMinor, 1984; Viaemynck, 1994; Ziprin, 1994; Gledel e
Corbion, 1995; Ryser, 1998).

Crescem facilmente em meios nutritivos vulgares, a 35-37°C, embora o
crescimento também seja possivel entre 5 e 47°C (Vlaemynck, 1994; Ziprin,
1994; Ryser, 1998). Apesar de nao ser totaimente inactivada, a populacéo de
Salmonella spp. e, concretamente a de Salmonella Senftenberg, considerada
a mais resistente ao calor, é bastante reduzida quando submetida a 63°C.
Contudo, a sobrevivéncia durante o aquecimento pode ser influenciada pela
composicao do meio. Em produtos lacteos acidos, a caseina pode exercer
um efeito protector em Salmonella Typhimurium dependendo, o grau de
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proteccdo, da concentracéo de caseina, da forma da sua molécula e do pH
do meio. Por outro lado, o crescimento deste microrganismo pode ocorrer a
temperaturas abaixo de 6°C, apés um periodo relativamente longo (El-
-Gazzar e Marth, 1992).

O valor de pH 6ptimo de crescimento situa-se perto da neutralidade, entre
6,5 e 7,5, mas Salmonella spp. também pode crescer em ambientes mais
acidicos, dependendo de varios factores como da serovariedade
considerada, da temperatura de incubagéo, da disponibilidade de oxigénio,
da natureza e composicdo do meio de crescimento e do tipo de acido usado
na acidificacdo. No entanto, os valores abaixo de 4,0 e acima de 9,0 s&o
bactericidas (El-Gazzar et al., 1992; Jay, 1992; Viaemynck, 1994; Ziprin,
1994; Ryser, 1998). |

Salmonella spp. cresce melhor em condigbes de a, elevada (0,95) e baixa
osmolaridade. As baixas concentragbes de NaCl estimulam o seu
crescimento e, embora este efeito seja influenciado pela temperatura e pelo
pH, as concentragdes elevadas ndo sado toleradas, sendo bactericida a
salmoura a 9%. A baixas temperaturas, os alimentos com baixo teor de NaCl
ndao permitem o crescimento de Salmonella spp. mas, se a temperatura
aumenta estas bactérias podem crescer, mesmo em presenca deste sal.
Relativamente ao pH, verifica-se, geralmente, que em meios acidificados,
especialmente se a acidificagéo for devida ao acido acético, o crescimento &
melhorado ou a taxa de morte retardada, em presenga de baixas
concentragées de sal. Contudo, a medida que a concentragdo de sais e
solutos aumenta, o crescimento & atrasado, embora possam ser
desencadeados mecanismos de resposta ao stress ambiental (El-Gazzar e
Marth, 1992; Jay, 1992; Ziprin, 1994; Radford e Board, 1995; Ryser, 1998).

Salmonella spp. esta largamente distribuida na natureza. O seu principal
habitat € o tracto gastrintestinal de diferentes animais, entre eles as aves, os
répteis, os animais de espécies pecuarias e de companhia, a espécie

humana e, ocasionalmente, os insectos, que podem, todos eles, ser
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portadores ndo sendo obrigatoriamente doentes. Também podem ser
encontrada em peixes, moluscos e bivalves. Os roedores, insectos e répteis
podem actuar como reservatorios e vectores na disseminacéo desta bactéria
(Jay, 1992; Viaemynck, 1994; Ziprin, 1994; Letondeur-Lafarge e Lahellec,
1997).

Excretados nas matérias fecais, muitas vezes em grande numero, estes
microrganismos contaminam a agua, o solo e quase todos os tipos de
alimentos - carne e produtos carneos, leite e produtos lacteos, ovos e
derivados, frutas e vegetais - e podem ser transportados por insectos ou
outros vectores para locais distintos. A sua ingestdo pelo homem ou outros
animais contribui, novamente, para a disseminagdo de Salmonella spp.,
através da matéria fecal, permitindo‘a continuagdo do ciclo (Jay, 1992;
Viaemynck, 1994; Letondeur- Lafarge e Lahellec, 1997).

Os individuos atingidos pela doenga podem excretar salmonelas nas fezes
em quantidades elevadas (10° a 10%g) e, apds a recuperagdo, podem
manter-se como portadores assintomaticos, continuando,
imperceptivelmente, a eliminar a bactéria e tornando-se, entdo, numa fonte
de disseminacdo para os alimentos e, em dGltimo caso, para os humanos
(LeMinor, 1984; Ziprin, 1994; Ryser, 1998).

Salmonella spp. também pode ser transmitida como infeccéo zoonética, a
partir de espécies pecuarias e de animais de companhia ou adquirida como
infeccdo nosocomial, durante tratamento médico (cirurgia, endoscopia), a
partir de produtos sanguineos e, tal como outros agentes, em consequéncia

da sua manipulacgao laboratorial (El-Gazzar e Marth, 1992; Ziprin, 1994).

Em termos epidemioldgicos, as salmonelas podem ser classificadas em trés
grupos. O primeiro é constituido pelas serovariedades que sé infectam a
espécie humana. Incluem Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi e
Salmonella Sendaii que sdo responsaveis pela febre tiféide e paratiféide, as

doengas mais graves causadas por salmonelas. O segundo grupo inclui as
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espécies que estdo adaptadas ao hospedeiro, como Salmonella Gallinarum
(aves), Salmonella Abortusequi (equinos), Salmonella Abortusovis (ovinos),
Salmonella Dublin (bovinos) e Salmonella Choleraesuis, que podem estar
presentes nos alimentos, sendo apenas estas duas ultimas patogénicas para
a espécie humana. Finalmente, no terceiro, agrupam-se as que ndo estao
adaptadas ao hospedeiro, ndo manifestando preferéncia por qualquer deles.
Sao ubiquitarias e sdo as principais responsaveis por infeccdes de origem
alimentar na espécie humana e outros animais (LeMinor, 1984; Jay, 1992;
Glebel e Corbion, 1995; Letondeur-Lafarge e Lahellec, 1997).

Independentemente da sua classificagdo epidemiologica, algumas
serovariedades, como Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi, Salmonella
Choleraesuis, Salmonella Enteritidis e Salmonella Dublin s&o particularmente
virulentas para o Homem. Os agentes etiolégicos de gastroenterite humana
mais frequentes séo Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis (Ziprin,
1994; Glebel e Cobrion, 1995).

A dose infectante depende essencialmente da serovariedade considerada.
Em geral, para que ocorra gastroenterite é necessaria a ingestdo de um
nimero elevado de bactérias, da ordem dos 10’ a 10%g, tendo sido
registados valores de 10° a 10%qg para Salmonella Bareilly e Salmonella
Newport e de 10° a 10" para Salmonella Pullorum. Mas também pode surgir
salmonelose a partir da ingestdo de 1 célula de Salmonella Typhi, de 100
células/100g Salmonella Eastbourne ou de 15 000 células/g de Salmonella
Cubana, ou mesmo de varios milhdes de, por exemplo, Salmonella Derby ou
Salmonella Anatum. No entanto, as criangas e recém-nascidos, os idosos e
os imunodeprimidos s&o mais sensiveis e a doenga pode surgir com uma
dose infectante menor (LeMinor, 1984; Jay, 1992; Vlaemynck, 1994).

A contaminacdo dos produtos alimentares resulta, geralmente, da
manipulagdo inconveniente ou da aplicacdo de medidas de higiene
inadequadas, podendo ter origem nos portadores do microrganismo
(Vlaemynck, 1994).
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Embora a maioria dos surtos de origem alimentar néo seja associada ao leite
ou aos produtos lacteos, os lacticinios tem estado implicados nalguns deles
(El-Gazzar e Marth, 1992; Burguess et al., 1994). A infeccdo natural da
glandula mamaria e a excregdo de Salmonella spp. no leite pode ser
possivel, mas é relativamente rara. As fémeas com salmonelose podem
eliminar grandes quantidades deste microrganismo nas fezes e, por vezes,
excretar salmonelas viaveis no leite (Vlaemynck, 1994). Mas, a presenca de
Salmonella spp. no leite cra é principalmente devida a contaminagao fecal
directa ou indirecta, a partir do Ubere, da pele, dos equipamentos, etc.,
quando a ordenha é realizada em fracas condi¢des higiénicas (Burguess et
al., 1994).

O leite pasteurizado também tem estado relacionado com surtos de
salmonelose. Contudo, sendo a pasteurizagdo eficaz na destruicido deste
microrganismo, a presenca de Salmonella spp. neste produto revela a
existéncia de condicdes deficientes na sua realizagdo ou de fracas condigdes
higiénicas no local de processamento ou, ainda, de contaminacéo pos-
pasteurizagéo (El-Gazzar e Marth, 1992; Jay, 1992; Burguess et al., 1994;
Vlaemynck, 1994; Ryser, 1998).

O arrefecimento do leite e dos produtos lacteos previne o crescimento de
Salmonella spp., mas as temperaturas de refrigeracdo apenas reduzem a
sua populacdo, permitindo a sua sobrevivéncia, por longos periodos, em
alimentos refrigerados (Vlaemynck, 1994). Durante estes periodos, €
importante um controlo eficaz da temperatura, mantendo os alimentos
refrigerados a temperaturas inferiores a 5°C e evitando as subidas de
temperatura (El-Gazzar e Marth, 1992).

Tal como acontece com outros microrganismos, Salmonella spp. também
pode ser inibida ou inactivada por bactérias lacticas consoante o tipo de
cultura lactica, o tamanho do inéculo e a temperatura de crescimento (El-
-Gazzar e Marth, 1992; Abdalla et al., 1993).
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Motlagh et al. (1991) verificaram que entre os produtos metabdlicos
produzidos pelas bactérias lacticas, o diacetil tinha efeitos bactericidas em
relacdo a algumas bactérias Gram negativas entre elas Salmonella
Typhimurium e Salmonella Anatum. Por outro lado, os acidos lactico e

propionico tinham pouco ou nenhum efeito.

O peréxido de hidrogénio, produzido pelas bactérias lacticas, também é
importante na inibicdo de Salmonella spp., activando o SLP, ao qual estas
bactérias sdo muito sensiveis (Lindgren e Dobrogosz, 1990; Piard e
Desmazeaud, 1991; Vandenbergh,1993; Wolfson e Sumner, 1993).

Segundo El-Gazzar e Marth (1992), o controlo da salmonelose baseia-se na
prevenc¢ao da contaminagédo, na inibigéo do crescimento de Salmonella spp.
e na sua destruicdo, quando presente nos alimentos. Assim, é essencial a
pratica de regras de higiene pessoal, de limpeza e desinfeccdo do
equipamento, utensilios e superficies que contactam com os alimentos e a
reducdo do contacto destes com fontes de disseminagdo da bactéria,
nomeadamente alimentos cris e agentes vectores. Os alimentos devem ser
mantidos ou a temperaturas de refrigeragido ou acima dos 60°C. Finalmente,
ndo sendo um microrganismo termoresistente, é facil a sua destruicdo
através dos tratamentos térmicos convenientes.
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Em termos de ecologia microbiana, actualmente, os alimentos sao
considerados como um habitat de microrganismos, contendo uma microflora
caracteristica que deriva da associagao de diferentes populagdes. Sujeita as
pressdes selectivas exercidas pelos diversos factores ambientais internos e
externos e as interacgdes microbianas que se verificam nos alimentos,
apenas parte desta microflora sobrevive (Deak, 1991).

Assim, o perfil microbiolégico de um alimento resulta de alteragbes
constantes na composigdo qualitativa e quantitativa da microflora, em
consequéncia da acgdo dos factores ambientais e das interacgGes
estimulatérias e inibitérias dos microrganismos, uma vez que certas
condigdes favorecem o desenvolvimento de umas comunidades e inibem o
de outras (ICMSF, 1993).

A flora microbiana do queijo & constituida por um grande numero de
microrganismos, da ordem dos 10° por grama, com origens muito variadas.
Provém, essencialmente, do leite e dos ingredientes utilizados no fabrico do
queijo e dos equipamentos, utensilios e ambiente dos locais de
processamento. Exceptuando as culturas intencionalmente adicionadas ao
leite, a maioria dos microrganismos representa contaminantes que tiveram a
oportunidade de contactar, de se manter viaveis e de se multiplicar na
matéria-prima e/ou no produto, conforme os factores intrinsecos, extrinsecos

ou biolégicos o permitiram (Choisy et al., 1997b; Jonhson, 1998).

Um dos aspectos relevantes no fabrico de queijo € que a qualidade
microbiolégica do leite se vai reflectir na qualidade microbiolégica do produto,
sendo esta, no entanto, também influenciada pela complexa sucessao de
acontecimentos que caracterizam o processo de fabrico e afectada, ainda,
pelas contaminagdes a que o produto pode estar sujeito (Paleari et al., 1991;
Zottola e Smith, 1991; Johnson, 1998).
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As alteragdes fisico-quimicas e bioquimicas que ocorrem durante a
maturacdo do queijo sd@o responsaveis pela criagdo das 'condigées
ambientais que determinam o desenvolvimento dos varios grupos
microbianos presentes. Estes estdo em evolugédo permanente, modificando
constantemente o seu equilibrio, pois enquanto alguns se multiplicam
activamente, outros praticamente desaparecem. Além disso, quer a
actividade metabodlica dos microrganismos vivos quer os produtos que sao
libertados pela lise celular contribuem acentuadamente para a modificagéo
das condigbes do meio, o que torna o processo ainda mais complexo (Choisy
et al., 1997b).

Para o fabrico da maioria das variedades de queijo é necessaria uma descida
do pH para valores de 5,5-5,2 nas‘ primeiras 24 horas. Este parametro
constitui um factor decisivo para o desenvolvimento das comunidades
microbianas, determinando a sua sobrevivéncia € o seu crescimento no
queijo pois a maior parte dos microrganismos cresce melhor com valores de
pH préoximos da neutralidade, entre 6,6 e 7,5, embora alguns, como as
bactérias lacticas e as leveduras, possam crescer com valores inferiores
(Deak, 1991; Boddy e Wimpenny, 1992, Jay, 1992; ICMSF, 1993; Spahr e
Url, 1994).

A agua é um factor determinante na sobrevivéncia, crescimento, actividade e
desenvolvimento da comunidade microbiana, devendo as suas necessidades
em agua ser estabelecidas em termos de actividade da agua (aw) (Boddy e
Wimpenny, 1992; Jay, 1992; ICMSF, 1993).

O crescimento da maioria das bactérias e fungos situa-se em valores de ay
superiores a 0,90, crescendo estes num leque de valores mais vasto e
requerendo, frequentemente, niveis muito inferiores aos daquelas (Jay, 1992;
ICMSF, 1993; Spahr e Url, 1994).

Uma vez que os valores de a,, da maior parte dos queijos se situa entre 0,91

e 0,98, muitos microrganismos sio capazes de crescer neste meio. No
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entanto, a reducdo de a, que se verifica durante a maturagdo, em
consequéncia da evaporagdao e do aumento de compostos hidrossoluveis
resultantes da protedlise, pode influenciar significativamente a composi¢ao
da comunidade microbiana, pois embora algumas populagbes possam
crescer com valores de a, mais baixos, como as envolvidas na conservagcao
de alimentos e algumas micrococaceas, outras sao substancialmente
inibidas, como é o caso da maioria dos microrganismos patogénicos (Jay,
1992; ICMSF, 1993; Spahr e Url, 1994).

O sal adicionado durante o fabrico do queijo & outro factor significativo no
controlo do crescimento e desenvolvimento dos microrganismos.
Favorecendo a remogdo do soro, influencia quer o teor de humidade e,
portanto, a ay, quer a acidez da coalhada. Na maioria das variedades de
queijo, as concentragbes de sal na fase aquosa atingem valores de 2,2 a
6,5% e podem ser responsaveis por uma diminuigdo na taxa de crescimento
da maioria das bactérias ou ter mesmo efeitos prejudiciais sobre as mais
sensiveis (Zottola e Smith, 1993; Spahr e Url, 1994).

O potencial de oxidacdo-reducdo, representando as relagbes dos
microrganismos com o oxigénio, é outro factor de selecgdao importante em
todos os ambientes. A medida que o queijo matura, especialmente os queijos
duros, os produtos da fermentagdo dos agucares, da protedlise e da lipélise
podem reduzir o E, dos queijos. Consequentemente, o desenvolvimento de
algumas populagdes pode ser reduzido enquanto o de outras é facilitado.
Além disso, alguns microrganismos dispéem de sistemas metabdlicos
alternativos que funcionam consoante o potencial de oxidagéo-reducéo ou a
presenca ou auséncia de oxigénio levando, portanto, a formacao de produtos
finais diferentes (Jay, 1992; ICMSF, 1993; Zottola e Smith, 1993).

O desenvolvimento microbiano pode ainda ser condicionado por diversos
sistemas ou substéncias antimicrobianas presentes naturalmente no alimento
ou resultantes da actividade metabdlica que decorre da sua transformacgéao
noutros produtos. No caso do leite e derivados, mencionam-se o SLP, a
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lactoferrina, as imunoglobulinas, a lizosima e os varios compostos produzidos

pelos microrganismos durante o seu crescimento, ja anteriormente referidos.

A temperatura é, provavelmente, o factor ambiental que mais
significativamente afecta o crescimento e a viabilidade microbianos,
determinando o tipo de microrganismo presente nos alimentos. A utilizagéo
de diferentes temperaturas no fabrico da coalhada das diversas variedades
de queijo pode influenciar a evolugdo dos varios grupos microbianos

presentes no queijo.

Assim, nos queijos de pasta mole e semi-mole, as temperaturas utilizadas
variam de 30 a 38°C, e nos de pasta dura de 38 a 55°C. Nestes,
especiaimente nos submetidos as temperaturas mais elevadas, o

crescimento microbiano pode ser limitado (Spahr e Url, 1994).

Mas, por outro lado, as coalhadas submetidas a temperaturas mais baixas,
contendo maior teor em lactose, constituem um substrato mais favoravel ao
crescimento das bactérias lacticas produtoras de acido lactico, sendo a
diminuicdo do pH a principal responsavel pela redugdo da sobrevivéncia de

enterobactérias e coliformes (Nufiez et al., 1985).

A maioria dos microrganismos envolvidos na maturagéo do queijo € mesdfila,
com temperaturas Optimas de crescimento situadas entre 30 e 40°C. A
producdo de enzimas & maxima a temperaturas proximas das 6ptimas de
crescimento. Sendo as temperaturas de maturagdo, geralmente, inferiores, o
seu crescimento e actividade sdo retardados, permitindo regular mais
facilmente a evolugdo da maturagio e dificultar o crescimento de alguns
microrganismos indesejaveis (Boddy e Wimpenny, 1992; ICMSF, 1993
Ramet, 1997).

A humidade relativa do ambiente também influencia o estabelecimento das
diferentes comunidades microbianas no queijo durante a maturagdo ao

afectar o seu conteido em agua e a a,, a superficie. A escolha do teor de
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humidade considerado conveniente para um determinado produto tem em
vista a sensibilidade a a, dos diferentes microrganismos que se devem
desenvolver ou inibir (Jay, 1992; Ramet, 1997).

As estagbes do ano, especialmente através dos valores de temperatura e
humidade relativa que as caracterizam, também podem condicionar a
contaminacao inicial da matéria-prima e o desenvolvimento microbiano no
produto, como se verificou nalguns queijos como no Serra da Estrela e no
Casar de Caceres (Poullet et al., 1991; Macedo et al., 1995).

Todos estes parametros se encontram relacionados entre si, de modo que
quando um deles se afasta do valor considerado O6ptimo para o
desenvolvimento de um determinado microrganismo, a sua resisténcia aos
outros pode estar reduzida, devido ao estreitamento da gama de valores

favoraveis ao seu desenvolvimento (Jay, 1992; ICMSF, 1993).

Apesar de a flora microbiana de um alimento ser determinada principalmente
pelos factores anteriormente referidos, entre eles, pH, aw, potencial de
oxidacdo-reducdo e temperatura, a predomindncia de uma espécie é
influenciada tanto pelo seu crescimento como pelas interaccbes que
estabelece com outros elementos que constituem a comunidade (ICMSF,
1993; Choisy et al. 1997b).

Assim, devido a complexidade das interacgdes microbianas e as relagdes
que estabelecem com os factores ambientais, um alimento, num dado
momento, transporta uma flora caracteristica, a sua comunidade ou a sua
associagao, que se altera constantemente, sucedendo uma comunidade ou
associacdo a outra, constituindo uma sucessdo (Boddy e Wimpenny, 1992;
ICMSF, 1993; Choisy et al., 1997b).

Além disso, a diversidade de processos de manufactura e de regimes de

maturagdo do queijo tornam este produto num ecossistema complexo, em
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que cada um individualmente, ndo um tipo ou variedade, tem a sua flora

microbiana prépria e tnica (Jonhson, 1998).

O tipo de agente coagulante pode influenciar a sobrevivéncia de alguns
microrganismos. Nos queijos em que é utilizado coagulante vegetal (cardo), o
aumento das populacdes microbianas que se verifica na coalhada pode
dever-se quer a flora contaminante presente neste ingrediente quer ao facto
de o tempo de coagulagdo ser mais longo e, portanto, favorecer o

crescimento microbiano (Nufiez et al., 1991; Sanchez et al., 1998).

Em queijo La Serena feito com cardo verificou-se que os teores de humidade
e lactose sido menores que quando se utiliza coatho animal. Sendo o pH da
coalhada mais elevado nos primeiros, a sobrevivéncia das enterobactérias e
dos coliformes no seu interior é favorecida, evidenciando uma taxa de morte
inferior & observada nos queijos feitos com coalho animal. Por esta razéo e
também pelo facto de a concentragdo de sal ser superior a superficie desses
queijos feitos com cardo, embora os teores microbianos sejam mais
elevados, observa-se um decréscimo mais acentuado destas populagbes
que, no final da maturagéo, igualam as dos queijos feitos com coalho animal
(Nuiez et al., 1991).

PRINCIPAIS GRUPOS MICROBIANOS PRESENTES NO
QUEIJO

Bactérias lacticas:

As bactérias lacticas constituem o grupo microbiano mais humeroso presente
nas coalhadas dos diferentes tipos de queijo, atingindo valores da ordem dos
10° a 10° microrganismos por grama de queijo (Bertrand, 1988; Canteri,
1997; Jonhson, 1998).
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A fermentagao e o consumo de glticidos fermentaveis por estas bactérias cria
um ambiente que controla o crescimento e a composicédo da flora adventicia,
devido a producdo de acidos e de outras substincias com efeito inibidor,
como os metabolitos do oxigénio e as bacteriocinas; devido a criagéo de um
baixo potencial de oxidacdo-redugdo durante os primeiros estadios de
maturagéo do queijo; e também devido a competigéo pelos nutrientes (Olson,
1990: Piard e Desmazeaud, 1991; Johnson, 1998).

Para a produgao de energia e para o seu crescimento, as bactérias lacticas
necessitam de glucidos fermentaveis, sendo a lactose, dissacarido
constituido por glucose e galactose, o mais abundante no leite (Cogan e Hill,
1993). Embora cerca de 98% deste aglcar seja removido no soro, como
lactose ou como &cido lactico, a lactose residual, essencial para a produgéo
de queijo de boa qualidade, é rapidamente metabolizada (Fox et al., 1993).

As vias seguidas para metabolizar a lactose diferem entre as bactérias
lacticas e estdo estreitamente relacionadas com os sistemas de transporte

utilizados para penetrar na célula.

Assim, por translocagdo de grupo, sistema principalmente observado no
transporte de glucidos pelas bactérias lacticas (Poolman, 1993a), a lactose €
transportada para o interior da célula bacteriana por um sistema
fosfotransferase dependente do fosfoenolpiruvato (PTS/PEP), formado por
uma série complexa de reacgbes enzimaticas cuja principal fungéo é
translocar o aglcar através de uma membrana, com fosforilagdo simultanea
(Axelsson, 1993).

Nos sistemas permease, existe uma proteina especifica do aglucar associada
a membrana celular (permease) que transloca o soluto através dela, a custa
da hidrélise de ATP. A translocagdo do agliicar também pode ocorrer por
ligacdo a ibes ou outros solutos. Em ambas as situagbes, geram-se um
gradiente de protdes entre o interior da célula, mais alcalino, e o exterior,

mais acido, e um potencial eléctrico de membrana, constituindo a Forga
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Protao Motriz (PMF), fornecedora da energia para a translocagéo (Cogan e
Hill, 1993; Cogan e Jordan, 1994; de Vos, 1996).

O primeiro sistema referido (PTS/PEP) encontra-se nos lactococos
(Lactococcus lactis) e em alguns lactobacilos mesofilos (Lactobacillus casei e
Lb. plantarum). O segundo tipo & utilizado para o transporte da lactose em
espécies termoéfilas como Streptococcus salivarius subsp. thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis e Lb.
helveticus e, provavelmente, nos Leuconostoc (Hickey et al., 1986; Mayra-
-Mékinen e Bigret, 1993; de Vos, 1996; Steele, 1998).

No entanto, segundo varios autores, o transporte de agucares para o interior
dos Leuconostoc é pouco conhecido. O PTS/PEP s6 tem sido encontrado
nas bactérias que fermentam o aglcar por via glicolitica (Cogan e Hill, 1993),
ou seja, no caso das bactérias lacticas, apenas nas homofermentativas
(Axelsson, 1993; de Vos, 1996), o que ndo acontece com os Leuconostoc,
heterofermentativos, que usam a via 6-fosfogluconato-fosfocetolase
(6PG/PK) (Axelsson, 1993; Cogan e Hill, 1993). Possuindo fraca actividade
fosfo-p-galactosidase, pode considerar-se que, provavelmente, o sistema
permease esta envolvido no transporte da lactose nestas bactérias (Huang et
al., 1994).

No sistema PTS/PEP, a lactose é fosforilada até lactose-6-P e, como tal, é
transportada através da membrana celular (Axelsson, 1993; Poolman,
1993a). Dentro da célula, a lactose-6-P ¢é hidrolizada pela fosfo-f3-
galactosidase (ppgal) em glucose e galactose-6-P, as quais serdo depois
metabolizadas pelas vias glicolitica e da tagatose, respectivamente (Cogan,
1995; Mayra-Makinen e Bigret, 1993; Steele, 1998). (Figura 1I-1).

Nos sistemas PMF estido incluidos sistemas de transporte primarios, que
utilizam a energia livre da hidrolise do ATP para transportar solutos contra os
seus gradientes de concentragédo, e os sistemas de transporte secundarios

em que o movimento das moléculas através do citoplasma é feito a custa de
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gradientes de protées ou outros catibes electroquimicos previamente
estabelecidos, ou seja, o movimento de uma molécula esta ligado ao
movimento de uma segunda molécula, através de permeases especificas
localizadas na membrana (Cogan e Hill, 1993; Poolman, 1993a). Neste caso
o transporte pode ocorrer por antiporf, em que se verifica o transporte
simultaneo de dois substratos em direcgbes opostas; por symport, em que ha
o transporte do soluto, simultdneamente com um protdo, na mesma direcgéo
(Axelsson, 1993); e por uniport, em que ha o fluxo de catibes para o interior
da célula e de aniGes para o exterior (Cogan e Jordan, 1994).

Dentro da célula, a lactose é hidrolizada até glucose e galactose pela -
-galactosidase (Bgal) (Mayra-Makinen e Bigret, 1993). A glucose sera depois
metabolizada pela via glicolitica e a galactose seguira a via de Leloir. (Figura
l-1).

Nas espécies termofilas Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis e Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus o
transporte ocorre pelo sistema antiport lactose/galactose em que se verifica o
movimento simultaneo de dois compostos, lactose e galactose, em direcgdes
opostas com o resultante gradiente de concentragdo (Mayra-Makinen e
Bigret, 1993; de Vos, 1996; Steele, 1998). A troca lactose/galactose também
pode ocorrer por symport com um protdo, de modo que ao efluxo de
galactose esta ligado o influxo de lactose, em concentragdes equimolares, o
que parece que é uma reacgdo energeticamente favoravel ao sistema de
transporte da lactose (Hutkins e Ponne, 1991; Axelsson, 1993; Poolman,
1993a; Cogan, 1995; de Vos, 1996).

Assim, no citoplasma celular, a lactose é hidrolizada por uma f-

-galactosidase até glucose, que entra na via glicolitica, e galactose, que é
excretada (Cogan, 1995).
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FIGURA Hl-1 - Metabolismo da Lactose pelos Lactococos, Leuconostoc e Culturas Termofilicas. (Adaptado de

Cogan e Hill, 1993).
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A via glicolitica é utilizada pela maior parte dos géneros que constituem as
bactérias lacticas, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus e lactobacilos dos grupos | e |
(homofermentativos e heterofermentativos facultativos, respectivamente)
enquanto que Leuconostoc, Weissella e lactobacilos heterofermentativos
obrigatoérios (grupo Ill) utilizam a via 6PG/PK (Axelsson, 1993; Steele, 1998).

A via glicolitica caracteriza-se pela formagédo de frutose 1,6-difosfato (FDP)
que é cindida por uma FDP aldolase em dihidroxiacetona fosfato (DHAP) e
gliceraldeido-3-fosfato (GAP). Estes sdo, entdo, convertidos em acido
pirdvico, seguindo uma sequéncia metabdlica que inclui a fosforilagdo do
substrato em dois locais. O acido pirtvico &, posteriormente, reduzido a acido
lactico, por uma lactato desidrogenase (nLDH) dependente do NAD®,
reoxidando o NADH previamente formado durante a glicolise (Axelsson,
1993; Cogan e Hill, 1993) (Figura lI-1). E, entdo, obtido o equilibrio redox, e,
sendo o acido lactico, virtualmente, o Unico produto final, esta sequéncia
metabodlica € conhecida por fermentagdo homolactica (Axelsson, 1993;

Cocaign-Bousquet, et al., 1996).

As bactérias lacticas homofermentativas utilizam a via da tagatose para
metabolizarem a galactose. Esta € metabolizada através de varios derivados
da tagatose, até DHAP e GAP entrando, depois, nas reacgbes terminais da
glicolise (Cogan e Hill, 1993) (Figura 1I-1).

Teoricamente, sédo produzidos dois moles de acido lactico e 2 moles de ATP,
por mole de glucose consumido. Ou seja, pela via homofermentativa e sendo
fermentadas a lactose e a galactose, formam-se quatro moles de acido
lactico por mole de lactose utilizado (Axelsson, 1993; Cogan, 1995; Steele,
1998).

A outra via principal de fermentagdo da glucose é conhecida como via das
pentoses fosfato, via da fosfocetolase pentose, shunt do monofosfato de
hexose, via do 6-fosfogluconato. Segundo Axelsson (1993), devera ser
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designada por via 6-fosfogluconato/fosfocetolase (6PG/PK), reconhecendo
um passo importante na sequéncia metabdlica - a clivagem pela
fosfocetolase - e, a0 mesmo tempo, distingue-a da via bifidum, que embora

use a fosfocetolase nao forma fosfogluconato.

A via 6PG/PK caracteriza-se pela oxidagdo da glucose-6-fosfato até a
formacéo de 6-fosfogluconato, seguida de descarboxilagdo. A pentose 5-
-fosfato resultante é clivada pela fosfocetolase em acetil-fosfato e GAP,
sendo este metabolizado do mesmo modo que na via glicolitica, com
formacao de acido lactico (Figura 1l-1) (Marshall e Tamime, 1997). Como esta
via leva a producgio de quantidades significativas de outros produtos finais
(CO2 e etanol), para além do acido lactico, é designada por fermentagéo
heterolactica (Axelsson, 1993). '

A galactose é metabolizada pela via de Leloir até glucose-6-P, utilizando a
galactoquinase (GK), a galactose 1-P uridil transferase e a UDP-4-
-epimerase. S&o produzidos acido lactico e etanol devido a necessidade de
regenerar NAD" para continuar a fermentagéo (Figura II-1) (Cogan e Hill,
1993).

Esta via é predominantemente utilizada por Leuconostoc spp. para fermentar

a galactose (Huang et al., 1994).

Sao, entdo, produzidos um mole de acido lactico, um mole de etanol e um
mole de CO, e 1 mole de ATP por cada mole de glucose utilizado. Ou seja, a
via heterofermentativa produz dois moles de acido lactico, dois de CO; e de
etanol por cada mole de lactose utilizado (Axelsson 1993; Cogan, 1995;
Steele, 1998).

Durante a fermentagdo dos agucares, diferentes espécies de bactérias
lacticas produzem exclusivamente acido L(+)-lactico, acido D(-)-lactico ou
quantidades mais ou menos iguais de ambos ou com predominio de um e
quantidades mensuraveis de outro. A producdo dos diferentes isomeros
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depende da presenga de lactato desidrogenases (nLDH) especificas NAD
dependentes e da sua actividade. A existéncia de acido D(-) ou L(+)-lactico

deve-se a presenca de D(-) ou L(+)-nLDH, respectivamente (Axelsson, 1993).

Raras espécies (Lactobacillus sakei, Lb. curvatus e Lb. paracasei subsp.
paracasei) produzem uma racemase que converte o acido L(+)-lactico em
acido D(-)-lactico. Neste caso, o acido L(+)-lactico, inicialmente formado,
induz a producgédo de racemase, resultando numa mistura dos dois isdbmeros,
cuja propor¢do pode, também, vir a ser alterada, conforme a fase de

crescimento observada (Kandler, 1983; Axelsson, 1993).

Se nao fossem expulsos pelas bactérias lacticas, os produtos finais de
fermentacdo acumulados no citoplasma determinariam uma diminuicdo do
pH intracelular, importante regulador de varias actividades metabdlicas,
comprometendo o crescimento e viabilidade destas bactérias (Nannen e
Hutkins, 1991a; Hutkins € Nannen, 1993).

Mas ao excederem o gradiente protdo electroquimico (ou ido sédio), devido
ao estabelecimento de elevados gradientes de concentragéo dirigidos para o
exterior da célula, ocorre o efluxo dos produtos de fermentagcao mediado por
um transportador, em symport com protdes ou ides sédio (Pooiman, 1993a).

Uma vez que o valor do pH intracelular se encontra préximo da neutralidade,
a maior parte do acido lactico produzido pelas bactérias lacticas encontra-se
sob a forma ionizada. Assim, estas bactérias tém que eliminar o excesso de
protbes de modo a manter o pH intracelular dentro de limites compativeis
com os processos metabolicos e eliminar o excesso de lactato de modo a
restabelecer o equilibrio osmético (Piard e Desmazeaud, 1991). Por outro
lado, sendo a membrana celular pouco permeavel a alguns produtos finais,
entre eles o acido lactico (Kashket, 1987), as células rapidamente o excretam
para o meio extracelular, na forma ionizada, através do sistema ATPase, de
modo que 0 meio se vai tornando cada vez mais acido, enquanto o

citoplasma permanece mais alcalino (Hutkins e Nannen, 1993). Devido a
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fraca permeabilidade da membrana aos protdes extracelulares produzidos
durante a fermentagéo, forma-se um gradiente de pH entre o citoplasma e o
meio, sendo este gradiente importante ndo s6 para a homeostase do pH
mas, também, como componente da PMF (Hutkins e Nannen, 1993,
Kakinuma, 1998).

A produgio de queijo depende da formacéo de acido lactico pelas bactérias
(Zottola e Smith, 1993). Afectando varios aspectos da manufactura do queijo,
a produgdo de acido deve ocorrer a uma taxa apropriada e no momento
oportuno do seu fabrico, de modo a obter-se um produto de boa qualidade
(Fox, 1993).

A produgao de acido ajuda a formagao da coalhada (Zottola e Smith, 1993).
O pH da coalhada é determinado nao s6 pela quantidade de acido lactico
produzido pelas culturas de arranque, mas também pela sua capacidade
tamponizante, a qual depende, principalmente, das concentragées de fosfato
de calcio ndo dissolvido, caseina e lactose (Lucey e Fox, 1993; Walstra,
1993).

O pH afecta o tempo de coagulacgdo, a velocidade de consolidagio do gel e a
sua firmeza maxima (Remeuf et al., 1991). Por um lado, permite aproximar-
-se das condi¢bes 6ptimas da accdo do agente coagulante e, por outro, leva
a libertacdo de calcio ionizado a partir do fosfato de calcio coloidal. O célcio
ionizado intervém no processo de coagulagdo pelo coagulante ao nivel das
ligagbes que se estabelecem entre as micelas de para-x-caseina (Remeuf,
1994).

O pH da coalhada influencia a concentragdo de coagulante nela retido
(Visser, 1993) e, em consequéncia, o nivel de coagulante residual no queijo
(Lemieux e Simard, 1991), o que, por seu lado, se reflectira, mais tarde, na
taxa de protedlise durante a maturagao, interferindo com a qualidade do

queijo (Fox, 1993; Lawrence et al., 1993).
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O pH também afecta a taxa de sinerese do gel que controla o teor de
humidade do queijo (Fox, 1993; Walstra et al., 1993), do qual dependem o
crescimento microbiano e a actividade de enzimas no queijo;
consequentemente, influencia fortemente a evolugdo da cura e a qualidade
final deste produto (Fox, 1993).

O conteudo de agua do queijo, por outro lado, influencia também o pH, uma
vez que quanto maior for a quantidade de agua presente, maior sera a
concentracdo de lactose e de acido lactico e mais baixo sera o pH (Lucey e
Fox, 1993; Waistra et al., 1993). Além disso, interfere com as culturas de
arranque, uma vez que quanto mais elevado for o pH, maior quantidade de

lactose ndo metabolizada se encontra (Lawrence et al., 1993).

A taxa e a extensdo da descida do pH determinam o conteido mineral do
queijo e o grau de dissolugdo do fosfato de calcio coloidal, modificando a
susceptibilidade das caseinas a proteélise, durante a manufactura. Estes
factores irdo influenciar a estrutura basica e a textura do queijo (Fox, 1993;
Lucey e Fox, 1993; Lawrence et al., 1993) bem como o rendimento (Walstra
et al., 1993).

A acidificagdo controla o crescimento de muitas espécies de bactérias no
queijo, especialmente as patogénicas, as causadoras de alteragbes e
defeitos no produto ou as responsaveis por disturbios de origem alimentar
nos consumidores. Para além da sua produgdo, a natureza dos acidos
organicos produzidos por estas bactérias é também um factor relevante para
a inocuidade alimentar (Bertrand, 1988; Piard e Desmazeaud, 1991; Marshall
e Tamime, 1997).

Os efeitos inibitérios dos acidos organicos estao principalmente relacionados
com a quantidade de acido n&o dissociado produzida, pois é sob esta forma
que se difundem, passivamente, através da membrana celular. Uma vez
dentro da célula e como o pH intracelular se encontra perto da neutralidade,

estes acidos dissociam-se em anides e protdes, fazendo-o decrescer
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(Kashket, 1987; Piard e Desmazeaud, 1991; Jay, 1992; Ostling e Lindgren,
1993). O resultante decréscimo do gradiente de pH entre os meios
intracelular e extracelular, compromete a PMF e, consequentemente o
transporte de substratos, os processos de produgdo de energia e a sintese
de macromoléculas (Piard e Desmazeaud, 1991; Ostling e Lindgren, 1993;
Hutkins e Nannen, 1993).

Quando presentes em baixas concentragdes, os acidos fracos nao afectam o
gradiente de pH, mas em concentragbes mais elevadas este sera anulado,
pois as células ndo conseguem compensar a entrada de acido aumentando a
expulsdo de protdes (Kashket, 1987; Piard e Desmazeaud, 1991; Ostling e
Lindgren, 1993; Marshall e Tamime, 1997).

Além disto, o pH intracelular baixo prejudica diversas actividades enzimaticas
bacterianas, designadamente a actividade das enzimas glicoliticas, o que se
ira reflectir na diminuicdo do seu crescimento e viabilidade, devido ao
aumento na fase de laténcia dos microrganismos sensiveis (Kashket, 1987,
Lindgren e Dobrogosz, 1990; Nannen e Hutkins, 1991a; Hutkins e Nannen,
1993).

As células das varias espécies microbianas tem tolerancias diferentes, a
acidificagdo interna ou a acumulacdo de anibes e as suas membranas
apresentam caracteristicas de permeabilidade distintas para os acidos
lipofilicos. Numa flora mista, a acidez selecciona os componentes da
comunidade inicial que s&o particularmente tolerantes, tornando-os
dominantes. Desta forma, sédo frequentemente seleccionados, pelo pH acido,

as leveduras e os lactobacilos (Piard e Desmazeaud, 1991; ICMSF, 1993).

Estes e outras bactérias lacticas toleram valores de pH muito baixos a custa
de eficientes mecanismos de controlo do pH interno que envolvem o sistema
ATPase, utilizando o ATP produzido pela glicélise para eliminar os protées
(Hutkins e Nannen, 1993; Chaia et al., 1994).
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Ha muito poucas bactérias néo lacticas capazes de crescer a pH inferior ao
limite de pH para as bactérias lacticas. As bactérias responsaveis pela
deterioracdo de alimentos acidicos sdo, quase todas, Gram positivas e
incluem alguns géneros, como os lactobacilos, que sao especialmente
resistentes a presenca, no meio, de elevadas concentragdes de acidos nao
dissociados, como o acido lactico. Mas, estes géneros bacterianos podem
produzi-lo em quantidades suficientes para inibir o desenvolvimento de certas
enterobactérias como Salmonella spp., Shigella spp., coliformes e também
psicrotréficos, como Pseudomonas spp. que requerem niveis de acido
inferiores aos necessarios para inibir leveduras, bolores ou as proprias
bactérias lacticas (Piard e Desmazeaud, 1991; ICMSF, 1993; Ostling e
Lindgren, 1993).

A taxa e estadio do processo de fabrico a que o acido lactico e
principalmente produzido sédo caracteristicos da variedade de queijo. Se o
acido lactico é produzido antes da drenagem do soro, como ocorre no fabrico
dos queijos Camembert e Cheddar, a desmineralizacdo da coalhada é mais
acentuada do que quando o acido lactico é produzido apés a prensagem,
como sucede no caso do Gouda e do Emmental (Lucey e Fox, 1993).

Nas coalhadas mais acidas como do queijo Camembert, sera necessaria a
neutralizacdo progressiva do pH, por microrganismos que utilizam o acido
lactico (bolores e leveduras) de modo a que seja possivel o desenvolvimento
de microrganismos proteoliticos Uteis na cura do queijo. Nas coalhadas
menos acidas € menos desmineralizadas, como nos queijos de pasta
prensada ou cozida, o valor do pH permite o desenvolvimento desses
microrganismos, podendo a protedlise desenrolar-se normalmente (Bertrand,
1988).

A taxa de fermentacdo da lactose é influenciada pelo método de salga
utilizado no fabrico de queijo, uma vez que este vai determinar a
concentracdo de sal na fase aquosa. Nos queijos em salmoura, a difusdo do

sal é relativamente lenta, permitindo que a lactose seja metabolizada, néo
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sendo detectada 24 horas ap6s a manufactura. Nos queijos em que o sal
seco € misturado com a coalhada, e especialmente quando se utilizam
concentragcbes elevadas, o metabolismo da lactose pelas culturas de

arranque é retardado (Cogan, 1995).

Assim, nos queijos em que a coalhada é colocada nos cinchos ainda com
valores de pH elevados, a producdo de acido pelas culturas de arranque
continua durante a prensagem. A posterior adicdo de sal, por imersdo em
salmoura ou por espalhamento a superficie da coalhada, ira inibir a sua
actividade e fixar os valores do pH. Nos queijos em que o pH final desejado é
atingido no encinchamento (Cheddar), a adi¢ao de sal a coalhada partida é
feita para que o pH seja mantido até ao final da cura. A lactose é fermentada
no inicio da maturagdo pela actividade das culturas de arranque,
influenciadas pelo nivel de sal e pela sua halotolerancia, muito variavel
consoante a espécie e a estirpe consideradas. Ao ocorrer a inibicdo da
actividade destas culturas, a lactose residual sera posteriormente
metabolizada pelas culturas adventicias, cuja grandeza sera igualmente

influenciada, entre outros factores, pelo teor de sal (Guinee e Fox, 1993).

Nos queijos Feta e Teleme, submetidos a maturagdo em salmoura,
observou--se que o efeito combinado do pH e do sal na fase aquosa era
inibidor de algumas bactérias lacticas mas favorecia o crescimento de outras
estirpes resistentes ao sal, com papel relevante na maturagcido do produto
(Tzanetakis e Litopoulou-Tzanetaki, 1992). No queijo Domiati, em que o sal é
adicionado ao leite, os micrococos e os lactobacilos s&o os microrganismos
dominantes, estando também presentes, devido a sua halotolerancia, os
enterococos (Abd El-Salam et al., 1993). No queijo Picante da Beira Baixa,
em que a salga é feita por fricgdo a superficie, na coalhada fresca e apés 2 a
8 dias de maturagao, o elevado contetido de sal atinge a supersaturagéo no
final da maturagéo, criando um ambiente Unico que permite o crescimento
apenas de algumas estirpes que manifestam elevada halotolerancia, como
por exemplo estirpes de Lactobacillus plantarum e de Lb. paracasei e de

enterococos bem como de algumas leveduras, entre elas Debaryomyces
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hansenii, Cryptococcus laurentii, Yarrowia lypolitica e Rhodotorula spp. Os
lactococos e os leuconostoc s&o apenas observados nos primeiros dias de
maturagdo tal como algumas enterobactérias (Citrobacter freundii,

Enterobacter cloacae e Serratia liquefaciens) (Freitas et al., 1995; 1996).

Em resposta as varias condigbes do meio, as bactérias lacticas, principais
fontes de sistemas enzimaticos durante a maturagdo do queijo (El Soda,
1997), tém capacidade para modificar o seu metabolismo levando a
acumulacido de produtos finais diferentes dos que surgem a partir da
fermentacido da glucose. Estes produtos, geralmente, resuitam da alteragéo
do metabolismo do acido pirtvico e/ou da utilizagdo de aceitadores de

electrdes externos (Axelsson, 1993).

Ou seja, em fungdo do ambiente bioquimico e fisico-quimico, durante o seu
crescimento, estas bactérias desencadeiam alteragcbes metabdlicas com
passagem de um sistema homofermentativo a heterofermentativo, regulando
diversas actividades enzimaticas (Frey e Hubert, 1993). Segundo Cogan
(1995), ndo se trata propriamente de uma troca de sistema fermentativo.
Estes s&o, antes, os produtos heterofermentativos do metabolismo do
piruvato, diferentes dos da via heterofermentativa, que os produz a partir da
xilulose-5-P.

A oxidacao do substrato durante a fermentagdo bacteriana da glucose leva a
formacéo de NADH, a partir de NAD", que tem que ser regenerado de modo
a garantir a continuidade da fermentacdo. O acido piruvico ocupa uma
posicdo importante na fermentacao uma vez que serve como aceitador de
electrdes (ou de H') para esta regeneracdo (Figura Il-1) (Axeisson, 1993).
Por outro lado, a maioria das bactérias lacticas pode oxidar NADH utilizando
o oxigénio como aceitador de electrdes, substituindo, portanto, a reducéo do
acido pirGvico até acido lactico (Marshall, 1992). Assim, o NAD" regenerado
compete eficientemente com as lactato desidrogenases (via glicolitica) ou

com as acetaldeido desidrogenases ou alcool desidrogenases (via 6PG/PK),
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evitando a redugéo do acido pirtvico a lactico e do acetil CoA a acetaldeido

e, deste, a etanol, respectivamente (Axelson, 1993; Marshall, 1992).

Sob certas circunstancias, a generalidade das bactérias lacticas segue vias
alternativas de utilizagdo do acido piravico, que nado a sua redugio a acido
lactico, com a acumulagédo de outros produtos como acidos acético e férmico,
diéxido de carbono, etanol e peroxido de hidrogénio, diacetilo e acetoina
(Axelsson, 1993).

Ha quatro vias alternativas a via da lactato desidrogenase (LDH) para o
metabolismo do acido pirtvico e que estao esquematizadas na Figura 1l-2: a
via da piruvato formato liase (PFL) com a produgdo de acidos férmico e
acético ou etanol; a via da piruvato deSidrogenase (PDH) com a produc¢éo de
acido acético ou etanol e diéxido de carbono; a via da piruvato oxidase (PO)
com a produgdo de acido acético e dioxido de carbono e a via
diacetilo/acetoina com a produgdo dos compostos com 0 mesmo nome e de
2,3-butanetiol (Steele, 1998).

A via da piruvato-formato liase (PFL) é a principal via alternativa a da LDH
em muitas bactérias lacticas homofermentativas que crescem em
anaerobiose e em condi¢cdes de limitagdo do substrato. Os produtos finais
formados sdo os acidos formico e acético e o etanol (Figura 11-2) (Kandler,
1983; Condon, 1987; Marshall, 1992; Axelsson, 1993; Cogan, 1995).

A via da piruvato desidrogenase (PDH) s6 difere da anterior (via PFL) no
primeiro passo, em que o acido pirlvico & sujeito a uma descarboxilagcédo
oxidativa formando di6xido de carbono em vez de acido férmico, com
reducdo de NAD® (Cocaign-Bousquet et al., 1996) (Figura II-2).
Provavelmente coexiste em muitas bactérias lacticas com a PFL. Aparece em
lactococos e lactobacilos heterofermentativos (Condon, 1987; Axelsson,
1993; Marshall, 1992), foi também encontrada em Enterococcus faecalis
(Kandler, 1983) e em leuconostoc (Nuraida et al., 1992; Cogan e Jordan,
1994; Cogan, 1995).
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A PDH nao é sensivel ao oxigénio e esta presente em concentragdes mais
elevadas em culturas aerébias do que em culturas anaerébias (Condon,
1987), verificando-se que em lactococos em condigbes de aerobiose, a
actividade da PDH é elevada enquanto que a da LDH é baixa, ocorrendo o
inverso em condi¢cdées de anaerobiose (Cogan, 1995).
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FIGURA lI-2 - Vias Metabblicas Alternativas para a Utilizag&o do Acido Piravico. (Adaptado de
Axelsson, 1993). As setas a tracejado indicam a ocorréncia de reacgbes ndo enzimaticas. Os metabolitos e

produtos finais importantes estdo emoldurados. Reacgdes enzimaticas numeradas: 1. Piruvato formato liase; 2.
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O metabolismo posterior do acetil CoA para formar acido acético ou etanol
envolve, respectivamente ou a actividade da fosfotransacetilase e
acetoquinase ou aldeido e alcool desidrogenases. A formacgdo de acido
acético produz ATP, enquanto que a de etanol gera 2 NAD". Quando a PFL é
activa, o acetil CoA é transformado em acido acético e etanol com um ganho
adicional de ATP. Mas quando a PDH é utilizada, todo o acetil CoA podera
ser convertido em etanol, de modo a manter o equilibrio de NADH, que
também pode também ser utilizado por NADH oxidase/peroxidase (Cocaign-
-Bousquet et al., 1996).

A via da piruvato oxidase (PO) é considerada como um mecanismo
alternativo a via da PDH para a formacéao de acetil fosfato, em aerobiose. A
PO, catalizando a reacgido directa do acido pirdvico com o oxigénio
molecular, converte-o em dioxido de carbono e acetil-P, com formacédo de
peréxido de hidrogénio (Figura 1I-2) (Condon, 1987; Axelsson, 1993).

Parece que nao existe nos lactococos (Condon, 1987), mas a oxidagao do
acido pirtivico a acido acético pode ocorrer em varios lactobacilos como
Lactobacillus bulgaricus, Lb. casei, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus, Lb.
plantarum e em Ent. faecalis (Devriese et al., 1991a; Frey e Hubert, 1993).
Em Lb. plantarum, esta enzima esta envolvida no metabolismo aerébico,
promovendo a formacgdo de quantidades significativas de acido acético, a
custa de acido lactico, o que nao se verifica em anaerobiose em que ocorre a

acumulacao de acido lactico (Frey e Hubert, 1993).

A via diacetilo-acetoina € uma via comum entre as bactérias lacticas e com
grande significado nas fermentacées dos produtos lacteos (Axelsson, 1993).
E considerada como a via alternativa a utilizagdo do &cido pirtvico
tecnologicamente mais importante, ocorrendo a conversdo deste acido em
acetoina e diacetilo (Kandler, 1983).

Pela via diacetilo-acetoina, o acido piravico é descarboxilado até acetaldeido-

tiaminapirofosfato (TPP) (“acetaldeido activo”). A a-acetolactato sintase
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cataliza a condensagdo deste com acido piravico, formando acido o-
-acetolactico e libertando didéxido de carbono (Figura 11-2) (Hugenholtz, 1993).

Existe alguma controvérsia entre autores relativamente a formacado de
diacetilo. Por um lado, é atribuida a uma reac¢do de descarboxilagdo
oxidativa ndo enzimatica do acido a-acetolactico que, sendo uma molécula
instavel, facilmente se decompde quimicamente, oxidativamente até diacetilo
e nao oxidativamente até acetoina (Starrenburg e Hugenholtz, 1991;
Hugenholtz e Starrenburg, 1992; Hugenholtz, 1993; Monnet et al., 1994;
Platteeuw et al., 1995). Por outro lado, parece que existe uma enzima
(diacetilsintase) capaz de formar diacetilo directamente a partir do
acetaldeido-TPP e acetil CoA, sem que se forme acido a-acetolactico (Cogan
e Jordan, 1994; Cogan, 1995). |

As bactérias lacticas que produzem acetoina e diacetilo sdo também capazes
de reduzir estes compostos a butanetiol (Hugenholtz e Starrenburg, 1992;
Hugenholtz, 1993; Cogan, 1995).

Quando as hexoses s&o a Unica fonte de carbono, a formagéao de diacetilo e
de acetoina é lenta (Kandler, 1983). Contudo, torna-se significativa se houver
excesso de acido piravico nas células, em relagcdo a necessidade em
regenerar NAD". O excedente de acido piruvico pode resultar da existéncia
de uma fonte alternativa deste acido em relagao aos gliicidos fermentados
que existem no meio, ou da existéncia de outro composto que actua como
aceitador de electrdes, economizando o acido pirtivico formado durante a

fermentagédo (Axelsson, 1993).

O acido citrico presente no leite, embora em quantidades relativamente
pequenas (8 a 10mM (Schmitt et al., 1992; Garcia-Quintans et al., 1998)),
pode constituir a fonte adicional de acido pirtivico (Axelsson, 1993; Steele,
1998).
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Cerca de 90% do acido citrico presente no leite é soltvel sendo a maior parte
perdida no soro, embora a sua concentragédo, na fase aquosa, seja mais ou
menos tripla da do soro, reflectindo, provavelmente, a concentracido de
citrato coloidal (Fox et al., 1993).

A capacidade para metabolizar este acido entre as culturas de arranque, esta
limitada a leuconostoc e a biovariantes de Lactococcus lactis, designadas
por estirpes de Lc. lactis cit’ ou Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis,
que rapidamente o utilizam na presenca de um glicido fermentavel, e néo
como unica fonte de energia (Marshall, 1992; Cogan e Jordan, 1994; Cogan,
1995; Steele, 1998), embora se admita poder haver algum crescimento
microbiano a custa da utilizagdo de acido citrico (Hugenholtz, 1993'; Haddad
et al.,, 1997). Segundo Vedamuthu (1994), as culturas puras de leuconostoc
no leite sdo inertes, mas em associagdo com os lactococos e outras
bactérias lacticas tem capacidade para utilizar o acido citrico presente.
Contudo, certas estirpes de lactococos exercem um efeito inibitério sobre
outras de leuconostoc que é atribuido a competicao nutritiva para compostos
azotados, Mn?* e Mg® e que deve ser controlado de modo a que o
crescimento exagerado de lactococos nédo inviabilize a populagdo de

leuconostoc (Bellengier et al., 1997).

Também podem utilizar o acido citrico algumas bactérias lacticas que
constituem as culturas adventicias, nomeadamente Lactobacillus plantarum e
outros lactobacilos mesofilos (Fox et al., 1993), mas, neste caso, mesmo na
auséncia de outro glicido fermentavel (Marshaill, 1992).

Apesar destes condicionalismos, a utilizagdo do acido citrico pelas bactérias
lacticas tem uma importancia inquestionavel, uma vez que os produtos dela
resultantes (diéxido de carbono, diacetilo, acido acético, acetoina, butanetiol
e acetaldeido) influenciam determinantemente quer a textura quer o sabor e
aroma do queijo (Cogan e Hill, 1993; Fox et al., 1993; Hugenholtz, 1993;
Cogan, 1995; Garcia-Quintans et al., 1998).
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Alguns dos compostos produzidos durante o metabolismo do acido piruvico

tem uma importancia relevante no controlo do crescimento microbiano.

Os diferentes acidos organicos presentes no meio desempenham uma acgéo
antimicrobiana que é influenciada pelas suas constantes de dissociagéo, pelo
pH do meio e, consequentemente, pela concentragcdo de acido no meio, a
determinado pH (Frey e Hubert, 1993; Marshall e Tamime, 1997).

Possuindo uma constante de dissociagéo baixa, a pH neutro ou alcalino, os
acidos orgénicos encontram-se dissociados e, por isso, ndo entram nas
células, enquanto que a pH acido, estando néo ionizados, podem entrar nas
células bacterianas negativamente carregadas, sendo esta forma
responsavel pela sua actividade antimicrobiana (Lindgren e Dobrogosz, 1990;
Deak, 1991; Jay, 1992). Entre os varios acidos organicos, os que tém
constantes de dissociagdo mais elevadas encontram-se principalmente sob a
forma n&o dissociada, a pH acido ou neutro, e demonstram, por isso, maior
actividade inibitéria (Marshall e Tamime, 1997).

Por esta razao, embora facil de determinar, o pH nem sempre é um indicador
fiavel do desenvolvimento dos microrganismos, informando apenas
parcialmente sobre a concentragcdo de acidos fracos no meio, uma vez que
em fungédo do pH, grande parte destes compostos pode estar ndo dissociada.
Em relagdo a estes acidos, & precisamente esta fracgdo que se difunde
através da membrana e sera mais ou menos ionizada, dependendo do pH

intracelular (Piard e Desmazeaud, 1991).

A inibicdo dos microrganismos ocorre a pH diferente para os distintos acidos,
ou seja, considerando as respectivas constantes de dissociagdo, a inibicdo
sucede quando a fracgdo néo ionizada do acido atinge cerca de 20%. Como
a maior eficacia inibitéria de um acido organico se deve ao facto da sua
constante de dissociagao ser mais elevada, considerando os acidos acético e
lactico, o primeiro & mais inibitério que o segundo a pH acido. Mas estes dois

acidos actuam sinergicamente em meios pouco tamponizados. O acido
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lactico diminui o pH do meio, aumentando, portanto, a toxicidade do acido
acético (Lindgren e Dobrogosz, 1990; Piard e Desmazeaud, 1991; Buchanan
et al., 1993; Frey e Hubert, 1993).

As bactérias lacticas heterofermentativas, entre elas os leuconostoc, que
podem produzir acido acético além de acido lactico, demonstram uma
actividade antimicrobiana mais elevada, uma vez que, na mesma molaridade,
o primeiro é mais inibitério que o segundo. Este tem uma constante de
dissociagéo inferior e, como o pH intracelular & préximo da neutralidade, a
maior parte encontra-se sob a forma ionizada (Piard e Desmazeaud, 1991). A
actividade inibitéria de leuconostoc sobre os psicrotréficos é precisamente
atribuida ao acido acético produzido por esse género de bactéria lactica
(Vedamuthu, 1994).

Concluindo, a actividade inibitoria dos acidos organicos é influenciada por
varios factores como o pH, a temperatura, o tipo de &acido usado na
acidificagdo e pela sensibilidade dos microrganismos que por sua vez
depende de outros factores como ay, E;, tratamento térmico etc. Assim, é
dificil prever a eficacia dos acidos organicos no controlo do comportamento
dos diferentes microrganismos presentes no alimento (Piard e Desmazeaud,
1991; EI-Shenawy e Marth,1992).

O peréxido de hidrogénio & responsavel pela inibicAo de varios
microrganismos, entre eles Pseudomonas spp., Proteus spp., Bacillus spp.,
Staphylococcus aureus que podem estar presentes no leite, e pode formar-se
quer pela degradagdo microbiana dos aglcares quer pela degradacdo
oxidativa dos lipidos (Piard e Desmazeaud, 1991; ICMSF, 1993).

O peréxido de hidrogénio pode ser formado em quantidades significativas a
partir da oxidagao do acido pirtvico, pela piruvato oxidase (Figura 1I-2), e a
partir da oxidagcao do acido lactico, pela L-lactato oxidase ou pela L-lactato
desidrogenase NAD independente. A sua produgdo e acumulagdo sao

favorecidas pelas baixas temperaturas e verifica-se uma relagdo inversa
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entre a formacéao de peréxido de hidrogénio e a produgao de acido (Condon,
1987; Axelsson, 1993; Davidson e Hoover, 1993; Frey e Hubert, 1993).

A capacidade das bactérias lacticas produzirem perdxido de hidrogénio é
muito influenciada pela composicdo do meio, embora as varias estirpes
reajam de maneira diferente as condigées culturais. Assim, quanto menor for
a concentragdo de glucose, maior sera a produgdo de perdxido de
hidrogénio. O elevado contetido em Mn?* também & importante para uma boa
producdo de peroxido de hidrogénio, por algumas estirpes, uma vez que &
essencial para o crescimento e metabolismo microbianos (Berthier, 1993).
Além disso, este ido facilita a produgcdo de perdéxido de hidrogénio pela
conversao do anido superoxido (Condon, 1987; Piard e Desmazeaud, 1991;
Axelsson, 1993).

As bactérias lacticas, anaerébias facultativas, fermentam os agucares com a
participagao dos sistemas NADH nas reacgbes de oxidagdo-redugédo. Estas
moléculas, frequentemente induzidas pela presen¢a de oxigénio, catalizam a
sua reducdo até peroxido de hidrogénio ou agua. Como intermediario desta
reducdo, pode formar-se o anido superdxido, bastante instavel, cuja
conversdao em peroxido de hidrogénio se deve a actividade da superéxido
dismutase ou a presenca de elevadas concentragdes de Mn®* (Condon,
1987; Piard e Desmazeaud, 1991; Axelsson, 1993).

A presenca simultanea de perdxido de hidrogénio e de anibes superdxido
origina a formacdo de radicais hidroxilo (OH*), inibidores das células
sensiveis ao oxigénio. O crescimento de bactérias lacticas leva, portanto, a
formacao de trés derivados do oxigénio que séo o peréxido de hidrogénio, o
anido superoxido e o radical hidroxilo, vectores de toxicidade do oxigénio
(Piard e Desmazeaud, 1991).

Esta toxicidade tem um efeito bacteriostatico, competindo para os sistemas
NADH ou aumentando a permeabilidade da membrana por peroxidagédo dos

lipidos membranarios, e um efeito bactericida, devido a alteragoes
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irreversiveis ou reversiveis causadas pelos radicais livres e pelo peréxido de
hidrogénio nos acidos nucleicos bacterianos. Também é provavel que a
oxidagdo dos compostos sulfidril, presentes em grande nimero de enzimas
ou co-enzimas, afecte o seu funcionamento (Lindgren e Dobrogosz, 1990;

Piard e Desmazeaud, 1991).

A acumulacdo de perdxido de hidrogénio pode chegar a niveis auto-
-inibitérios, dependendo da estirpe produtora. A maioria das bactérias
lacticas possui NADH peroxidase que usa o peréxido de hidrogénio, como
aceitador de electrées, produzindo agua (Condon, 1987; Piard e
Desmazeaud, 1991; Axelsson, 1993).

Relativamente aos outros metabolitos do oxigénio, algumas bactérias lacticas
dispbem de superoxido dismutase e outras acumulam Mn%, em
concentragdes intracelulares elevadas, que as protege contra o anido
superéoxido prevenindo a formagdo de radicais hidroxilo. Ambos os
mecanismos conduzem a producao de peréxidos (Axelsson, 1993; ICMSF,
1993). Por outro lado, grande nimero de microrganismos dispbe de
catalases ou peroxidases que lhes permitem livrar-se deste composto. De
qualquer forma, nos microrganismos com catalase, os efeitos
antimicrobianos do peréxido de hidrogénio surgem quando a sua
concentracdo € demasiado elevada para ser desdobrada ou quando os

sistemas da catalase ou da peroxidase sao destruidos (ICMSF, 1993).

No caso das bactérias lacticas, os ambientes aer6bios podem ser tdxicos
para algumas estirpes mas para outras, o oxigénio bem como o peréxido de
hidrogénio formado a partir do oxigénio constituem aceitadores de electrées
adicionais ao metabolismo dos aglcares permitindo a reoxidagido de NADH.
Podem, assim, utilizar uma vasta gama de substratos para a produgéo de
ATP e, consequentemente, atingir elevadas taxas de crescimento (Condon,
1987).
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As bactérias Gram negativas estdo mais protegidas dos efeitos de
metabolitos do oxigénio, devido a presenca de uma camada exterior de
lipopolissacaridos que aprisiona o oxigénio molecular activo, ao contrario das
bactérias lacticas em que o oxigénio molecular se difunde na camada do
peptidoglicano e reage com os locais sensiveis na membrana (Piard e
Desmazeaud, 1991).

Para além da importdncia no flavour dos produtos lacteos, o diacetilo
também tem demonstrado alguma actividade antibacteriana. Embora apenas
tenha evidenciado uma acg¢do bacteriostatica em relagdo a bactérias Gram
positivas, tem-se revelado bactericida contra as bactérias Gram negativas e
leveduras. As bactérias lacticas sao muito pouco inibidas por este composto,
ao contrario de Staphylococcus spp. e, em concentragdes muito elevadas,
pode ter um efeito supressivo sobre a flora psicrotréfica Gram negativa
(Lindgren e Dobrogosz, 1990; Motlagh et al., 1991; Piard e Desmazeaud,
1991; Davidson e Hoover, 1993; Vedamuthu, 1994; Choisy et al., 1997b).

Apesar de as concentragdes eficazes serem demasiado elevadas para que
seja considerado como um conservante natural ou um bioconservante,
parece que o diacetiio desempenha um papel relevante, quando em
combinagdao com outros inibidores produzidos pelas bactérias lacticas, como
os acidos organicos (Lindgren e Dobrogosz, 1990; Piard e Desmazeaud,
1991; Davidson e Hoover, 1993; Mayra-Makinen e Bigret, 1993; Choisy et al.,
1997b; Frank e Hassan, 1998).

Em todos os queijos existe uma diversidade de espécies microbianas que
contribui para a protedlise constituindo, nalgumas variedades, os seus

principais agentes (Fox e McSweeney, 1997).

Sendo nutricionalmente bastante exigentes e uma vez que a concentragéo
de amino-acidos no leite & insuficiente para suportar o seu crescimento, as
bactérias lacticas possuem um sistema proteolitico bastante completo. Este

sistema envolve a acgdo concertada de proteinases e peptidases que
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hidrolizam as proteinas do leite até amino-acidos livres destinados a nutrigio
microbiana (Marshall, 1992; Fox et al., 1993).

Embora o sistema proteolitico das culturas de arranque, bem como o das
culturas adventicias contribua pouco para a proteélise primaria do queijo, € o
principal responsavel pela formacédo de pequenos péptidos e amino-acidos
livres, a partir da degradacdo da caseina (Law e Kolstadt, 1983; Fox e
McSweeney, 1997).

Os lactococos, apesar de fracamente proteoliticos, dispéem de um sistema
proteolitico perfeito, verificando-se uma certa homologia com o de muitas
outras bactérias lacticas, podendo, o dos primeiros, servir de modelo para o
estudo destas (Fox e McSweeney, 1997; Steele, 1998). Dele fazem parte
enzimas extracelulares, sistemas de transporte e enzimas intracelulares
(Figura 1I-3) (Kunii et al., 1996; Mulholland, 1997; Steele, 1998).

As enzimas extracelulares podem estar ligadas a parede ou a membrana
celulares (Visser, 1993) e incluem proteinases capazes de hidrolizar
caseinas, até péptidos suficientemente pequenos para serem transportados
para o interior da célula (Fox e Mc Sweeney, 1997; Mulholland, 1997).

O transporte de compostos azotados através da membrana citoplasmatica é
feito através de sistemas de transporte de oligopéptidos, de sistemas de
transporte de dipéptidos/tripéptidos e de sistemas de transporte de amino-
-acidos, sendo o primeiro 0 de maior importancia durante o crescimento de
lactococos no leite (Steele, 1998).
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FIGURA I1-3 - Modelo Esquematico do Sistema Proteolitico de Lactococos. (Adaptado de Pritchard e
Coolbear (1993) e Mulholland (1997). '
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As enzimas intracelulares constam de endopeptidases e de exopeptidases,
capazes de degradar os péptidos transportados até amino-acidos essenciais
e estimuladores do crescimento das bactérias lacticas, no leite, onde é
escassa a quantidade destes compostos (Fox e Mc Sweeney, 1997,
Mulholland, 1997).

A actividade proteinase é essencial para a degradagdo das caseinas até
oligopéptidos, permitindo o crescimento das bactérias em ambientes
contendo caseina, como o leite (Poolman et al., 1995). Quando a proteinase
é secretada para o meio extracelular, a protedlise parece ser mais reduzida
provavelmente porque a matriz do queijo restringe os movimentos dos
péptidos (Law et al., 1993).

A x-caseina é a melhor fonte de amino-acidos essenciais para o crescimento
microbiano. A sua hidrélise liberta alguns oligopéptidos, diferentes consoante

a proteinase implicada, que contém todos os amino-acidos necessarios para
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o crescimento. Deve salientar-se a importancia do péptido xk-CN(f96-106) na
nutricdo das bactérias lacticas, uma vez que é produzido precocemente
durante a protedlise e possui trés residuos do amino-acido essencial
histidina. Os péptidos produzidos, também precocemente, mas a partir da -
-caseina, nao contém este amino-acido e, portanto, a hidrélise da k-caseina
é importante para satisfazer as necessidades em histidina das culturas de
arranque (Pritchard e Coolbear, 1993; Reid et al., 1994; Flambard et al.,
1998).

A entrada dos produtos de degradacdo da caseina nas células pode seguir
trés vias. Assim, estes produtos podem entrar como amino-acidos livres,
através de uma variedade de sistemas de transporte de amino-acidos; os di-
e tripéptidos podem entrar através de um sistema de transporte simples, mas
que néo transporta oligopéptidos maiores, existindo para estes um sistema
de transporte de oligopéptidos capaz de transportar tetra, penta e
hexapéptidos, e mesmo péptidos ligeiramente maiores (Pritchard e Coolbear,
1993; Poolman et al., 1995; Mulholland, 1997; Steele, 1998).

O sistema de transporte de di- e tripéptidos é importante para a actividade
proteolitica das bactérias lacticas e, segundo alguns autores (Kok, 1990;

Pritchard e Coolbear, 1993), é essencial para o crescimento microbiano.

Uma vez dentro da célula, os péptidos sdo hidrolizados por peptidases, a
maioria das quais sdo metaloenzimas, cuja localizagao é incerta. No entanto,
embora possam estar localizadas na periferia da célula, eventualmente
ligadas a parede celular, sdo sempre intracelulares (Fox et al., 1993; Visser,
1993; Pritchard e Coolbear, 1993; Poolman et al., 1995; Kunji et al., 1996;
Mulholland, 1997).

A degradacéo inicial dos oligopéptidos da caseina pode dever-se a ac¢édo de
exopeptidases, que realizam a clivagem sistematica de amino-acidos ou
dipéptidos da extremidade N-terminal dos oligopéptidos, ou de
endopeptidases, que catalizam a cisdo dos oligopéptidos até outros mais
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pequenos, em qualquer das suas ligagdes peptidicas desde que distantes
das extremidades C- ou N-terminais, e que depois sdo degradados por

aminopeptidases, di- e tripeptidases (Pritchard e Coolbear, 1993).

Nos lactococos nao foram detectadas carboxipeptidases (Kok, 1990;
Pritchard e Coolbear, 1993 Visser, 1993: Kunji et al., 1996; Steele, 1998).

E da actividade combinada de todas estas enzimas que os péptidos
produzidos pela ac¢ao da proteinase da membrana celular e transportados
para o interior das células sdo convertidos em amino-acidos livres,
necessarios a nutricdo e ao crescimento celulares e que constituem os
precursores dos constituintes do flavour (Fox et al., 1993; Steele, 1998).

Apesar do pH 6ptimo de actividade da maioria destas enzimas ser elevado,
demonstram actividade residual mesmo com os valores baixos de pH do
queijo. O largo espectro de especificidades, bem como as diferentes
localiza¢des celulares das peptidases garantem, no queijo, uma degradagéo
controlada dos fragmentos peptidicos gerados pela proteinase (Fox et al.,
1993; Visser, 1993).

As bactérias lacticas possuem mais do que uma enzima capaz de hidrolizar
um péptido particular ou produzir um amino-acido especifico. Portanto,
quando lhes falta uma ou outra enzima, embora o perfil da hidrélise dos
péptidos possa estar alterado, mantém a sua capacidade de crescimento no
leite (Poolman et al., 1995; Kunji et al., 1996). Mas quando faltam varias
enzimas simultdneamente, o crescimento torna-se mais lento e as taxas de
crescimento decrescem a medida que as peptidases vao faltando (Kuniji et
al., 1996; Mulholland, 1997).

Alem dos efeitos positivos que a actividade proteolitica pode determinar na
formagéo do flavour caracteristico do queijo, podem também surgir efeitos
negativos que depreciam o produto (Thomas e Pritchard, 1987; Steele,
1998).
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Um destes efeitos consiste no aparecimento do sabor amargo, atribuido a
presengca de péptidos hidrofébicos, de pequeno tamanho, provenientes
principalmente da regido C-terminal da B-caseina (Thomas e Pritchard, 1987)
mas também originados a partir da a-caseina (Lemieux e Simard, 1991).
Embora a sua producéo, no queijo, seja influenciada por variados factores
(entre eles a qualidade do leite, o pH, a composi¢ao quimica e as condi¢des
de fabrico) os mais importantes sdo o teor microbiano e o tipo e quantidade
de agente coagulante e de cultura de arranque utilizados (Lemieux e Simard,
1991).

No entanto, as bactérias lacticas tem enzimas capazes de degradar os
péptidos amargos em produtos ndo amargos através da acg¢ao sequencial
dos varios tipos de peptidases que plossuem (Thomas e Pritchard, 1987;
Visser, 1993).

Deve salientar-se que enquanto as enzimas proteoliticas ligadas a superficie
da célula tem acesso ao substrato, no queijo, mantendo a integridade celular,
os péptidos, provavelmente, sé serdo hidrolizados pelas peptidases
intracelulares apo6s a ruptura membranaria, quando estas sdo langcadas e se
difundem na massa do queijo. Assim, as elevadas densidades de culturas de
arranque que persistem no queijo como células intactas podem favorecer o
aparecimento do sabor amargo e reduzir o desenvolvimento do flavour
desejado (Thomas e Pritchard, 1987).

Este defeito € mais raro nos queijos feitos com leite de ovelha e cabra que
nos de vaca, uma vez que no desta espécie &€ maior o conteudo em a-
-caseina cujos hidrolizados sdao mais amargos que os de p-caseina,
sugerindo que quanto menor a quantidade de a-caseina, menor sera o sabor

amargo (Lemieux e Simard, 1991; 1992).

De entre as bactérias lacticas, os lactobacilos sdo os que tem necessidades
mais extensas em amino-acidos, possuindo, por isso, um elaborado sistema
proteolitico (Khalid e Marth, 1990a; Peterson e Marshall, 1990; Fox et al.,
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1993). Este sistema & mais ou menos conhecido e é semelhante ao dos
lactococos, embora exibindo actividades proteinase e peptidase mais
intensas (Khalid e Marth, 1990b; Peterson e Marshall, 1990; Fox e
McSweeney, 1997). Produzem grandes quantidades de amino-acidos,

especialmente acido glutamico, prolina, lisina e leucina (Khalid et al., 1991).

As proteinases da maioria das espécies de lactobacilos estdo associadas a
parede celular mas também podem estar localizadas intracelularmente
(Peterson e Marshall, 1990; Fox et al., 1993). Assim, em Lactobacillus casei,
Lb. plantarum, Lb. helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus e Lb.
delbrueckii subsp. lactis foram evidenciadas proteinases associadas a parede
celular e em Lb. casei, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus e Lb. acidophilus
foram também purificadas proteinases'intracelulares (Law e Kolstadt, 1983;
Khalid e Marth, 1990a).

Estas enzimas tem um espectro de actividade vasto relativamente as o-, p- €
k-caseinas, embora demonstrando diferentes preferéncias para cada uma
delas. As proteinases da maioria das estirpes de Lb. helveticus clivam as a- e
B-caseinas mas ndo a x-caseina (Khalid e Marth, 1990a; Yamamoto et al.,
1994) embora existam estirpes capazes de degradar esta ultima (Khalid et
al., 1991). Em Lb. plantarum, a B-caseina é preferencialmente cindida mas a
o-caseina também o pode ser, parcialmente, enquanto que em Lb. casei a -
-caseina nao é hidrolizada (Khalid e Marth, 1990Db).

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus possui duas proteinases associadas a
parede celular capazes de degradar todos os tipos de caseina embora a B-
-caseina seja a fracgdo mais susceptivel (Thomas e Pritchard, 1987; Khalid e
Marth, 1990a; Olson, 1990; Pritchard e Coolbear, 1993; Marshall e Tamime,
1997). Nesta espécie também tem sido referenciada uma proteinase
intracelular (Khalid e Marth, 1990a).
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As peptidases dos lactobacilos tem também largo espectro de actividade e
localizam-se intracelularmente. Em Lactobacillus helveticus, Lb. delbrueckii
subsp. lactis, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. casei e
Lb. plantarum, entre outros, foram purificadas aminopeptidases, algumas
delas especificas da prolina (Khalid e Marth, 1990a; Olson, 1990; Fox et al.,
1993; Pritchard e Coolbear, 1993; Marshall e Tamime, 1997; Mulholland,
1998). Em Lb. helveticus, Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. casei e Lb. plantarum existem também
dipeptidases mas as tripeptidases s6 foram purificadas em Lb. casei e Lb.
plantarum (Khalid e Marth, 1990a; Khalid et al., 1991). Em Lb. delbrueckii
subsp. Jactis foi purificada uma aminopeptidase que hidroliza
preferencialmente os dipéptidos e alguns tripéptidos contendo leucina em
posicdo N-terminal (Kunji et al., 1996). Também a actividade
carboxipeptidase apenas foi encontrada em Lb. casei e Lb. plantarum (Kok,
1990; Olson, 1990; Khalid e Marth, 1990a; Pritchard e Coolbear, 1993;
Marshall e Tamime, 1997; Mulholland, 1997).

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, com importancia no fabrico de
algumas variedades de queijo, embora seja fracamente proteolitico, tem
grandes exigéncias nutricionais, tal como outras bactérias lacticas (Fox et al.,
1993; Neviani et al., 1995). E usado juntamente com lactobacilos fortemente
proteoliticos, como Lactobacillus helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
e Lb. delbrueckii subsp. lactis, sendo o seu crescimento estimulado pelos
amino-acidos livres produzidos no leite pela actividade proteolitica desses

microrganismos (Marshall, 1992; Fox et al., 1993).

Porém, verificou-se que actividade proteinase associada a parede celular,
moderadamente forte, e a actividade peptidase sédo capazes de hidrolizar as
proteinas até amino-acidos essenciais para a sua nutricdo e para a producéo
de outros compostos. Também foi observado que as estirpes de
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus com maiores exigéncias
nutricionais, em termos de amino-acidos, sdo as que exibem actividades

peptidoliticas mais activas e diversificadas, nomeadamente de
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aminopeptidases e dipeptidases (Olson, 1990; Fox et al., 1993; Neviani et al.,
1995).

Outras bactérias lacticas que ndo fazem parte das culturas de arranque,
atingem populacdes elevadas durante a maturagdo do queijo. Embora nesta
fase, geralmente, dominem os lactobacilos, também podem crescer os
pediococos (Fox et al., 1993), constituindo, nalguns queijos, o género de

bactérias adventicias dominante (Bhowmik e Marth, 1990).

Estes microrganismos s&o pouco proteoliticos. Contudo, muitas estirpes de
Pediococcus pentosaceus e de P. acidilactici tem actividade proteinase,
partindo quer a a- quer a p-caseina. Tém também actividades
aminopeptidase, dipeptidase e exbpeptidase especifica da prolina,
localizadas intracelularmente (Bhowmik e Marth, 1990; Fox et al., 1993).

Resumindo, em Lactococcus lactis e na maior parte das bactérias lacticas,
uma vez que o sistema proteolitico do primeiro & bastante semelhante ao
destas, a caseina é hidrolizada, extracelularmente, até oligopéptidos por
proteinases. Grande parte dos péptidos formados penetra nas células
através de um sistema de transporte de oligopéptidos e outros péptidos
acumulam-se no meio. Alguns amino-acidos essenciais entram nas células
por sistemas de transporte de amino-acidos ou sob a forma de di- ou
tripéptidos, pelos sistemas de transporte di- e tripéptido. Intracelularmente
foram identificadas varias peptidases que, actuando de forma concertada,
clivam os péptidos em varios locais da sua cadeia, libertando os amino-
-acidos essenciais e estimuladores do crescimento e indispensaveis para o
desenvolvimento do flavour do queijo (Poolman et al., 1995; Kunji et al.,
1996).

A contribuicdo directa dos péptidos e dos amino-acidos para o flavour esta,

provavelmente, limitada ao sabor basico do queijo (Alting et al., 1995; Yvon et
al., 1997). Mas estes compostos podem ser utilizados pelos microrganismos
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para satisfacdo das suas necessidades metabdlicas e estruturais estando

sujeitos a variadas transformac¢des (Hemme et al., 1982).

A degradagdo dos amino-acidos, especialmente dos amino-acidos
aromaticos, de cadeia ramificada e sulfurados, pelas bactérias lacticas
presentes no queijo, envolvendo reacgdes como a desaminagdo, a
transaminacédo, a descarboxilacdo e a clivagem da cadeia lateral, gera
compostos aromaticos contribuindo, indirectamente, para o flavour tipico do
queijo (Alting et al., 1995; Fox et al., 1996; Yvon et al., 1997). Porém, do
catabolismo dos amino-acidos pode também resuitar a produgdo de indol,
fenol, escatol ou compostos sulfurados, alguns deles com efeitos

indesejaveis para o flavour (Hemme et al., 1982; Steele, 1998).

Os tipos de enzimas envolvidos na degradagido dos amino-acidos incluem
desaminases, descarboxilases, transaminases e enzimas que hidrolizam as
cadeias laterais (Visser, 1993; Alting et al., 1995). Como estdo localizadas
intracelularmente, € necessaria a lise ou a permeabilizagdo das bactérias
para que as enzimas tenham acesso a estes substratos externos (Alting et

al., 1995).

Entre os produtos formados encontram-se as aminas, os a-cetoacidos e
outros amino-acidos, que depois podem ser degradados até aldeidos que,
reduzidos dao origem a alcoois, e oxidados produzem acidos (Hemme et al.,
1982; Visser, 1993).

Também sdo importantes para o desenvolvimento do flavour as reacgbes
entre amino-acidos e compostos carbonil como glioxal, metilglioxal, diacetilo,
dihidroxiacetona, acetoina e etanal, dependendo, o flavour resultante, do
amino-acido e do composto carbonil implicados. Como o mecanismo para
esta formagdo necessita de oxigénio, pode estar minimizada no queijo,
exceptuando a superficie de algumas variedades (Olson, 1990).
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A transaminacdo é uma transformacgdo importante que ocorre durante a
maturagdo do queijo, uma vez que pode alterar a composigdo em amino-

-acidos e produzir e modificar a-cetoacidos (Hemme et al., 1982).

Nos lactococos, onde nédo foi detectada actividade de desaminagéo nem de
descarboxilacdo, a transaminagado constitui uma reac¢éo importante para a
degradacdo de amino-acidos aromaticos, como a tirosina, a fenilalanina e o
triptofano, e de cadeia ramificada, que sdo os precursores dos compostos
aromaticos (Yvon et al., 1997).

A desaminagédo determina a formagdo de amoénia, presente em muitos
queijos curados, e a sua libertagdo causa um aumento do pH, podendo
também formar-se a-cetoacidos cuja descarboxilagéo origina aldeidos que,
ao serem reduzidos, produzem alcoois e ao serem oxidados produzem
acidos (Hemme et al., 1982; Law et al., 1993; Molimard e Spinnler, 1996).

Os amino-acidos também podem estar sujeitos a reaccdes de
descarboxilagdo, produzindo diéxido de carbono e aminas, volateis e nao
volateis, com importénciaA no flavour do queijo. Entre as aminas nao volateis
destacam-se a tiramina, a histamina, a triptamina e a putrescina, cuja
acumulagdo no queijo pode interferir com a satde dos seus consumidores
(Law e Kolstadt, 1983; Khalid e Marth, 1990a; Molimard e Spinnler, 1996;
Ryser, 1998). Posteriormente, as aminas podem estar sujeitas a

desaminacgéao oxidativa, originando aldeidos (Molimard e Spinnler, 1996).

A degradacdo das cadeias laterais dos amino-acidos pode ser feita por
hidrolases que libertam amoénia em consequéncia da desaminagédo dos
grupos amida da cadeia lateral de asparagina e glutamina e da hidrélise
parcial do grupo guanidina da arginina; por liases que actuam nas ligagdes C-
O, degradando os amino-acidos com funcao alcool (tirosina, serina) e
produzindo o correspondente a-cetoacido (acido a-cetobutirico e acido

piravico), aménia e agua; ou por liases que quebram as ligagdes C-C
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produzindo aménia e acido piravico além de fenol ou indol, a partir de tirosina
ou triptofano, respectivamente (Hemme et al., 1982).

Também é importante para o flavour de alguns queijos, a libertagido de
compostos sulfurados a partir de degradagdo de amino-acidos sulfurados,
como a metionina. Da degradacdo deste amino-acido pode formar-se o
metanetiol, composto sulfurado volatil que contribui significativamente para o
aroma do queijo. A sua formagdo pode resultar quer da actividade da
metionina-y-liase, presente nalgumas bactérias lacticas como Brevibacterium
linens, como da actividade da cistationina-p-liase e da cistationina-y-liase,
presentes nos lactococos e em alguns lactobacilos (Alting et al., 1995; Dias e
Weimer, 1988a; b).

A actividade lipolitica das bactérias lacticas, apesar de muito fraca, também
pode ser detectada durante o periodo de maturagéo do queijo, manifestando-
-se, principalmente, junto as células, facto a que nao é alheia a localizagéo
intracelular das enzimas. Esta actividade evidencia-se, sobretudo, durante a

fase logaritmica de crescimento (Fox et al., 1993; Choisy et al., 1997a).

Os lactococos sdo ligeiramente mais lipoliticos que os lactobacilos e a
actividade esterase é relativamente superior a lipase, em todas as estirpes
(Tsakalidou e Kalantzopoulos, 1992; Fox et al., 1993; Choisy et al., 1997a).
Contudo, segundo Gobbetti et al. (1997), a actividade esterase manifestada

pelos lactobacilos é superior a dos lactococos.

Sendo muito pouco lipoliticos, a influéncia dos lactobacilos na formacgéo de
acidos gordos livres durante a maturagdo do queijo € muito pequena. Os
triacilglicéridos com acidos gordos de cadeia curta sdo hidrolizados mais
rapidamente que os de cadeia longa pela maioria das estirpes de
microrganismos com excepgdo de Lactobacillus plantarum e Lb. casei.
Nestes foi detectada uma lipase intracelular, capaz de hidrolizar tributirina,
mas pouco eficaz sobre a tripalmitina, a trioleina e a gordura do leite. No
entanto, esta lipase tem capacidade para libertar acidos butirico (C4:0),
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caproico (C6:0), caprilico (C8:0) e caprico (C10:0) e também algum miristico
(C14:0), estearico (C18:0), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3) (Khalid e
Marth, 1990a).

Também em Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus e em Lb. helveticus se
detectaram actividades esterase intracelulares que, promovendo a libertagéo
de acidos gordos de cadeia curta (até C5) contribuem significativamente para
o desenvolvimento do flavour, durante o processo de maturagéo (Khalid et
al., 1991).

Alguns lactobacilos heterofermentativos, como Lb. buchneri, Lb. brevis e Lb.
hilgardii, contém esterases que, tal como noutros lactobacilos, nos lactococos
e nos leuconostoc, degradam preferéncialmente acidos gordos de cadeia
curta (Vafopoulou-Mastrojiannaki et al., 1996).

Quanto a sua presenca nas diversas variedades de queijo, os lactococos s&o
o género lactico predominante na coalhada e no inicio da maturagdo dos
queijos Afuega’l Pitd, Cendrat del Montsec, Teleme e Pecorino d’Abruzzo,
decrescendo, depois, em consequéncia da acidificacdo que favorece o
crescimento dos lactobacilos que, por sua vez, também contribuem para
diminuir o pH. Estes microrganismos constituem o género de bactérias
lacticas mais comum nas coalhadas do queijo Feta, tendo menor expressao
os enterococos e os pediococos (Tzanetakis e Litopoulou-Tzanetaki, 1992;
Mor-Mur et al., 1994; Delaglio et al., 1995; Cuesta et al., 1996).

De entre as bactérias lacticas encontradas na coalhada do queijo Serra da
Estrela, predominam Enterococcus faecium, Lactococcus lactis subsp. lactis,
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides/dextranicum, Leuconostoc
lactis e Lactobacillus paracasei subsp. paracasei que, embora em proporgoes
diferentes, foram também detectadas na coalhada do queijo Picante da Beira
Baixa (Macedo et al., 1995; Freitas et al., 1996).
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No inicio da fase maturagdo de muitas variedades de queijo (Picante da
Beira Baixa, La Serena, Serra da Estrela, Casar de Caceres, Los Pedroches,
Afuega’l Pitu, Feta e Teleme), as bactérias lacticas atingem os seus valores
méaximos, constituindo as principais responsaveis pela diminui¢do do pH até
ao final da maturagdo. Como foi mencionado anteriormente, este parametro,
associado a crescente concentracido de sal observada até ao final da cura,
constituem factores desfavoraveis a sobrevivéncia da maior parte dos
microrganismos, causando uma redugéo gradual nos niveis de quase todos
os grupos microbianos presentes (Fernandez del Pozo et al., 1988; Poullet et
al., 1991; Tzanetakis e Litopoulou-Tzanetaki, 1992; Macedo et al., 1995;
Sanchez et al., 1995; Cuesta et al., 1996; Freitas et al., 1996).

Apos a coagulagdo do leite e nos primeiros dias de maturagdo do queijo, as
bactérias lacticas que constituem as cuituras de arranque védo diminuindo.
Estas culturas s&o, principalmente, constituidas por lactococos, leuconostoc
e enterococos e a sua lise, essencialmente ligada ao gasto de lactose, a
diminuicdo do pH e ao aumento da concentragdo de sal, liberta nutrientes
que serdo utilizados pela flora secundaria e adventicia e compostos que,
directa ou indirectamente, contribuem para o flavour do queijo. Tornam-se,
entdo, dominantes outros géneros mais resistentes ao acido e ao sal como
lactobacilos, enterococos e pediococos, que se mantém até ao final da
maturagdo (Fernandez del Pozo et al., 1988; Mas e Gonzalez-Crespo, 1992;
Tzanetakis e Litopoulou-Tzanetakis, 1992; Mc Sweeney et al, 1993,
Tzanetakis et al., 1995; Cuesta et al., 1996; Freitas et al., 1996; Johnson,
1998).

Assim, no queijo Afuega’l Pitu, os lactococos predominam até aos trés dias
de maturacdo, os leuconostoc sédo as principais bactérias lacticas
encontradas aos oito dias mas decrescem sendo os lactobacilos os
predominantes desde os quinze dias até ao final de um periodo de

maturacdo de 60 dias (Cuesta et al., 1996).
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No queijo Serra da Estrela, Leuconostoc lactis parece ser a espécie que
evidencia maior crescimento ao longo da maturagédo, predominando no
produto acabado, onde também é significativa a presenga de Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei. Embora Lactococcus lactis subsp. lactis, Lb.
plantarum, Enterococcus faecium e Leuconostoc mesenteroides possam
estar presentes no final da maturagio, as suas popula¢cdes sdo mais
reduzidas que no inicio deste periodo (Macedo et al., 1995).

No queijo Picante da Beira Baixa, as bactérias lacticas constituem um dos
principais grupos microbianos durante a maturagdo. Lactococcus lactis,
Leuconostoc mesenteroides e Ln. lactis apenas estao presentes no inicio da
maturacédo. Os enterococos (Ent. faecium, Ent. faecalis e Ent. durans) e os
lactobacilos (Lb. plantarum e Lb. parabasel) sd0 os predominantes durante
toda a maturagéo, atingindo populagdes elevadas no inicio, que diminuem
gradualmente. Os enterococos podem manter proporgdes particularmente
elevadas, uma vez que, devido a sua halotolerancia, conseguem sobreviver
as condicdes de ay e as concentragdes de NaCl particularmente inéspitas
que caracterizam este produto. Os lactobacilos, que ndo suportam condigbes
tao extremas, desaparecem no final da maturagdao (Freitas et al., 1995;
1996).

No queijo Majorero, em que estas condi¢des, apesar de pouco propicias ao
crescimento microbiano, ndo séo tdo exigentes como no queijo Picante da
Beira Baixa, os lactococos (Lacfococcus lactis), os leuconostoc (Leuconostoc
mesenteroides) e os enterococos (Enterococcus faecalis) predominam
durante toda a maturagdo, sendo as populagdes de lactobacilos
(Lactobacillus plantarum, Lb. casei, Lb. brevis e Lb. fermentum) menos

numerosas que as deles (Fontecha et al., 1990).
Também nos queijos Casar de Caceres e Los Ibores, Lactococcus lactis e

Leuconostoc lactis foram isolados apenas no inicio da maturagéo. Durante o

periodo de maturagdo encontram-se Leuconostoc mesenteroides,
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Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium e Ent. faecalis que se
mantém até ao final (Mas e Gonzalez-Crespo, 1992; Poullet et al., 1993).

Nos queijos Feta e Teleme, curados em salmoura, a evolugéo das bactérias
lacticas é bastante influenciada pelos valores de pH acido e pelas elevadas
concentrac6es de NaCl que caracterizam estes queijos. Assim, no primeiro, o
crescimento dos lactobacilos é favorecido por estas condigcées de modo que
no final da maturagédo representam cerca de 90% da flora total do queijo,
sendo Lb. plantarum a espécie mais abundante, devido a sua halotolerancia.
No queijo Teleme, embora também predominem os lactobacilos devido ao
pH acido, as bactérias sensiveis ao sal podem sobreviver, uma vez que as
concentragbes de sal séo inferiores as do queijo Feta, encontrando-se
lactococos nos primeiros dias do periodo de maturagdo. Durante o primeiro
terco do periodo de maturagéo de 180 dias, podem crescer os leuconostoc,
e, posteriormente, dominam os lactobacilos (Tzanetakis e Litopoulou-
-Tzanetaki, 1992).

O desenvolvimento da populacdo de bactérias lacticas é consideravelmente
influenciado pelas condigbes ambientais sob as quais decorre a maturagao.
Assim, no queijo Serra da Estrela, o seu desenvolvimento é favorecido no
Outono e no Inverno, observando-se as populagdes mais humerosas nestas
estagdes. As temperaturas mais baixas e os maiores teores de humidade
relativa que se verificam nestas épocas do ano sdo os responsaveis por este

crescimento (Macedo et al., 1995).

No final da maturagdo do queijo Serra da Estrela fabricado no Outono,
predominam Leuconostoc lactis, provavelmente a espécie que tem
crescimento mais rapido, seguida de Leuconostoc mesenteroides e
Lactobacillus paracasei. No Inverno e na Primavera encontram-se mais
frequentemente Lacfococcus lactis e Lactobacillus paracasei. De salientar
que a presenga de Enterococcus faecium é especiaimente notada em queijos

feitos no Inverno e Outono, o que provavelmente se relaciona com as
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condigbes de alojamento dos animais associada a contaminagdo da matéria-

-prima e do produto durante o processamento (Macedo et al., 1995).

Nos queijos Casar de Caceres e Los Pedroches, apesar de os numeros
atingidos pelas bactérias lacticas no Inverno serem superiores aos da
Primavera, os valores maximos sdo alcancados mais tardiamente que nesta
estagdo. Além disso, quando o seu crescimento cessa, as populagbes
microbianas presentes no queijo fabricado no Inverno mantém os seus niveis
elevados enquanto que na Primavera decrescem até ao final da maturagéo.
Este comportamento é atribuido as condigdes mais desfavoraveis que séo
criadas nos queijos fabricados na Primavera, uma vez que estdo sujeitos a
temperaturas mais elevadas e a maiores perdas de humidade (Poullet et al.,
1991; Sanchez et al., 1995).

Ainda no queijo Casar de Caceres, as espécies de bactérias lacticas mais
frequentemente encontradas no Inverno sdo do género Leuconostoc
(Leuconostoc lactis, Ln. mesenteroides subsp mesenteroides, Ln.
mesenteroides subsp. dextranicum e Ln. paramesenteroides, actualmente
Weissella paramesenteroides) mas também se identificaram Lactobacillus
curvatus, Lb. brevis e Lb. paracasei. Na Primavera predominam Lactococcus
lactis e varias espécies de Enterococcus bem como Lactobacillus plantarum
e Lb. rhamnosus (Poullet et al., 1993).

Micrococaceas:

Este grupo microbiano também se encontra em populagées numerosas nos
queijos, principaimente naqueles que séo feitos a partir de leite cru, embora o
seu numero seja menor que o das bactérias lacticas (Bhowmik e Marth,
1990).

Algumas bactérias do género Micrococcus s&o bastante proteoliticas,

produzindo proteinases extracelulares e proteinase(s) e peptidases
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intracelulares - endopeptidases, aminopeptidases e dipeptidases (Bhowmik e
Marth, 1990; Fox et al., 1993).

As proteinases extracelulares de certas estirpes de micrococos degradam
preferencialmente a a-caseina, enquanto a p-caseina é preferencialmente
degradada por extractos contendo componentes intracelulares (Bhowmik e
Marth, 1990).

Por outro lado, os micrococos sdo mais lipoliticos que as bactérias lacticas
(Choisy et al., 1997a), podendo dispor de uma a quatro esterases, com pH
optimo de 8 e temperatura 6ptima de actividade de 40°C, mas cuja actividade
é fortemente inibida pelo NaCl (Fox et al, 1993), apesar de ter sido
observado um efeito estimulante do sal sobre o crescimento de algumas
espécies de estafilococos e micrococos, nalgumas variedades de queijo
(Majorero, Roquefort e Serra da Estrela) (Fontecha et al., 1990; Gripon,
1993; Macedo, 1996).

Na coalhada do queijo Serra da Estrela, o nimero de estafilococos atinge o
seu valor maximo, sendo as espécies predominantes Staphylococcus
xylosus, Staph. aureus e Staph. epidermidis e, em menores nimeros, Staph.
simulans e Staph. hominis. Esta ultima espécie bem como Staph. xylosus e
Staph. saprophyticus sdo também abundantes nas coalhadas do queijo
Picante da Beira Baixa (Macedo et al., 1995).

A presenca de diferentes espécies de estafilococos na coalhada do queijo
Serra da Estrela & variavel com a estagdo do ano, observando-se que
Staphylococcus xylosus é mais frequente no Outono e na Primavera e Staph.
aureus e outros estafilococos coagulase positivos sdao mais vuigares no

Inverno (Macedo et al., 1995).

Nos queijos Afuega’l Pitd (Cuesta et al., 1996), Cendrat del Montsec (Mor-
Mur et al., 1994) e La Serena (Fernandez del Pozo et al., 1988) tanto os

micrococos como os estafilococos estdo sujeitos a um decréscimo,
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geralmente observado na primeira semana de maturagéo, em consequéncia
da descida do pH. Nos queijos La Serena e Majorero, a redugdo destas
populacdes também comega nos primeiros dias de maturagéo, coincidindo
com um decréscimo de pH superior a uma unidade (Fernandez del Pozo et
al., 1988: Fontecha et al., 1990; Nuriez et al., 1991; Cuesta et al., 1996).

Mas este decréscimo &, muitas vezes, seguido de um aumento devido ao
crescimento de uma populagdo mais tolerante ao acido e ao sal presentes no
queijo. No entanto, as crescentes concentragdes de NaCl e de acidos gordos
livres e a diminuicdo da a, s&o considerados como factores responsaveis
pela menor taxa de crescimento destes microrganismos, revelando-se
mesmo bastante eficazes na reducdo de estafilococos coagulase positivos
presentes nos queijos La Serena e Majorero (Fernandez del Pozo et al.,
1988; Fontecha et al., 1990; Nufiez et al., 1991; Cuesta et al., 1996).

No queijo Picante da Beira Baixa, o decréscimo dos estafilococos é
particularmente marcado no ultimo més de maturagéo, quando a diminuigao
da a, e 0 aumento da concentragéo de sal sdo mais pronunciadas (Freitas et
al., 1995; 1996). As espécies mais abundantes ao longo da maturacéo deste
queijo sdo Staphylococcus xylosus e Staph. hominis, sendo a primeira
também frequente durante a maturagdo do queijo Serra da Estrela, embora
nesta variedade, dado o seu pequeno numero, os estafilococos
provavelmente nao desempenhem um papel significativo durante a
maturagdo (Macedo et al., 1995; Freitas et al., 1996).

A populagdo de estafilococos presente durante a maturagcéo de alguns
queijos também é influenciada pelas estagbes do ano. Assim, sdo mais
abundantes no queijo Serra da Estrela fabricado na Primavera que naquele
que é fabricado no Outono e Inverno, em consequéncia das condigbes
ambientais que caracterizam estas épocas do ano e que favorecem o
estabelecimento de uma acidez maior no Inverno (Macedo et al., 1995). Mas
ja nos queijos Casar de Caceres e La Serena, no final da maturagdo de

Inverno, os estafilococos ainda estédo presentes, ao contrario do que sucede
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na Primavera em que n&o sdo detectados (Fernandez del Pozo et al., 1988;
Poullet et al., 1991).

Enterobacteriaceas:

Durante os primeiros estadios do fabrico do queijo, ainda em presenca de
lactose e com valores de pH e temperatura favoraveis, os coliformes
presentes no leite podem multiplicar-se muito rapidamente. No entanto, a
acidificacdo rapida da coalhada, decrescendo o pH e reduzindo a
disponibilidade em lactose, constitui um factor importante na redugéo destas
populagées tendo sido verificado que uma diferenga de 0,2 unidades de pH &
suficiente para exercer um efeito significativo na sobrevivéncia da populagéo
de coliformes (Gaya et al. (1983) (citados por Nufiez et al., 1985); Walstra et
al., 1993).

Assim, nalgumas variedades de queijo como Armada-Sobado, Casar de
Caceres, La Serena, Los Pedroches e Serra da Estrela, as enterobactérias e
os coliformes, geralmente, aumentam do leite para a coalhada, atingindo os
seus valores maximos nesta fase ou na primeira semana de maturagao,
decrescendo, depois, até ao final da cura, em consequéncia, entre outros
factores, da acidificacdo que ocorre durante a coagulacéo (Fernandez del
Pozo et al., 1988; Poullet et al., 1991; Tornadijo et al., 1993; Mor-Mur et al.,
1994; Sanchez et al., 1995; Macedo, 1996).

Ja nos queijos Afuega’l Pitu e Cendrat del Montsec, a forte acidificacido que
se verifica durante a coagulacdo (pH 4,42 e 4,02, respectivamente)
determinou uma redugdo no nimero de enterobactérias e coliformes, em
- relagdo ao numero encontrado no leite (Mor-Mur et al., 1994; Cuesta et al.,
1996).

No queijo Picante da Beira Baixa, as populagdes de enterobactérias mantém-
-se também elevadas no inicio da maturagdo sendo Citrobacter freundii,
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Enterobacter cloacae e Serratia liquefaciens as espécies mais vulgarmente

encontradas (Freitas et al., 1996).

Relativamente as enterobactérias presentes no queijo Serra da Estrela,
Hafnia alvei e Klebsiella oxytoca sdo as predominantes na coalhada,
especialmente na Primavera. Mas nas coalhadas de Outono & também
abundante Citrobacter freundii e, nas de Inverno, € significativa a presenga
de Escherichia coli (Macedo et al., 1995).

O declinio das populagdes de enterobactérias e coliformes, ao longo da
maturacdo do queijo, também tem sido atribuido ao efeito inibitério das
bactérias lacticas e as condigcbes ambientais que se vao estabelecendo neste

produto.

Assim, nos queijos Manchego, La Serena, Casar de Caceres, Los
Pedroches, Afuega’l Pitu, Cendrat del Montsec e Serra da Estrela, apesar de
se poder observar um aumento nas populagdes de enterobactérias e
coliformes no inicio da maturagdo, segue-se um decréscimo até ao final,
principalmente causado pela actividade das bactérias lacticas embora o
aumento da concentracdo de NaCl também possa ser responsavel pela
reducdo destas populagées, ao longo da maturagdo (Fernandez del Pozo et
al., 1988; Nuiiez et al., 1985; 1991; Poullet et al., 1991; Mor-Mur et al., 1994;
Macedo et al., 1995; Sanchez et al., 1995; Cuesta et al., 1996).

Mas nos queijos Armada-Sobado, Majorero e Picante da Beira Baixa, o
desaparecimento rapido das enterobactérias durante a maturagdo esta
relacionado com a diminuicéo da a,, e do teor de humidade e com o aumento
da concentragdo de NaCl e de acidos gordos livres durante este periodo,
embora também se verifique uma diminuigdo acentuada do pH, mas que por
si s6 ndo é tao inibitéria como os outros factores acima mencionados
(Fontecha et al., 1990; Tornadijo et al., 1993; Freitas et al., 1996).
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Nos queijos Picante da Beira Baixa e Armada-Sobado, as espécies de
enterobactérias mais frequentemente encontradas foram Serratia
liquefaciens e, também comum no queijo Serra da Estrela, Hafnia alvei,
considerada como uma espécie tipica dos produtos lacteos. No inicio da
maturacdo destes queijos isolaram-se Serratia liquefaciens, Citrobacter
freundii e Klebsiella oxytoca e, durante a maturagdo e até ao seu final,
encontraram-se, principalmente, Hafnia alvei e Escherichia coli, uma vez que
séo espécies que evidenciam uma certa resisténcia aos baixos valores de pH
e ay que caracterizam estes produtos. O isolamento de E. coli no produto
final @ ndo no inicio da maturagéo é justificado pela sua capacidade de
resisténcia & maturagio, o que a torna predominante em relagcdo a outras
espécies, facilitando o seu isolamento (Tornadijo et al., 1993; Macedo et al.,
1995; Freitas et al., 1996). |

Também as enterobactérias e os coliformes podem ser influenciados pelas
condicdes ambientais prevalecentes durante a maturagdo dos queijos.
Assim, no queijo La Serena fabricado no Inverno estas populagbes eram
superiores as presentes nos queijos fabricados na Primavera, pois as
temperaturas de maturacio mais elevadas que se verificam nesta estagéo
aumentam a taxa de morte destes microrganismos, ao determinarem uma
perda de humidade maior nos queijos, influenciando a a, e a concentragéao
de NaCl (Fernandez del Pozo et al., 1988).

Pela mesma razéo, estes microrganismos decrescem gradualmente ao longo
da maturagdo no Inverno, no queijo Los Pedroches, enquanto que na
Primavera este declinio € muito mais acentuado, ndo sendo detectados no

final da maturagdo (Sanchez et al., 1995).

A evolugdo das enterobactérias e dos coliformes presentes nos queijos
Casar de Caceres e Los |bores é semelhante, em cada uma das épocas do
ano, as referidas anteriormente. No entanto, este comportamento é atribuido
ao efeito inibitério da populacédo lactica. O decréscimo mais pronunciado na

Primavera, resulta do facto de a populagédo lactica atingir os seus valores
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maximos mais precocemente, determinando uma maior e mais rapida
acidificagdo no inicio da maturagéo, que no Inverno (Poullet et al., 1991; Mas

e Gonzalez Crespo, 1993).

Mas no queijo Serra da Estrela, as populagdes de coliformes s&o maiores na
Primavera e Outono pois ndo s6 as temperaturas ambientais prevalecentes
facilitam o seu crescimento como também o menor nimero de bactérias
lacticas presente nesta época permite a sua sobrevivéncia (Macedo et al.,
1995).

Confirmando a importancia da temperatura como factor condicionante do
crescimento de enterobactérias e coliformes, no queijo Manchego verificou-
-se que a populacédo de enterobactérias decrescia mais significativamente, ao
longo da maturagdo, quando esta decorria a temperaturas mais elevadas
(20°C) que a temperaturas mais baixas (5°C). Este efeito devia-se a uma
maior producdo de acidos gordos livres que contribuia para a eliminagéo
destes microrganismos, potenciando o efeito intrinseco da temperatura na
taxa de morte dos microrganismos. Por outro lado, as temperaturas mais
elevadas, favorecendo a protedlise, elevam o pH, podendo criar condi¢cées

de sobrevivéncia a estes microrganismos (Nufez et al., 1985).

Ja os coliformes fecais presentes neste queijo sobrevivem dificiimente com
temperaturas baixas (5°C), pois em condicdes desfavoraveis de pH e ay,
torna-se mais dificil obter energia de manutengdo a estas temperaturas do
que quando estas sdo mais préximas das 6ptimas de crescimento (Nufiez et
al., 1985).

Leveduras e Bolores:

De entre os microrganismos que podem estar presentes ao longo do periodo
de maturacdo do queijo, os fungos sdo os mais lipoliticos (Choisy et al.,
1997a).
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Nos queijos curados, em que os fungos desempenham um papel importante
na maturagdo, a lipolise € muito mais extensa que noutras variedades e é,
principalmente, executada por estes microrganismos. O teor em acidos
gordos livres na regidao interna do queijo & superior ao da zona externa,
devido a maior concentracdo de NaCl nesta parte que constitui um factor
limitante da producgéo de lipases e, possivelmente, da sua actividade (Gripon,
1993).

Por outro lado, a germinagao de esporos de alguns bolores, como Penicillium
roqueforti e Penicillium camemberti, usados como agentes de maturacéo de
determinadas variedades de queijo, é estimulada por niveis moderados de
NaCl, embora o crescimento dos esporos germinados suporte concentragdes

bastante mais elevadas, no queijo (Guihee e Fox, 1993).

E também durante a fase de maturacgéo do queijo que as leveduras crescem,
chegando a atingir populagées apreciaveis da ordem das 10°-107 células/g,
no interior do queijo e 10%-10° células/g na sua superficie. Inicialmente
predominam as utilizadoras de lactose, importantes também no decréscimo
do pH, mas depois sédo as utilizadoras de acido lactico que passam a estar
em maior nimero. Estas leveduras sao, entado, responsaveis pela diminuicao
da acidez do queijo, quer pela utilizacéo do acido lactico quer pela actividade
proteolitica que detém, o que permite o crescimento de bactérias cuja
actividade é importante na maturacao (Fleet e Mian, 1987; Fleet, 1990; Rohm
et al., 1992).

As numerosas espécies de leveduras presentes durante a maturagdo do
queijo dispbem de uma grande variedade de lipases exocelulares e
intracelulares, com pH 6ptimo de actividade também muito variavel e com
selectividades diferentes entre elas (Choisy et al.,, 1997a). Segundo Dias
(1997), a quase totalidade das leveduras isoladas da massa do queijo
fabricado em Evora tem actividade lipolitica o que Ihes confere um papel
importante na lipélise durante a maturagdo, dadas as repercussdes desta

actividade nas caracteristicas organolépticas do produto.
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Os fungos sdo também responsaveis pela utilizagdo de acidos gordos,
verificando-se que nos queijos em que estes microrganismos s&o mais
abundantes se encontram os teores mais elevados de metil-cetonas,
lactonas, alcoois secundarios e ésteres, importantes constituintes do flavour
(Choisy et al., 1997b).

A formacao das metil-cetonas segue uma via metabdlica ligada a p-oxidagao
dos acidos gordos (Figura lI-4), verificando-se que a concentragéo destes
compostos aromaticos é proporcional a extensdo da lipélise (Fox et al., 1993;
Gripon, 1993; Choisy et al., 1997a). Alguns bolores (Penicillium camemberti,
Penicilluim roqueforti e Geotrichum candidum) possuem um sistema
enzimatico que permite um desvio da via normal da B-oxida¢&o. Assim, os
acidos gordos sao oxidados até B-cetbaciI-CoA que, sob a acgdo de uma
tiohidrolase, é convertido em B-cetoacido. Este é rapidamente descarboxilado
por uma B-cetoacido descarboxilase, originando uma metil-cetona, com
menos um atomo de carbono que o acido gordo original, e diéxido de
carbono (Figura ll-4) (Gripon, 1993; Molimard e Spinnler, 1996).

As metil-cetonas também podem surgir como consequéncia de ciclos de p-
-oxidagéo sucessivos (Molimard e Spinnler, 1996; Choisy et al., 1997a). Entre
as metil-cetonas encontradas no queijo, predominam os compostos com 3 a
15 atomos de carbono, principaimente a heptanona e a nonanona nos
queijos azuis e no Camembert, embora o acido palmitico (C16:0) seja o
principal acido gordo presente (Gallois e Langlois, 1990; Molimard e
Spinnler,1996; Choisy et al., 1997a).

Esta via de degradacao dos acidos gordos, com formacgdo de metil-cetonas,
representa uma forma de desintoxicacdo do meio em relacdo a esses
compostos, principalmente os de cadeia média, que podem ser inibidores
para os microrganismos (Molimard e Spinnler, 1996; Choisy et al., 1997a).
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ACIDO GORDO SATURADO
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FIGURA II-4 - Transformac&o dos Acidos Gordos por B-oxidag&o. (Adaptado de Choisy et
al.,1997a). ‘

Mas as metil-cetonas também podem ser imediatamente reduzidas a alcoois
secundarios, através da actividade redutase (Figura iI-4) (Molimard e
Spinnler, 1996; Choisy et al., 1997a), sendo os principais, no queijo
Camembert, o heptanol e o nonanol, provenientes das respectivas metil-
-cetonas, que, alias, sao também as mais abundantes (Molimard e Spinnler,
1996).

A formagéao de lactonas pode ser consequéncia da acgdo do pH do meio, dos
microrganismos ou de ambos os factores (Molimard e Spinnler, 1996) e
verifica-se que a sua concentracdo é mais elevada nos queijos em que a
lipblise é mais acentuada. Os niveis de lactonas aumentam mais
rapidamente no inicio do periodo de maturagdo, e, provavelmente,
influenciam o flavour, uma vez que os niveis encontrados no queijo eram
bastante superiores ao limiar de percepcdo destes compostos (Fox et al.,
1993).

Sao essencialmente y e & lactonas, principaimente decalactonas e

dodelactonas que podem ser formadas por varias leveduras mas também por
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bactérias, através da redugdo de ceto-acidos a hidroxi-acidos (Molimard e
Spinnler, 1996).

Os ésteres presentes no queijo sao sintetizados a partir de acidos gordos de
cadeia curta ou média e de alcoois diversos, como monoalcoois alifaticos
(etanol), aromaticos (feniletanol) e tidis (metanetiol), derivados da
fermentagdo da lactose e do catabolismo dos amino-acidos (Molimard e
Spinnler, 1996; Choisy et al., 1997a). As esterases envolvidas compreendem
as acetilesterases, especificas para os ésteres de acido acético, as
arilesterases ou esterases aromaticas, presentes na maioria dos
microrganismos e também as carboxilesterases, de largo espectro e activas

para tioésteres (Choisy et al., 1997a).

A formacdo destes compostos é outra reacgdo de desintoxicacido do meio,
possibilitando a eliminagéo quer dos alcoois toxicos e quer dos acidos gordos
(Molimard e Spinnler, 1996).

As espécies de leveduras mais frequentemente encontradas no queijo sdo
Kluyveromyces marxianus, K. lactis e Debaryomyces hanseniilCandida
famata. No entanto, nalgumas variedades, também sao abundantes as
espécies Saccharomyces cerevisiae, Pichia membranaefaciens, Rhodotorula
aurantiaca, Yarrowia lipolytica, Hansenula anomala e de Torulopsis (Fleet e
Mian, 1987; Fleet, 1990).

No queijo Serra da Estrela predominam, na coalhada e no produto final,
Sporobolomyces roseus e Debaryomyces hansenii, estando esta ultima
também presente durante parte da maturagdo do quejo Picante da Beira
Baixa. Provavelmente devido as caracteristicas deste queijo, a populagédo de
leveduras ndo é detectada no tergo final do periodo de maturagdo e,
enquanto presente, ndo evidencia uma grande variedade de géneros. No
entanto, foram isoladas Yarrowia lipolytica, Cryptococcus laurentii e
Rhodotorula spp., cujas actividades proteolitica e lipolitica e a capacidade de

utilizacdo do acido lactico sdo relevantes na producdo de compostos com
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importancia no flavour deste queijo. No queijo Serra da Estrela, além das
duas primeiras espécies citadas, também se encontram Kluyveromyces
marxianus e Pichia membranaefaciens (Macedo et al., 1995; Freitas et al.,
1995; 1996).

No queijo artesanal produzido na regido de Evora, Rhodotorula spp. e
Candida curvata foram as espécies encontradas nas coalhadas enquanto
que Debaryomyces hansenii/C. famata e C. intermedia eram as principais
espécies presentes no final da maturagdo. Neste produto também foram
isoladas, em menor propor¢do, C. zeylanoides, Trichosporum cutaneum,

Pichia etchelsii e Pichia carsonii (Dias et al., in press).

Microrganismos responsaveis por perturbagées de origem alimentar:

Os processos de fabrico do queijo, alterando substancialmente as condi¢des
de crescimento microbiano, influenciam o comportamento e determinam a
presenca dos varios microrganismos patogénicos e/ou das suas toxinas no

produto final.

Assim é que a maioria das bactérias patogénicas nao sobrevive ao fabrico
das variedades de queijos duros suigos, como do tipo Emmental, devido ao
efeito sinérgico de sistemas antibacterianos activos presentes no leite crd, da
flora de arranque antagonista, da acidificagao rapida, do efeito antimicrobiano
do acido lactico e das elevadas temperaturas utilizadas no fabrico da
coalhada. Nas variedades de queijos semi-duros, como o Tilsiter, os efeitos
da salga e da maturacdo a temperaturas elevadas, durante pelo menos 2
meses, elimina quase todas as espécies patogénicas (excepto Listeria
monocytogenes) até ao final da maturagdo (Bachmann e Spahr, 1995).
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Staphylococcus aureus:

Os queijos fabricados artesanalmente, principalmente aqueles que s&o feitos
com leite cru, constituem um risco potencial de intoxicagéo estafilococica. No
entanto, esta matéria-prima oferece condigbes menos favoraveis ao
crescimento e produgédo de enterotoxinas por Staphylococcus aureus devido
a presenga de uma flora competidora e ao efeito do SLP (Mossel e van
Netten, 1990; Bachmann e Spahr, 1995).

A presenca de Staphylococcus aureus no queijo pode estar relacionada com
a utilizacdo de leite contaminado ou ter origem na contaminagédo durante o
fabrico do produto. As populagdes presentes no produto final dependem, em
certa medida, da dimensdo da popuiagéo inicial (Zottola e Smith, 1991;
Gomez-Lucia et al., 1992; Ryser, 1998).

Embora no inicio da manufactura do queijo se possa verificar um aumento
pronunciado da sua populagdo, em resultado do aprisionamento fisico dos
microrganismos na coalhada, geralmente, o crescimento posterior de
Staphylococcus aureus no queijo cessa a pH inferior ou igual a 5,3 e, dum
modo geral, a sua populagdo decresce durante a maturagdo. No entanto,
apesar desta redugdo poder ultrapassar os limites de detecgao,
impossibilitando que o microrganismo seja isolado, as suas enterotoxinas
podem estar presentes no produto, caso as condigbes prévias tenham sido
favoraveis a sua producéo (Tatini et al., 1971; Asperger, 1994; Spahr e Url,
1994; Meyrand et al., 1998; Ryser, 1998).

Em geral, a produgcdo de enterotoxinas tende a ser favorecida pelas
condigdes optimas de crescimento (nomeadamente pH, temperatura, a, e E;)
e, embora Staphylococcus aureus possa crescer em condicdes mais
extremas, os limites para a produgdo de toxinas sdo mais estreitos que os
indicados para o crescimento do microrganismo produtor (Mossel e van
Netten, 1990; Jay, 1992).
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O crescimento e a actividade das culturas de arranque exerce um efeito
inibitério pronunciado sobre a proliferagdo e a produgdo de toxinas por
Staphylococcus aureus durante o fabrico do queijo. Este efeito resulta da
producdo de acido e de outras substancias com actividade antimicrobiana
como o peroxido de hidrogénio, os acidos gordos volateis e as bacteriocinas,
nomeadamente a nisina e, eventualmente, é também consequéncia da
deplecgdo de nutrientes, verificando-se que quanto mais abundante for a
flora competidora presente menor serd o crescimento e a produgdo de
enterotoxinas por Staph. aureus no queijo (Gilmour e Harvey, 1990; Zottola e
Smith, 1991; Gémez-Lucia et al., 1992; Abdalla et al., 1993; Asperger, 1994,
Bachmann e Spahr, 1995; Ryser, 1998).

Em presenca de flora competidora este microrganismo sé se multiplica a pH
6-8 com temperaturas superiores a 20°C, enquanto aquela é capaz de se
multiplicar com temperaturas inferiores e com valores de pH ligeiramente

mais baixos (Asperger, 1994).

Staphylococcus aureus também é muito sensivel a competicao por agentes
comuns de deterioragdo como pseudomonas, enterococos, lactobacilos e
enterobactérias cuja actividade antagonista, competicdo por nutrientes e
modificacdo das condigoes ambientais pode limitar o seu crescimento e a
producdo das suas enterotoxinas. Se por um lado, a proliferacdo destes
microrganismos no alimento causa, geralmente, modificagbes facilmente
detectaveis, como alteragbes da cor, cheiro, consisténcia etc, muito antes da
populacdo de Staph. aureus ser capaz de produzir quantidades de toxinas
clinicamente significativas, por outro lado, em alimentos com baixa a,, o
crescimento desses microrganismos pode estar comprometido, néo
causando altera¢des organolépticas no produto e permitindo a proliferagéo e
manutencdo de Staph. aureus (Mossel e van Netten, 1990; Jay, 1992;
Asperger, 1994).

A concentracdo de sal da maioria das variedades de queijo situa-se entre os
16 e os 2,5%. E, portanto, insuficiente para evitar o crescimento de
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Staphylococcus aureus, uma vez que este microrganismo pode tolerar
concentracdes até 20%. As pequenas concentragées de sal podem mesmo
contribuir para manter estavel a sua populagdo, ao exercerem efeitos
adversos na flora saprofitica, nomeadamente lactica, menos halotolerante,
anulando a sua actividade antagonista (Asperger, 1994; Spahr e Url, 1994,
Ryser, 1998).

Também os valores de a, encontrados para a maior parte das variedades de
queijo variam entre 0,917 e 0,988, ndo sendo limitante para o crescimento de
Staphylococcus aureus que se desenvolve bem em produtos cuja ay se situa
entre 0,86 e 0,90 (Asperger, 1994; Spahr e Uri, 1994; Letondeur-Lafarge e
Lahellec, 1997; Ryser, 1998).

A temperatura a que o queijo esta submetido durante a maturagdo também
influencia a sobrevivéncia de Sfaphylococcus aureus. Em geral, quanto mais
elevada for a temperatura durante a maturagéo, maior sera o declinio da sua
populagdo ao longo deste periodo, embora este parametro possa ser
influenciado pelo contetido de sal do produto. No entanto, o crescimento e a
producdo de enterotoxinas sdo quase inibidos a temperaturas inferiores a
7°C, e portanto, a utilizagcdo de temperaturas baixas durante a maturagéo do
queijo também tem sido considerada como um factor importante na redugdo
desta populagao (Gilmour e Harvey, 1990; Mossel e van Netten, 1990).

No queijo Serra da Estrela, as maiores percentagens de estafilococos
coagulase positivos foram observadas nas coalhadas de Inverno. No entanto,
estas espécies eram mais resistentes na Primavera e no Outono, uma vez
que nao foram isoladas dos queijos fabricados no Inverno. Provavelmente as
coalhadas mais acidas observadas nesta estagcdo, em que a populagdo
lactica neste queijo era mais abundante, criaram condi¢6es desfavoraveis a

sobrevivéncia deste microrganismo (Macedo et al., 1995).

Mas nos queijos La Serena, Los |Ibores e Casar de Caceres, a populagido de

estafilococos coagulase positivos era menor na Primavera que no Inverno.
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Neste Ultimo queijo, o comportamento desta populacdo ao longo da
maturagdo nas duas épocas do ano consideradas (Primavera e Inverno)
segue o padrdo observado para a maioria das outras populagdes
microbianas presentes. Assim, as populagées bacterianas observadas no
Inverno sdo mais numerosas, os seus valores maximos séo atingidos mais
tardiamente e o seu decréscimo ao longo da maturagdo € menos acentuado
que na Primavera. O declinio mais pronunciado das populagbes de
estafilococos coagulase positivos observado na Primavera é atribuido ao
maior conteido de sal e menor valor de ay,, relacionados com as
temperaturas ambientais mais elevadas e as taxas de humidade relativa do
ambiente mais baixas observadas na Primavera (Fernandez del Pozo et al.,

1988; Poullet et al., 1991; Mas e Gonzaléz Crespo, 1993).

Também no queijo Los Ibores fabricado na Primavera ndo se detectaram
Staphylococcus aureus no final da maturagdo, mas estao presentes, embora
em pequeno nimero nos queijos fabricados no Inverno. Os valores de pH,
muito préximos de 5 nos queijos fabricados na Primavera, sdo considerados
responsaveis pela inibigdo deste microrganismo nesta época do ano. Por
outro lado, no Inverno, o pH e a concentracdo de sal mais elevados e a

menor a,, favorecem o seu crescimento (Mas e Gonzalez-Crespo, 1993).

Na maior parte dos queijos, a populagédo de Staphylococcus aureus presente
a superficie é superior a do interior uma vez que é favorecida pelos teores de
humidade e sal e também pelas condicbes de aerobiose existentes nessa
zona do queijo. Por outro lado, a proliferagdo de bolores e de leveduras
utilizadoras do acido lactico que geraimente ocorre a superficie, contribui
para a subida dos valores de pH, favorecendo também a sobrevivéncia e o
crescimento de Staph. aureus (Fernandez del Pozo et al., 1988; Poullet et al.,
1991).
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Brucella spp.:

Tal como acontece com outros microrganismos, a sobrevivéncia de Brucella
spp. no queijo esta relacionada com o processo de fabrico deste produto,
sendo influenciada principalmente pela acidez da coalhada e pelas condigées
em que decorre a maturacao (Plommet et al., 1988; Garin-Bastuji e Verger,
1994).

Assim, as populagbes de Brucella spp., geralmente, vao decrescendo desde
a fase de manufactura até ao final da maturagéo, verificando-se que a sua
sobrevivéncia varia de 6 dias nos queijos de pasta dura a 18 a 57 dias nos
queijos de pasta mole (Spahr e Url, 1994; Letondeur-Lafarge e Lahellec,
1997).

No entanto, o microrganismo persistiu durante periodos mais prolongados
naigumas variedades de queijo (90 dias no queijo Pecorino e 60 dias no
queijo Roquefort), o que causa sérias preocupagdes do ponto de vista
sanitario, uma vez que o periodo minimo de 60 dias a temperaturas
superiores ou iguais a 1,7°C, pode ndo ser suficiente para garantir a
inocuidade do produto (Ryser, 1998).

Listeria monocytogenes:

Listeria monocyftogenes tem a capacidade de sobreviver durante a
manufactura e a maturacdo de diversas variedades de queijo, podendo
nalgumas ser detectados valores da ordem dos 10’ ufc/g de produto (Farber
e Peterkin, 1991).

A presenca de Listeria monocytogenes no queijo pode ter origem na

utilizacdo de leite contaminado e, uma vez que é um microrganismo

ubiquitario, presente em ambientes onde existem bactérias lacticas, os
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produtos podem ser facilmente contaminados durante as fases do seu
fabrico ou comercializagao (Farber e Peterkin, 1991; Donnelly, 1994).

De uma forma geral, verifica-se que, em queijos fabricados com leite
inoculado artificialmente, o niumero de bactérias observado nas coalhadas
das diferentes variedades é superior ao da matéria-prima (Spahr e Url, 1994).
Esta circunstancia é atribuida principalmente ao aprisionamento fisico das
bactérias nas coalhadas, ndo sendo significativo o crescimento bacteriano,
uma vez que o tempo de laténcia de Listeria monocytogenes, de cerca de 3,5
a 4 horas em Caldo de Triptona, a pH 5,6 e a 35°C, é superior ao tempo em
que decorre a manufactura dos queijos (Ryser e Marth, 1987; Yousef e
Marth, 1990; Buazzi et al., 1992a; b).

Por outro lado, nalgumas variedades, como no Emmental, no Gruyére e no
Mozzarella, verifica-se uma reducédo da populagcdo desta bactéria durante o
fabrico da coalhada, que ¢ principalmente devida as elevadas temperaturas
(63°C, 56°C e 40/58°C com dois minutos a 65°C, respectivamente) utilizadas
nesta fase de fabrico (Buazzi et al., 1992a; b; Sparh e Url, 1994; Bachmann e
Spahr, 1995).

Durante o periodo de maturacdo da maioria das variedades de queijo
verifica-se o decréscimo da populagado de Listeria monocytogenes, sendo
este declinio mais acentuado nos queijos Parmeséo (Yousef e Marth, 1990) e
Suico de pasta dura (Emmental) (Buazzi et al., 1992a; Bachmann e Spabhr,
1995) e mais suave nos queijos Cheddar, Colby, Gouda e Azul (Ryser e
Marth, 1987; Schaffer et al., 1995). Contudo, existem também variedades em
que se observa o aumento da populagao de Listeria monocytogenes ao longo
da maturagdo, como & o caso do Camembert e dos queijos curados por
bolores e do queijos Brick e Limburger (Ryser e Marth, 1989, Pearson e
Marth, 1990; Faber e Peterkin, 1991; Spahr e Url, 1994).

No queijo Parmesao, é atribuido um papel importante a destruicao de Listeria

monocytogenes, ao longo da maturagao, quer as caracteristicas do produto,
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nomeadamente valores de ay baixos, quer as condicbes em que decorre a
maturagdo, em que as temperaturas sao mais ou menos elevadas (12,8°C).
Quando inoculada em leite destinado ao fabrico do queijo, L. monocytogenes
é submetida a temperaturas de aquecimento da coalhada de cerca de 51°C
durante 45 min. O efeito desta temperatura associado ao efeito das
substéncias antimicrobianas produzidas pelas culturas de arranque, como os
acidos organicos, danifica as células de L. monocytogenes que nao
encontram, durante a maturagdo do queijo, condicées favoraveis a sua
recuperagao, morrendo mais rapidamente que as células saudaveis. Por

isso, ndo séo detectadas no produto final (Yousef e Marth, 1990).

Também no queijo Sui¢co de pasta dura (Emmental), a tecnologia utilizada no
seu fabrico ndo facilita o crescimento deste microrganismo, quando presente
na matéria-prima. As elevadas temperaturas utilizadas no fabrico das
coathadas (53°C) sdo responsaveis pela sua eliminagdo, nao sendo
detectado 1 dia ap6s a manufactura (Bachmann e Spahr, 1995). No entanto,
Buazzi et al. (1992a), utilizando temperaturas de 50°C no fabrico da
coalhada, verificaram que a populagdo decrescia nesta fase, mas nao era
completamente eliminada. Observou-se um decréscimo acentuado durante a
salga a 7°C durante 30 horas e, um periodo de 10 dias a 7°C, também
revelou uma diminuigdo continua da populagao de Listeria monocytogenes.
Esta populagcdo continuou a decrescer durante a maturagdo e nao foi
detectada ap6s 80, 77 e 66 dias no queijo feito com leite inoculado com as

diferentes estirpes California, Ohio e V7, respectivamente.

Estes autores consideram os efeitos combinados do pH, dos produtos de
fermentacdo e dos metabolitos das bactérias lacticas, do contelido de sal, da
aw e das temperaturas de maturagdo como prejudiciais para a sobrevivéncia
da bactéria no produto, contribuindo para a sua redugao durante a maturagéo
deste queijo (Buazzi et al., 1992a).

No queijo Suico de pasta semi-dura (Tilsit), Listeria monocytogenes encontra

condi¢cdes para sobreviver durante mais de 90 dias de maturagao e, apesar
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de nao se observar crescimento no interior do queijo, esta bactéria cresce

abundantemente na superficie (Bachmann e Spahr, 1995).

No queijo Cheddar, a populagao de Listeria monocytogenes sofre um declinio
durante a maturacdo, podendo ser detectada no final deste periodo.
Inicialmente, verifica-se um ligeiro aumento de cerca de 0,1 a 0,8 unidades
logaritmicas, mas aos 14-21 dias de maturagéo, esta populagdo comega a
decrescer. A sua sobrevivéncia pode ser longa, chegando aos 224, 154 ou
434 dias, conforme se trate das estirpes Scott A, California ou V7,

respectivamente (Ryser e Marth, 1987).

Nesta variedade, os valores de pH de cerca de 50 a 5,15 e as
concentragées de NaCl de cerca de 1,6% nao sao suficientes para eliminar a
bactéria dentro do periodo de 60 dias a temperaturas superiores a 1,7°C,
considerado necessario para que os queijos feitos com leite cri ou tratado
termicamente, que ndo a pasteurizagdo, estejam livres de microrganismos

patogénicos (Ryser e Marth, 1987).

Mas a inibicdo do crescimento de Listeria monocytogenes é também
atribuida ao efeito dos acidos gordos libertados durante a lipélise do queijo,.
associado aos efeitos do pH, da concentracdo de sal e da temperatura de
maturacdo (Pearson e Marth, 1990; Mehta e Tatini, 1994). Esta inibicdo é
tanto mais acentuada quanto maior fér a concentracdo de acidos gordos
livres presente no queijo e foi demonstrado que os acidos laurico (C12:0),
miristico (C14:0), oleico (C18:1) e linoleico (C18:2) tém efeito inibitério sobre
Listeria monocytogenes (Schaffer et al., 1995).

Mais recentemente, Petrone et al. (1998) demonstraram o efeito dos
diferentes acidos gordos sobre Listeria monocytogenes. A presenga de
acidos gordos de cadeia média - caprilico (C8:0), caprico (C10:0) e laurico
(C12:0) e de acidos gordos insaturados de cadeia longa - linoleico (C18:2) e
linolénico (C18:3) quer no leite quer em solugdo utilizada para conservagao

do queijo Mozzarella, preserva estes produtos, inibindo o crescimento de
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Listeria monocytogenes contaminante. Os efeitos adversos destes acidos
sdo consideravelmente notados a pH 5, inibindo completamente o

crescimento desta bactéria.

Também durante a maturagido do queijo Azul, a populacdo de Listeria
monocytogenes decresceu, apesar do aumento de pH de 4,9 para 6,8 que se
verificou entre os 60 e os 120 dias de maturagao. Atribui-se este decréscimo
as elevadas concentragcbes de acidos gordos livres presentes e/ou a
concentracio mais ou menos elevada de sal no queijo Azul (Schaffer et al.,
1995).

Mas nas variedades de queijo pouco curadas, com elevado teor de humidade
€ pouco acidas, como nos queijos Brick e Limburger, Listeria monocytogenes
tem condicbes para crescer e sobreviver. No entanto, a capacidade de
crescimento da bactéria nestes produtos, depende da estirpe considerada
verificando-se que as estirpes Scott A e Ohio se mantiveram até ao final da
maturacido de 20 a 22 semanas, embora as estirpes V7 e California so
fossem detectadas ocasionaimente (Ryser e Marth, 1989; Pearson e Marth,
1990).

Além disso, também foi observado que os numeros de Listeria
monocytogenes eram mais elevados a superficie do queijo que no seu
interior, provavelmente porque o pH daquela zona do queijo era mais

favoravel ao crescimento do microrganismo (Pearson e Marth, 1990).

O crescimento de Listeria monocytogenes no queijo esta principalmente
limitado as variedades de pasta mole e semi-mole, como o Brie e o
Camembert. O aumento de pH que se verifica durante a maturagdo cria
condicbes favoraveis ao crescimento desta bactéria, que pode atingir
populagdes de cerca de 107 ufc/g (Pearson e Marth, 1990; Faber e Peterkin,
1991; Donnelly, 1994; Ryser, 1998).
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Nestes queijos, a contaminagdo €& geraimente abundante a superficie.
Aparentemente, este fenémeno deve-se ao efeito do pH, uma vez que se
desenvolve um gradiente de pH elevado, durante a maturagéo, que
acompanha o crescimento de Listeria monocytogenes (Farber e Peterkin,
1991).

Genigeorgis et al. (1991) estudaram o comportamento de Listeria
monocytogenes em varios tipos de queijo contaminados artificialmente pos- -
fabrico. Observaram que quando o pH era elevado (pH 6,2 a2 6,7; 56 a6,1e
7.4) a bactéria podia crescer, ao contrario do que sucedia quando o pH era
mais baixo (pH 4,2 a 5,7), e verificaram a existéncia de uma correlagéo
significativa entre o crescimento de L. monocytogenes e valores de pH

superiores a 5,5.

Contudo, nos queijos Limburger (pH 7,2) e Piedmont (pH 6,4) nao foi
observado crescimento devido a presenga de uma abundante flora
competidora e ao efeito associado dos acidos orgénicos e substancias
antimicrobianas presentes quer nos ingredientes quer no leite inoculado. No
queijo Cotija, as elevadas concentracdes de sal (9,6% e 12,5%), os baixos
valores de pH (5,6 a 5,5) e a presenc¢a de culturas de arranque contribuiram
para a criagdo de um ambiente indspito para o crescimento de Listeria

monocytogenes (Genigeorgis et al., 1991).

Estes autores concluiram que os queijos com pastas mais duras, feitos com
culturas de arranque e com valores de pH inferiores a 5,5, se contaminados
pos-fabrico, ndo suportam o crescimento de Listeria monocytogenes,
enquanto que os queijos de pastas moles sem estas caracteristicas,
necessitam de outros mecanismos inibitérios para que o crescimento desta

bactéria seja prevenido (Genigeorgis et al,, 1991).
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Salmonella spp.:

Salmonella spp. tem sido implicada nalguns surtos relacionados com o
consumo de queijo. Embora a utilizagdo de processos tecnolégicos
modernos e a pratica de regras de higiene adequadas ajudem a minimizar os
riscos de contaminagéo dos produtos, os que séo feitos com leite cri podem
constituir uma ameaca para a satde dos consumidores (Maipa et al., 1993;
Papadopoulou et al., 1993; Zottola e Smith, 1993).

Os queijos de pasta dura raramente estdo envolvidos em surtos de
salmonelose. Nos queijos Suicos de pasta dura (Emmental), Salmonella spp.
n&o foi detectada a partir do 1° dia apdés a manufactura. Esta morte rapida
das bactérias deve-se a utilizacédo de Atemperaturas elevadas no fabrico da
coalhada (53°C) (Zottola e Smith, 1991; Bachmann e Spahr, 1995).

Nos queijos de pasta semi-dura (Tilsit), as bactérias potencialmente
patogénicas, entre elas Salmonella Typhimurium, sobrevivem durante mais
tempo que nos de pasta dura. Em queijos feitos com leite inoculado
artificialmente, verifica-se, na coalhada, um aumento do nimero de bactérias,
atribuido ao seu aprisionamento fisico durante a formagéo do coagulo e apés
a sinerese (Bachmann e Spahr, 1995).

Pela mesma razédo, durante a manufactura dos queijos Cheddar, Feta e Azul,
também ocorre um ligeiro aumento do nimero de Salmonella spp., da ordem
das 10 a 100 vezes (Maipa et al., 1993; Papadopoulou et al., 1993; Schaffer
et al., 1995; Ryser, 1998).

No queijo Mozzarella, Salmonella Javiana sobreviveu e cresceu durante a
fase de maturagao acida, mas foi completamente destruida quando a massa
do queijo atingiu temperaturas de cerca de 60°C, durante o alongamento,
nao tendo sido detectada nas fases subsequentes (Zottola e Smith, 1991; El-
-Gazzar e Marth, 1992; Ryser, 1998). No entanto, quando a contaminacgéo
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acontece posteriormente a esta fase, nesta variedade de queijo, a bactéria

pode estar presente, constituindo um risco sanitario (Ryser, 1998).

Igualmente no Cottage, o efeito das temperaturas utilizadas no fabrico da
coalhada (52°C durante 20 minutos) inactivam completamente a bactéria.
Contudo, a utilizagdo de temperaturas inferiores (41,6 e 43,5°C) nédo impede
a sua sobrevivéncia. Neste queijo, Salmonella spp. também pode
permanecer como contaminante pés-pasteurizacdo, durante o periodo de
duracéo do produto (El-Gazzar e Marth, 1992; Ryser, 1998).

Durante a maturagédo dos queijos de pasta semi-dura, como o Tilsit, verificou-
-se que Salmonella Typhimurium decresceu acentuadamente aos 7 dias de
maturagdo, podendo manter uma populagdo reduzida por tempo
consideravel. Mas apds dois meses, os numeros baixam para valores

inferiores ao seu limite de detecgédo (Bachmann e Spahr, 1995).

O principal factor responsavel pela eliminagdo destes microrganismos e de
outras bactérias patogénicas, nos queijos de pasta semi-dura, é a rapida
producéo de acido, sendo importante a utilizagdo de uma cultura de arranque
eficaz, que produzindo também outras substancias inibitérias como o
peréxido de hidrogénio, & capaz de suprimir o crescimento de bactérias
patogénicas (Vlaemynck, 1994; Bachmann e Spahr, 1995).

No queijo Cheddar, Salmonella spp. pode sobreviver durante um longo
periodo (9 meses) com valores elevados de pH (5,9), em consequéncia da
utilizag&o de culturas de arranque com capacidade de acidificagéo lenta. Esta
sobrevivéncia resulta, também em parte, do elevado teor de humidade
(43%12%) deste queijo, sendo mais prolongada quando a maturagéo ocorre
a temperaturas mais baixas (4,5 e 7°C) (El-Gazzar e Marth, 1992; Ryser,
1998).

O teor de gordura desta variedade de queijo também pode ter influéncia no
declinio da populacdo de Salmonella spp. ao longo da maturacdo. Mehta e
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Tatini (1994), comparando o comportamento de Salmonella Typhimurium e
Salmonella Senftenberg em queijos Cheddar com teores de gordura
diferentes, constataram que nos queijos em que o teor de gordura era mais
baixo, o declinio destas serovariedades era mais acentuado do que nos
queijos com teores de gordura mais elevados. Provavelmente, a gordura
desempenha um efeito protector sobre as salmonelas relativamente a acgéo

dos acidos e de outros metabolitos produzidos pelas bactérias lacticas.

Mas também foi observado um declinio mais rapido de Salmonella spp. em
queijo Cheddar com teores de acidos gordos mais elevados. O tipo de acidos
gordos desempenha um papel importante na destruicdo da bactéria,
verificando-se que os queijos que tinham teores mais elevados de acidos
gordos de cadeia média e acidos oleico (C18:1) e linoleico (C18:2) eram
aqueles em que o declinio era mais rapido (Schaffer et al., 1995).

A importancia da quantidade e da taxa de produgéo de acido na supresséo e
na sobrevivéncia de salmonela também foi demonstrada no queijo Colby,
tendo sido concluido que o pH do queijo, o tipo e tamanho de cultura de
arranque sao mais relevantes que o teor de humidade e a presenca de sal e
aditivos (El-Gazzar e Marth, 1992).

No entanto, a concentragdo de sal utilizada no fabrico de queijo Domiati
afectou a sobrevivéncia de Salmonella Typhi, observando-se que com
concentracbes de 5% de NaCl esta bactéria sobreviveu durante 34 dias,
enquanto que com concentragdes de 10% apenas permaneceu no queijo
durante 16 dias (El-Gazzar e Marth, 1992).

Durante a maturagdo do queijo Feta, a populacdo de Salmonella Enteritidis
também é bastante reduzida, decrescendo até aos 23 dias de maturagao,
sobrevivendo até ao 38° dia, mas nao estando presente ao 45° dia. Esta
redugéo pode dever-se a descida do pH de 6,8 para 4,6, em consequéncia
da produgédo de acidos organicos pelas bactérias lacticas, nomeadamente

acidos lactico, acético, propiénico, butirico e férmico, mas outros factores
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como a ay, a concentracdo da salmoura e a temperatura de conservagao
também podem contribuir para a inibicho do crescimento desta
serovariedade (Maipa et al., 1993; Papadopoulou et al., 1993).
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TRABALHO EXPERIMENTAL



CAPITULO Il

VARIABILIDADE MICROBIOLOGICA DO QUEIJO
ARTESANAL PRODUZIDO NA REGIAO DE EVORA

INTRODUCAO:

O queijo produzido na regido de Evora (Sudeste de Portugal), designado
comercialmente por queijo de Evora, € um queijo curado de pasta dura ou
semi-dura, fabricado com leite crii de ovelha, segundo técnicas artesanais. A
época da sua produgéo inicia-se em Dezembro e estende-se até Maio/Junho.
O leite utilizado no seu fabrico é aquecido a uma determinada temperatura,
dependente da temperatura ambiente e avaliada empiricamente, a qual deve
ser mantida durante a filtragdo subsequente. Esta é feita passando o leite
aquecido por cerca de 6 a 9 panos de algodao, contendo o primeiro uma
certa quantidade de sal grosso. E, entdo, adicionado o agente coagulante e a
massa obtida & esmiugada rapidamente, colocada em cinchos e coberta com
sal grosso. Os queijos sdo curados durante cerca de 30 a 45 dias em
condicdes ambientais de temperatura, humidade e ventilagdo avaliadas
empiricamente. Como resultado obtém-se queijos pequenos, com cerca de
60 a 90 g de peso e forma cilindrica achatada com cerca de 6 cm de
diametro e 2 a 3 cm de altura, ou queijos com pesos entre 120 a 200 g ou
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200 a 300 g, com a mesma forma cilindrica achatada mas diametros maiores

sendo, entéo, designados por merendeiras.

A importancia do seu estudo resulta do facto de ser o Unico produto, nesta
regido, fabricado a partir de leite produzido principalmente por ovinos de tripla
vocacgéo (carne, leite e 1a), constituindo um acréscimo de rendimento quer
para o produtor quer para o queijeiro. Por outro lado, as suas propriedades
organolépticas tornam este produto caracteristico da regido de Evora, muito
apreciado pelos consumidores. Por fim, sendo um produto fabricado a partir
de leite cru, importa apreciar o comportamento dos diferentes grupos
microbianos presentes durante a maturagdo, quer sejam os que tem
importancia tecnolégica quer sejam os que podem comprometer a qualidade

higiénica do produto e pér em risco a Saude Publica.

O objectivo deste trabalho foi estudar a evolugdo dos diferentes grupos
microbianos envolvidos no processo de maturagdo do queijo, ao longo da
época de fabrico e pesquisar a presenga de alguns microrganismos que
possam constituir uma ameaca para a saude do consumidor.

MATERIAIS E METODOS:

As amostras foram recolhidas numa queijaria situada no concelho de Viana,
distrito de Evora, onde o queijo de ovelha é fabricado de forma artesanal,
conforme descrito na introdugéo.

A amostragem realizou-se durante trés anos consecutivos. Nos dois
primeiros anos os periodos de amostragem decorreram entre o inicio de Abril
e o final de Maio ou inicio de Junho. No terceiro ano, o periodo de
amostragem iniciou-se em Janeiro e terminou no final de Maio. As amostras
de leite, coalhada e queijos com 3, 7, 30, 45 e 60 dias de maturacgéo,
fabricados a partir da mesma matéria-prima e na mesma queijaria, foram
recolhidas quinzenalmente, envolvendo 4, 6 e 10 datas de fabrico,
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respectivamente no primeiro, segundo e terceiro anos. Todas estas amostras
foram transportadas ao laboratério imediatamente apés colheita, sob
refrigeracéo, e analisadas em seguida, tendo as analises de coalhada e de
queijos nas diferentes idades de maturagéo sido processadas em triplicado
(n=3).

Das amostras de leite, tomadas imediatamente apés a filtragéo, recolheram-
-se 10 ml que foram diluidos em 90 ml de Solugdo de Ringer a % (Oxoid)
(Anexo |) e das de coalhada e queijos com diferentes idades de maturagéo
foram recolhidos 10 g do seu interior e homogeneizados com 90 ml de
Solugéo de Ringer a Y. A partir destas solugbes, fizeram-se as diluigbes
decimais sucessivas achadas necessarias, também em Solugdo de Ringer a
Ya.

A sementeira foi feita por incorporagéo, em triplicado, de cada uma das trés
diluigbes consecutivas escolhidas, em Plate Count Agar (Difco) para a
contagem de bactérias viaveis totais (BVT), em MRS Agar (de Man, Rogosa,
Sharpe) (Oxoid) para a contagem de bactérias lacticas (BL), em Violet Red
Bile Agar (Oxoid) para a contagem de coliformes (Colif), em Violet Red Bile
Glucose Agar (Oxoid) para a contagem de enterobactérias (Entb), em m-
-Enterococcus Agar (Difco) para a contagem de enterococos (Ent) e em
Rose-Bengal Chioramphenicol Agar (Oxoid) para a contagem de leveduras
(Lev). (Anexo I).

A contagem das unidades formadoras de colénias (ufc) foi feita apés um
periodo de incubagdo de 48 horas a 37° C de todos os meios inoculados,
excepto para o Rose-Bengal Chloramphenicol Agar que foi mantido a
temperatura ambiente durante cinco dias. O nimero de ufc por mililitro ou por
grama de produto foi calculado muitiplicando a média das contagens numa
diluicéo pelo inverso dessa diluigéo.

Para a pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo foi feita a sementeira

por espalhamento a superficie, em triplicado, de duas diluigdes consecutivas,
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em meio Baird-Parker Agar (Difco) enriquecido com gema de ovo e telurito
(Difco) (Anexo l). Apés um periodo de incubacgéo de 24 horas a 37°C foi feita
a pesquisa de estafilococos coagulase positivo segundo o estipulado na NP
4196 de 1992.

Para a pesquisa de Salmonella spp. homogeneizaram-se 25 g da massa do
queijo em 225 ml de Agua Peptonada (Oxoid). Apdés um periodo de
incubagdo de 24 horas a 37°C semearam-se 10 ml de cultura em 90 ml de
Caldo Selenite Cistina (Difco) que apdés um periodo de incubagédo de 18
horas a 37°C foi inoculado por sementeira a superficie, em triplicado, nos
meios Hektoen Enteric Agar (Oxoid), Xylose Lysine Desoxycholate Agar
(Oxoid) e Verde Brilhante Agar (Difco). As col6nias consideradas suspeitas
foram inoculadas em Kliger Iron Agaf (Difco) e Lysine Iron Agar (Difco),
identificadas através de Api 20E (bioMérieux) e, posteriormente submetidas a

confirmacgéao sorologica. (Anexo |).

A pesquisa de Listeria monocytogenes e de Brucella spp. realizou-se apenas
no terceiro ano em que decorreu o presente estudo. Foram recolhidas
amostras adicionais de leite, coalhada e queijos com 30, 45 e 60 dias de
maturagao, simultdneamente e nas mesmas condigdes que as destinadas as
analises anteriormente descritas. Estas amostras foram enviadas ao
Laboratério Nacional de Veterinaria onde foram pesquisadas as referidas
bactérias, segundo as técnicas adoptadas por esse Laboratério e descritas
em Guerra (1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os valores médios das contagens dos diferentes grupos microbianos
presentes no leite, coalhada e queijos em diferentes fases de maturacéo,
realizadas em trés anos consecutivos, entre o final do més de Margo e
meados do més de Junho sdo apresentados no Quadro lil-1.
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QUADRO IliI-1 - Contagens dos Diferentes Grupos Microbianos Presentes no Leite, Coalhada
e Queijos com Diferentes Idades de Maturacéo, Fabricados em Trés Anos Consecutivos,
Durante a Epoca de Primavera (médias + desvios padr@o, de quatro e seis semanas,
respectivamente no primeiro ano e nos segundo e terceiro anos, em log ufc/mi ou log ufc/g.).

Ano 1 BVT BL Ent Entb Colif
Leite 431+001 418+0,02 402+007 3761065 4,00+0,07
Coalhada 659+042 6461042 6,120,555 547+05  532+0,03
Queijo 3 Dias 8,61+ 0,96 8,77 +0,5 8,30 £ 0,36 7,01 £0,1 7,00 £ 0,11
Queijo7 Dias 943+043 9341036 862+006 794+083 846+0,12
Queijo 30 Dias 897+042 883+048 866+0,16 7,36+0,75 7,57+0,44
Queijo 45 Dias 8,91+ 0,40 8,72 £0,46 867+039 6,76+043 7,1410,15
Ano 2 BVT BL Ent Entb Colif
Leite 587+04 506+098 372+104 425+119 442+1,37
Coalhada ND ND ND ND ND
Queijo 3 Dias 885+051 871+044 767+t023 765+047 762+045
Queijo 7 Dias 8890+044 892+035 809+056 755+063 7,55+0,68
Queijo 30 Dias 8,14+041 8471045 7911030 6,06+0,39 6,53+0,80
Queijo45Dias 8,03+0,28 8,13+0,07 758+037 577+0,51 6,05+0,79
Ano 3 BVT BL Ent Entb Colif
Leite 442+056 4,09+032 313+045 324:+0,13 3,25+0,26
Coathada 5,60+ 0,36 527+033 431+0,58 428+055 4,36+0,58
Queijo3 Dias 895+063 878+063 746+036 791+041 8,00+0,40
Queijo 7 Dias 8,98 + 0,71 892+046 760+068 7,94+048 7,94+0,41
Queijo 30 Dias 846+0,75 829+048 7,18+053 7,03+039 7,05+0,33
Queljo45Dias 799+0,70 831+056 723+0,73 6,18+0,59 6,23+0,53

BVT - Bactérias Viaveis Totais; BL - Bactérias Lacticas; Ent - Enterococos;
Entb - Enterobactérias; Colif - Coliformes.
ND - Ndo Determinado.

No referido quadro foram omitidos os valores das contagens microbianas,

realizadas nas amostras recolhidas no terceiro ano, respeitantes aos

diferentes grupos microbianos presentes em queijos com 60 dias de

maturacéo e respeitantes as leveduras em todas as fases de fabrico, uma
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vez que nao teriam termo de comparagdo com parametros homoélogos dos

outros anos em que se realizou o trabaiho.

Como se pode verificar, o leite possuia uma elevada carga microbiana,
apresentando contagens superiores a 3 unidades logaritmicas por mililitro,

em todos os grupos microbianos.

Os valores encontrados para as bactérias viaveis totais (4,31; 5,87 e 4,42 log
ufc/ml nos anos 1, 2 e 3, respectivamente) sdo préximos dos critérios
microbioldgicos aplicados ao leite de ovelha e cabra destinado ao fabrico de
produtos com leite cri cujo processo de fabrico ndo inclua tratamento
térmico, como é referido no “Regulamento das Normas Sanitarias Aplicaveis
a Colocagcdo no Mercado de Leite Cru, de Leite de Consumo Tratado
Termicamente, de Leite Destinado a Transformagéo e de Produtos a Base de
Leite, Destinados ao Consumo Humano” aprovado pela Portaria n°® 533/93 de
23 de Maio e alterado pela Portarias n°s 1068/95 de 30 de Agosto e 56/96 de
22 de Fevereiro, que devem ser inferiores a 500 000 ufc/ml, ou seja 5,7 log

ufc/ml.

Estes valores sdo também menores que os detectados em leite de ovelha
destinado ao fabrico dos queijos Casar de Caceres (Mas et al., 1991; Poullet
et al., 1991), Los Pedroches (Sanchez et al., 1995) e La Serena (Fernandez
del Pozo et al., 1988; Gonzalez et al., 1991; Nufez et al., 1991) e aos de leite
de cabra destinado ao fabrico de queijo Majorero (Fontecha et al., 1990) e
Cendrat del Montsec (Mor-Mur et al., 1994). Foram também inferiores ao
esperado, visto tratar-se de leite cru, obtido por ordenha manual e em fracas

condicdes higiénicas.

Provavelmente, esta situacdo ficou a dever-se ao facto de o leite ser
aquecido antes da filtragdo até uma temperatura considerada empiricamente
6ptima. Embora este aguecimento de modo nenhum possa ser considerado
como uma pasteurizagido, pode ter sido suficiente para reduzir parte da

micropopulagéo presente no leite.
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Os valores de enterobactérias e coliformes sdo semelhantes aos
encontrados no leite destinado ao fabrico de queijos La Serena (Fernandez
del Pozo et al., 1988; Nufiez et al.,, 1991) e Los Pedroches (Sanchez et al.,
1995), mas superiores aos detectados por Poullet et al. (1991) e Mas et al.
(1991) em leite utilizado no fabrico de queijo Casar de Caceres.

Apesar de serem contaminantes frequentes de leite cri, a presencga destes
microrganismos no leite tem importancia do ponto de vista higiénico e de
saude publica pois sdo considerados como indicadores de contaminagéo
fecal e deste grupo fazem parte microrganismos como Salmonella, Shigella,
Escherichia e Yersinia que incluem espécies enteropatogénicas. Assim, os
elevados valores atingidos por estes microrganismos confirmam a existéncia
de fracas condi¢des higiénicas durante a obtengdo e manipulagéo desta
matéria prima (Tornadijo et al., 1993; Jay, 1994; Mor-Mur et al., 1994;
Catsaras, 1995; Ledford, 1998).

Por outro lado, tém também implicagbes tecnoldgicas pois algumas espécies
sdo fermentadoras da lactose e produzem gdas, responsavel por defeitos
como o “inchacgo precoce” ou a formacéao de “olhos”, indesejaveis em muitas
variedades de queijo (Tornadijo et al., 1993; Plusquellec, 1995; Bergére e
Lenoir, 1997).

As coalhadas apresentam contagens microbianas superiores as observadas
para o leite, em todos os grupos microbianos. Este aumento foi observado
noutras variedades de queijo como Casar de Caceres (Poullet et al., 1991),
Los Pedroches (Sanchez et al., 1995), La Serena (Fernandez del Pozo et al.,
1988) e Armada Sobado (Tornadijo et al., 1993) e é atribuido n&o sé a
multiplicagcdo microbiana que ocorre durante a coagulagao, mas também ao
aprisionamento fisico dos microrganismos na rede da coalhada (Tatini et al.,
1971). Estes autores concluiram que a retengédo microbiana na coalhada é
responsavel por um aumento de cerca de uma unidade logaritmica, sendo o

restante atribuido a multiplicagdo microbiana.
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Durante a maturacéo, verifica-se que ha, também, um aumento acentuado
das contagens dos diferentes grupos microbianos da coalhada para o queijo
com 3 dias de maturagdo e, a seguir, um decréscimo mais ou menos
acentuado até ao final desse periodo, tendo sido observada esta tendéncia

nos trés anos em que decorreu o estudo.

As bactérias lacticas representam o grupo predominante durante toda a
maturacgao e atingem o seu valor maximo aos sete dias (9,34; 8,92 e 8,92 log
ufc/g), decrescendo depois, ligeiramente. A evolugdo dos enterococos, que
integram o grupo das bactérias lacticas, foi semelhante ao destas, mantendo

uma populagido numerosa até ao final da maturagio.

O mesmo se observou nos queijos Casar de Céceres (Poullet et al., 1991) e
Los Pedroches (Sanchez et al., 1995), fabricados na Primavera e no queijo
Picante da Beira Baixa (Freitas et al., 1995). A numerosa populagdo de
enterococos encontrada leva a suspeitar que estes microrganismos
desempenham, provavelmente, um papel importante durante a maturagéo do
queijo (Poullet et al., 1991; Sanchez et al., 1995).

Quanto as enterobactérias e aos coliformes, embora os seus valores se
mantenham elevados durante a maturagao, sao inferiores aos das bactérias
lacticas. Os maximos s&o alcangados aos trés ou aos sete dias de maturagéo
(7,94, 7,65 e 7,94 log ufc/g, para as enterobactérias e 8,46; 7,62 e 8,00 log
ufc/g, para os coliformes), e diminuem em seguida, de um modo mais
pronunciado que as bactérias lacticas, sendo esta diminuigcdo superior a uma
unidade logaritmica. No entanto, aos 45 dias de maturagdo, estas
populagdes apresentam ainda valores elevados (6,76; 5,77 e 6,18 log ufc/g,
para as enterobactérias e 7,14; 6,05 e 6,23 log ufc/g, para os coliformes), o
que pode estar relacionado com a forte contaminagdo da matéria prima.

Ns primeiras fases de fabrico do queijo, a existéncia de condigbes favoraveis,
nomeadamente pH, temperatura e disponibilidade de lactose, tem sido

consideradas como responsaveis pelo crescimento de enterobactérias e
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coliformes neste produto (Walstra et al., 1993). No entanto, & medida que a
maturacgéo progride, € reconhecido que a actividade das bactérias lacticas e
as condigbes fisico-quimicas que se vao estabelecendo no queijo,
principaimente pH, teor de humidade e concentracdo de sal e de &acidos
gordos, dificultam o desenvolvimento microbiano, nomeadamente das
enterobactérias e coliformes.

O pH desta variedade de queijo ndo é muito baixo (5,4 a 5,7 no final da
maturagcédo) e pode permitir a sobrevivéncia de enterobactérias e de
coliformes. Contudo, a diminuigcdo do teor de humidade (34% aos 30 dias e
19% aos 60 dias de maturagdo) e as crescentes concentragées de NaCl (9%
aos 30 dias e 16% aos 60 dias) e de acidos gordos livres (Pinheiro et al.,
1998a; b), podem estar implicadas na fedugéo destas populagdes, tal como
foi observado noutras variedades (Nuriez et al., 1985; Fontecha et al., 1990;
Tornadijo et al., 1993; Schaffer et al., 1995).

No terceiro ano, o periodo de amostragem teve o seu inicio em Janeiro e
terminou em Junho, permitindo comparar o comportamento dos diversos
grupos microbianos durante a maturagéo dos queijos fabricados no Inverno e
na Primavera. Por outro lado, os resultados obtidos nos anos anteriores
faziam suspeitar que o prolongamento do periodo de maturacédo até aos 60
dias, escolhido por ser o periodo de maturagdo aconselhado em diversos
paises para queijos feitos com leite ndo pasteurizado, podia esclarecer sobre
o destino de diferentes grupos microbianos.

Assim, os Quadros 1lI-2 e IlI-3, complementados pelos Graficos llI-1 e llI-2,
apresentam os valores das contagens microbianas em queijos fabricados no
Inverno e na Primavera, respectivamente, durante um periodo de maturacéo
de 60 dias.

Embora se verifique que os teores de bactérias viaveis totais, bactérias

lacticas e enterococos presentes no leite sdo semelhantes, em ambas as
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épocas de fabrico, as contagens de enterobactérias e coliformes sio
inferiores, em cerca de uma unidade logaritmica, na época de Primavera.

Quadro lil-2 - Contagens dos Diferentes Grupos Microbianos Presentes no Leite, Coalhada e
Queijos com Diferentes Idades de Maturagdo, Fabricados Durante a Epoca de Inverno.
(média + desvio padrdo das contagens de quatro semanas da época de Inverno, em log
ufc/ml ou log ufe/g).

Produto BVT BL Ent Entb Colif Lev

Leite 4,60+0,49 4,16+0,70 2,90+0,35 4,20+1,25 4,061,111 3,11+0,47
Coalhada 6,10+0,73 5,43+0,28 5,18+0,89 5,07+1,14 5,01£1,15 3,97+0,03
Queijo 3 dias 7,60+0,31 7,16+0,52 6,47+0,62 6,55+0,69 6,85+0,60 4,2310,16
Queijo 7 dias  7,38+0,28 7,43+0,32 6,50+0,62 6,61+0,85 7,08+0,33 4,58+0,83
Queijo 30 dias 7,56+0,51 7,71+0,60 6,6510,46 6,05+0,78 6,13+0,65 5,2610,94
Queijo 45 dias  8,09+0,67 8,03+0,37 7,07t0,49 6,33+0,38 6,44+0,35 5,3+0,61
Queijo 60 dias 8,16+0,36 8,10+0,48 7,24+0,90 5,86+0,85 5,72+t0,91 5,38+0,77

BVT - Bactérias Viaveis Totais; BL - Bactérias Lacticas; Ent - Enterococos;
Entb - Enterobactérias; Colif - Coliformes; Lev - Leveduras.

Os maiores crescimentos dos diferentes grupos microbianos ocorreram até
aos 3 dias de maturagdo, em ambas as épocas de fabrico (Inverno e
Primavera), verificando-se que as contagens sdo mais baixas no Inverno que
na Primavera (Quadros 111-2 e 1lI-3).

Pela analise do Quadro Ill-2 e do Gréfico llI-1, observamos que as contagens
das bactérias viaveis totais, das bactérias lacticas e dos enterococos
atingiram os valores mais elevados no final da maturagéo (45 e 60 dias), nos
queijos feitos na época de Inverno (8,16; 8,10 e 7,24 log ufc/g,
respectivamente) e, nos feitos na época de Primavera (Quadro 111-3, Grafico
I1I-2), os valores mais elevados surgiram aos 3 e 7 dias de maturagéo (8,98;
8,92 e 7,60 log ufc/g, respectivamente), ultrapassando mesmo os valores
obtidos nos queijos fabricados no Inverno, e decrescendo, em seguida, até
ao final da maturagéo, para 7,49; 7,57 e 6,91 log ufc/g, respectivamente.
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GRAFICO III-1 - EVOLUCAO DOS DIFERENTES GRUPOS MICROBIANOS
PRESENTES NO QUEIJO DURANTE A MATURAGCAO, NA EPOCA DE
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Os factores ambientais sob os quais decorre a maturagdo, nomeadamente
temperatura e humidade relativa, podem condicionar o desenvolvimento
microbiano durante a maturagédo do queijo, como foi sugerido por Poullet et
al. (1991) e Macedo (1996). Assim, as temperaturas ambientais de Inverno
séo, provavelmente, menos favoraveis @ multiplicagdo microbiana e, por isso,
as contagens mais elevadas s@o menores e mais tardiamente atingidas que
na Primavera. Por outro lado, nesta Ultima época, os queijos no final da
maturacdo estdo sujeitos a uma maior dissecacdo que determina o
decréscimo do numero de microrganismos, ao contrario do que sucede no

Inverno (Poullet et al.,1991).

Quanto as enterobactérias e aos coliformes estdo presentes em numero
elevado até ao final da maturacdo, em ambas as épocas de fabrico (Quadros
I11-2 e 111-3). No entanto, nos queijos produzidos durante a época de Inverno,
os valores mais elevados surgiram aos 7 dias, decrescendo em seguida, mas

nos fabricados na época de Primavera este decréscimo, iniciado apés os 3
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dias de maturagdo, decorreu até ao final deste periodo, sendo mais

acentuado que no Inverno.

QUADRO llI-3 - Contagens dos Diferentes Grupos Microbianos Presentes no Leite, Coalhada
e Queijos com Diferentes Idades de Maturagéo, Fabricados Durante a Epoca de Primavera.
(médias + desvios padréo das contagens de seis semanas da época de Primavera, em log
ufc/ml ou log ufc/g).

Produto BVT BL Ent Entb Colif Lev

Leite 4,42+0,56 4,09+0,32 3,13+0,45 3,24+0,13 3,25+0,26 3,30+0,74
Coalhada 550+0,36 5,27+0,33 4,31+0,58 4,280,556 4,36+0,58 3,27+0,91
Queijo 3 dias 8,95+0,63 8,78+0,63 7,46+0,36 7,91+0,41 8,00+0,40 6,00+0,31
Queijo 7 dias  8,98+0,71 8,92+0,46 7,60+0,68 7,94+048 7,94+041 5,95+0,42
Queijo 30 dias 8,46+0,75 8,29+0,48 7,18+0.53 7,03+0,39 7,05+0,33 5,81+0,88
Queijo 45 dias 7,99+0,70 8,31+0,56 7,23+0,73 6,18+0,59 6,23+0,53 5,45+0,61
Queijo 60 dias 7,49+0,50 7,57+0,50 6,91+0,65 5,29+0,81 5,30+0,74 5,15+1,11

BVT - Bactérias Viaveis Totais; BL - Bactérias Lacticas; Ent - Enterococos;
Entb - Enterobactérias; Colif - Coliformes; Lev - Leveduras.

As condi¢cdes ambientais prevalecentes no interior do queijo podem ter sido
determinantes para a evolugdo destes grupos microbianos ao longo da
maturagdo. E provavel que a actividade da populagdo lactica, mais
abundante na época de Primavera, seja responsavel pela produgéo de
maiores quantidades de substancias que contribuem para tornar o queijo
num meio menos favoravel ao crescimento microbiano (Poullet et al., 1991;
Mas e Gonzalez-Crespo, 1993). Adicionalmente, as condi¢des ambientais da
Primavera, caracterizadas por temperaturas mais elevadas e menores teores
de humidade relativa que as que se verificam no Inverno, podem influenciar
os teores de humidade e a concentracdo de NaCl no queijo. Estes
parametros, fortemente relacionados com a sobrevivéncia destes grupos
microbianos, tornam o queijo num meio indspito ao seu crescimento
(Fernandez del Pozo et al., 1988; Fontecha et al., 1990; Tornadijo et al.,
1993).
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GRAFICO llI-2 - EVOLUGAO DOS DIFERENTES GRUPOS MICROBIANOS
PRESENTES NO QUEIJO DURANTE A MATURACAO NA EPOCA DE

PRIMAVERA
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Ao longo do periodo de maturagdo do queijo, as leveduras evoluem de forma
semelhante & dos outros grupos microbianos, nas respectivas épocas de

fabrico.

Assim, na época de Inverno o valor maximo (5,38 log ufc/g) é atingido no
final da maturacdo (Quadro IlI-2) mas na Primavera o valor maximo (6,0 log
ufc/g) é atingido aos 3 dias de maturacéo, decrescendo em seguida (Quadro
111-3). Apesar da populagdo de leveduras ser sensivelmente menor do que
qualquer dos outros grupos, pensamos que a sua actividade pode ser

importante para as caracteristicas deste produto.

Em estudos realizados posteriormente (Dias et al., in press), verificamos que
quase todas as espécies de leveduras isoladas (98%) desenvolvem
actividade lipolitica sendo a actividade proteolitica apenas efectuada por um
grupo reduzido (12%). No final da maturagdo, apenas 5% das leveduras

isoladas demonstram ter capacidade proteolitica.
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Assim, as leveduras presentes durante a maturagdo podem ter um papel
determinante na lipdlise, contribuindo para o desenvolvimento do flavour

caracteristico desta variedade de queijo.

Relativamente a pesquisa de microrganismos causadores de perturbagbes
de origem alimentar, constatdamos que a percentagem de Staphylococcus
coagulase positivo foi muito reduzida, nas amostras analisadas. Nos queijos
fabricados na época de Primavera, os valores maximos de Staphylococcus
spp., atingidos aos 3 ou aos 7 dias de maturagéo, foram da ordem de 2 a 3
log ufc/g e decresceram ligeiramente até ao final da maturagéo. Nos queijos

fabricados no Inverno, os valores maximos eram de cerca de 2 log ufc/g.

Assim, uma vez que sdo necessarios, pelo menos, 10° a 10° microrganismos
produtores de enterotoxinas por grama de alimento para que surjam
problemas de intoxicacéo alimentar (Walker, 1988; Asperger, 1994; Burguess
et al., 1994), parece-nos que este produto ndo constitui uma ameaca, em

termos de intoxicagao estafilocécica.

Nas amostras analisadas nao foram detectados Salmonella spp., Listeria
monocytogenes nem Brucella spp.

CONCLUSOES:

Os elevados teores microbianos, nomeadamente de enterobactérias e de
coliformes observados no leite destinado ao fabrico desta variedade de
queijo reflectem a existéncia de condigcbes higiénicas ndo muito boas na
recolha e manipulagdo da matéria-prima que podem comprometer a

qualidade do produto final.
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Parece-nos evidente a existéncia de duas épocas de produgéo do queijo de
Evora, demonstrada pelo diferente comportamento dos varios grupos

microbianos ao longo da maturacao.

A evolucdo da populagado lactica, atingindo, precocemente, valores mais
elevados na Primavera, podera, através do seu efeito inibidor, retardar o
crescimento das populacées de coliformes e enterobactérias. O crescimento
destes microrganismos, que podem ter efeitos nefastos na saude do
consumidor, parece também ser condicionado pelas condigdes ambientais
prevalecentes nesta época do ano. Este aspecto podera ser importante se
tivermos em consideragdo o facto de o queijo de Evora ser fabricado com
leite que ndo é submetido a qualquer tratamento térmico eficaz.

Por outro lado, n&o foi detectada a presenca de microrganismos patogénicos
ou potencialmente patogénicos que podem ser veiculados por este tipo de
produto, nomeadamente Staphylococcus coagulase positivo, Salmonella

spp., Listeria monocytogenes e Brucella spp.

Em face da expressao populacional das leveduras, com manifesta actividade
lipolitica, & provavel que desempenhem um papel importante na maturagéo
do queijo, que em condigbes normais & caracterizada por uma intensa

lipblise.
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CAPITULO IV

IDENTIFICACAO DE BACTERIAS LACTICAS
PRESENTES NO QUEIJO ARTESANAL PRODUZIDO NA
REGIAO DE EVORA.

INTRODUCAO:

Tal como na maior parte dos queijos fabricados no Sul da Europa (Cogan et
al.,, 1997), o fabrico do queijo artesanal da regido de Evora depende
essencialmente da actividade de uma flora lactica adventicia que, como foi
anteriormente observado, constitui uma populagdo numerosa que se mantém
ao longo da maturagdo. Como esta largamente documentado, esta flora
desempenha um papel importante durante este periodo, influenciando as
caracteristicas organolépticas dos produtos, pelo seu envolvimento nos
processos bioquimicos que caracterizam a maturagdo, e controlando o
crescimento de alguns microrganismos indesejaveis, através de efeitos

antagonistas que sobre eles exercem.

A flora lactica consiste num grupo heterogéneo de bactérias que inclui
espécies pertencentes a varios géneros, entre os quais Enferococcus,
Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella e Lactobacillus. Tém em

comum serem Gram positivas, catalase negativas, ndo esporuladas,
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adaptadas a ambientes ricos em nutrientes e produzirem acido lactico como

principal produto da fermentagao dos glucidos.

A imposicao de baixos teores microbianos no leite destinado ao fabrico de
produtos feitos com leite cri que nao incluam tratamento térmico, pode ter
como consequéncia a reducdo desta flora, comprometendo a acidificagéo e
afectando a qualidade do produto. A utilizagdo de refrigeracdo favorece o
desenvolvimento da flora psicrotréfica, nomeadamente Gram negativa, que
também prejudica a qualidade do produto (Gaya et al., 1999; Gémez et al.,
1999).

A presenca de bactérias lacticas no leite resulta, essencialmente, da
contaminacdo ambiental. Desta forma, os produtos fabricados com leite cru,
segundo técnicas tradicionais, sdo, geralmente, bastante heterogéneos,
sujeitos a variagbes sazonais e de qualidade variavel, o que em nada

contribui para a sua valorizagédo (Gémez et al., 1999).

O queijo artesanal produzido na regido de Evora, fabricado com leite crii de

ovelha e segundo técnicas tradicionais, encontra-se nestas circunstancias.

A utilizacdo de culturas de arranque no fabrico de diversas variedades de
queijo tem sido a forma de ultrapassar estes inconvenientes. No entanto, ndo
devem ser menosprezadas as caracteristicas organolépticas nem a tipicidade

de cada produto, mas privilegiado o seu caracter tnico e inconfundivel.

Assim, estas culturas tem sido constituidas a partir de estirpes autéctones
que proliferam no produto original, uma vez que as variantes presentes nas
culturas de arranque comerciais sdo, em geral, fisiologicamente bastante

diferentes das isoladas de habitats naturais (Corroller et al., 1998).

O objectivo deste trabalho consistiu no isolamento e caracterizacdo das
bactérias lacticas presentes no queijo artesanal produzido na regido de Evora

no sentido de se identificarem as mais representativas que no futuro possam
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vir a ser constituintes de culturas de arranque a utilizar no fabrico deste

produto, com vista a melhorar os seus padrées de qualidade.

MATERIAIS E METODOS:

Foram recolhidas amostras de queijos, fabricados no inicio de Abril, com 3 e
45 dias de maturagdo, em triplicado, em trés dias consecutivos e
transportadas ao laboratério imediatamente apés colheita.

De cada uma das amostras, retiraram-se 10 g da massa do queijo que foram
homogeneizados com 90 ml de Solugéo de Ringer % (Oxoid). (Anexo I). A
partir destas solugdes fizeram-se as diluigdes decimais sucessivas

consideradas necessarias, também em Solugéo de Ringer a Y4 (Oxoid).

A sementeira foi feita por incorporagéo, em quadriplicado, de cada uma das
trés diluicbes consecutivas escolhidas, em MRS Agar (de Man, Rogosa,
Sharpe) (Oxoid) para crescimento de bactérias lacticas; em M17 Agar (Oxoid)
para crescimento de estreptococos lacticos; em Kanamicina Esculina Azida
de Saédio Agar (KA;) (Oxoid) para crescimento de enterococos; em APT Agar
(Difco) para crescimento de lactobacilos heterofermentativos e outros
microrganismos exigentes; e em Dextrose Triptona Agar (DTA) (Oxoid) para
crescimento de microrganismos produtores de acido. (Anexo |). Neste ultimo

meio foram ainda inoculadas mais trés placas por diluigéo.

De cada meio inoculado, foram seleccionadas trés placas por diluicdo que
foram incubadas em condigbes de aerobiose e uma de cada diluigdo foi
incubada em jarra de anaerobiose (Merck Mikrobiologie) com sistema de
anaerobiose Anaerocult A (Merck Mikrobiologie). (Anexo I).

Apoés um periodo de incubagao de 48 horas a 30°C, para todos os meios,
exceptuando o meio KAs, que foi incubado a 37°C durante 48 horas e o meio

DTA que, além de incubado a 30°C durante 48 horas, foi também incubado a
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10°C durante 7 dias, foi feita a contagem das unidades formadoras de

colénias (ufc).

O numero de ufc por grama foi calculado multiplicando a médias das

contagens numa diluigdo pelo inverso dessa diluigdo.

Foram repicadas cerca de 1 ou 10% das colénias de cada placa cuja
contagem era superior a 100 ufc ou inferior ou igual a 100 ufc,
respectivamente, de todos os meios semeados, para meios de MRS caldo e
agar (Oxoid) (Anexo 1) e incubadas a 30°C durante 24 horas ou, caso ndo

fosse observado crescimento, durante 48 horas.

A partir de todas as colonias foram feitos esfregacos corados pelo método de
Gram e todas elas foram sujeitas a prova da catalase (por aplicagdo de
peréxido de hidrogénio a 30 volumes sobre uma colénia colocada numa
ldAmina de microscopia). o caso de se encontrarem em cultura pura, serem
Gram positivas e catalase negativas, foram semeadas em meio MRS caldo
com 50% (v/v) de glicerol e congeladas a cerca de -20°C para analise

posterior.

Apo6s descongelacdo em meio MRS caldo, foram apreciadas as seguintes
caracteristicas: tipo fermentativo (crescimento em meio MRS caldo com tubo
de Durham invertido, a 30°C durante 48 horas); crescimento a 10°C durante
7 dias e 45°C durante 48 horas; tolerancia ao sal (crescimento em MRS caldo
com 6,5% de NaCl); hidrolise da arginina (em meio MRS caldo sem glucose,
extracto de carne e citrato de aménio mas contendo citrato de sédio e
arginina (Anexo |) e utilizando o reagente de Nessler (Panreac); producéo de
acetoina (pelo teste de Voges-Proskauer); presengca e tipo de hemdlise;
grupo serolégico (através de Streptococcal Grouping Kit (Oxoid); presenga ou
auséncia de acido meso-diaminopimélico (m-DAP) na parede celular (por
cromatografia em camada fina, segundo a técnica descrita por Kandler e
Weiss (1986) e Tanasupawat et al. (1992); isbmero do acido lactico
produzido a partir de glucose, em MRS caldo sem acetato de sédio (Anexo )
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(determinagéo enzimatica utilizando D-Lactic acid/L-Lactic acid (Boehringer

Mannheim), segundo o procedimento indicado pelo fabricante).

Fizeram-se testes de utilizacéo das fontes de carbono, seguindo a técnica
descrita por Girakan et al. (1995), em placas de microtitulacéo esterilizadas,
preparadas no laboratorio com 20 pl de solugdes a 10%, esterilizadas por
filtracdo, de cada um dos seguintes compostos: ribose (Merck), arabinose
(BDH), xilose (BDH), ramnose (BDH), manitol (Panreac), sorbitol (BDH),
adonitol (Riedel-de Haén), glicogénio (Merck), glicerol (J.M.Vaz Pereira),
frutose (Riedel-de Haén), manose (Sigma), galactose (Merck), glucose
(BDH), lactose (BDH), maitose (BDH), sacarose (Merck), trealose (BDH),
celobiose (Merck), rafinose (BDH), melibiose (BDH), melezitose (Sigma),
salicina (BDH), gluconato (Sigma), amigdalina (BDH), esculina (BDH), fucose
(BDH), turanose (Sigma), inulina (Riedel-de Haén), arbutina (Sigma) e
dextrina (BDH). Apo6s duas lavagens celulares em solugéo fisioldgica estéril,
cada estirpe foi semeada em meio MRS basal (sem glucose e extracto de
carne e com 30 mg de purpura de bromocresol (Riedel-de Haén) por litro de
meio) (Anexo [), e foram inoculados 200 pl em cada pogo contendo a fonte
de carbono. A primeira leitura foi feita apos incubagéo de 24 horas a 30°C e a
segunda foi feita as 48 horas de incubagédo, adicionando 15 pl de uma

solugéo a 0,2% de purpura de bromocresol em etanol absoluto.

A identificacdo das bactérias lacticas presentes foi feita com base nas chaves
de classificacdo de Garvie (1986a; b); Kandler e Weiss (1986); Mundt (1986);
Schleifer (1987); Devriese et al. (1991a), (1993); Axelsson (1993); Collins et
al. (1993); Holt et al. (1994).

A identificagcdo ao nivel da espécie das estirpes pertencentes ao género
Enterococcus foi feita através de dendrograma obtido por UPGMA com o
coeficiente de Jaccard utilizando o programa SPSS versao 8.0. As estirpes
padrdao, obtidas de Deutsche Sammlung von Mikroorganizmen und
Zellkulturen, GmbH (DSM), foram as seguintes: DSM 2146 - Enterococcus
faecium; DSM 4838 - Enterococcus mundtii; DSM 6630 - Enterococcus
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dispar, DSM 20160 - Enterococcus hirae; DSM 20376 - Enterococcus
faecalis; DSM 20477" - Enterococcus faecium; DSM 20478" - Enterococcus
faecalis; DSM 20633 - Enterococcus durans; DSM 20679 - Enterococcus
avium; DSM 20680 - Enterococcus casseliflavus; DSM 20681 - Enterococcus
malodoratus e DSM 20682 - Enterococcus cecorum.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

- O Quadro V-1 apresenta o nimero de estirpes isoladas e o nimero de
estirpes de bactérias lacticas a identificar provenientes de queijos com 3 e 45
dias de maturagéo. Da andlise do referido quadro (Quadro IV-1) podemos
constatar que cerca de 32,7% da totalidade das estirpes isoladas (33,7% aos
3 dias e 31,4% aos 45 dias) nao cresceu apoés o seu isolamento (13,6% aos
3 dias e 13,7% aos 45 dias) ou perdeu a viabilidade (20,1% aos 3 dias e
17,7% aos 45 dias) durante os procedimentos realizados para a sua
caracterizacdo. Neste Ultimo caso, a percentagem de estirpes perdidas foi
ligeiramente inferior quando proveniente de queijos com 45 dias de
maturacédo, o que pode estar relacionado com o facto de nesta fase estarem
presentes, provavelmente, estirpes mais resistentes e que sobreviveram
melhor durante a sua permanéncia no laboratério.

Contudo, o aspecto mais relevante é o facto de a percentagem de estirpes
isoladas mas consideradas ndo lacticas ser bastante mais elevada entre as
provenientes de queijos com 3 dias de maturacdo (14,3%), que entre as
isoladas de queijos com 45 dias de maturacdo (3,6%). Entre estas estirpes
ndo lacticas predominavam as Gram negativas que, provavelmente,
encontraram condi¢cdes que permitiram a sua sobrevivéncia no queijo aos
trés dias de maturagdo, mas que numa fase posterior mais dificilmente se

mantiveram viaveis.
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QUADRO IV-1 - Estirpes Isoladas de Queijos com 3 e 45 Dias de Maturag&o.

QUENO COM 3 DIAS QUEIJO COM 45 DIAS TOTAL

DE MATURAGAO DE MATURAGAO
ISOLADAS 538 451 989
SEM CRESCIMENTO 73 (13,6%) 62 (13,7%) 135 (13,7%)
NAO LACTICAS 77 (14,3%) 16 (3,6%) 93 (9,4%)
PERDIDAS 108 (20,1%) 80 (17,7%) 188 (19,0%)
LACTICAS A 280 (52,0%) 293 (65,0%) 573 (57,9%)

IDENTIFICAR

O Quadro IV-2 mostra o nimero de estirpes lacticas que foi possivel
identificar a partir dos isolados de queijos com 3 e 45 dias de maturacéo. Das
573 estirpes de bactérias lacticas a identificar (280 provenientes de queijos
com 3 dias de maturagdo e 293 provenientes de queijos com 45 dias de
maturagdo), ndo foram identificadas com nenhum género deste grupo 67
estirpes, sendo 33 e 34 provenientes de queijos com 3 e 45 dias de

maturagao, respectivamente.

QUADRO V-2 - Estirpes Lacticas ldentificadas a Partir das Estirpes Isoladas de Queijos com
3 e 45 Dias de Maturagio.

QUEIJO COM 3 DIAS QUEIJO COM 45 DIAS

DE MATURACAO DE MATURACAO TOTAL
LACTICAS A 280 293 573
IDENTIFICAR
IDENTIFICADAS 247 (88,2%) 250 (88,4%) 506 (88,3%)
N/IDENTIFICADAS 33 (11,8%) 34 (11,6%) 67 (11,7%)

Os Quadros 1IV-3 e IV-4 apresentam o nimero de estirpes provenientes de
queijos com 3 e 45 dias de maturacgao isoladas a partir de diferentes meios

de cultura, em condi¢des de aerobiose e anaerobiose, respectivamente.
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Podemos observar que a percentagem de estirpes que nio cresceu durante
a realizacéo dos diferentes procedimentos conducentes a sua caracterizagao
bem como a percentagem de estirpes nao lacticas foi muito reduzida quando
isoladas a partir do meio KAs;. Este meio é considerado como bastante
selectivo, permitindo, quase exclusivamente, o crescimento de enterococos e
inibindo o desenvolvimento de bactérias Gram negativas e de algumas
bactérias lacticas, incluindo os lactobacilos. Além disso, sendo os
enterococos capazes de se adaptar a condigbes menos favoraveis,
sobrevivem mais facilmente as condigées de laboratério (Benkerroum et al.,
1993; Tornadijo et al., 1995; Flahaut et al., 1997; Lépez-Diaz et al., 2000).

Por outro lado, as estirpes isoladas do meio DTA-F (semeadas em meio DTA
e incubadas a 10°C durante 7 dias) e as provenientes de queijos com 45 dias
de maturacéo isoladas de MRS e M17, em condi¢gdes de anaerobiose, foram
as que apresentaram uma percentagem mais elevada de inviabilidade cuja
causa, eventualmente, pode ser atribuida a uma certa incompatibilidade
entre as condicbes de crescimento quando do isolamento e as que foram
impostas, por exigéncias metodologicas, para a identificacdo das estirpes.

O meio M17 foi o que permitiu o crescimento de um maior nimero de
estirpes néo lacticas, principalmente provenientes de amostras com 3 dias de
maturacéo (35,2%), mas também importante nas amostras com 45 dias de
maturagéo (7,1%). De facto, este meio revelou-se moderadamente selectivo
para o isolamento de lactococos (Poullet et al., 1993; Tornadijo et al., 1995;
Freitas et al., 1996) e pode ter permitido também o crescimento de outras
bactérias, que nao apenas as lacticas. No entanto, & considerado como o
meio mais adequado para o isolamento de lactococos (Tornadijo et al., 1995;
Corroler et al., 1998; L6opez-Diaz et al., 2000).
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Bactérias Lacticas Presentes no Queijo de Evora

Também nos meios MRS, DTA e APT se observou uma percentagem
relativamente elevada de bactérias ndo lacticas isoladas de amostras de
queijo com 3 dias de maturagdo, quer em aerobiose quer em anaerobiose,
traduzindo a menor selectividade destes meios em compara¢do com o meio
KAs. As baixas percentagens de bactérias nédo lacticas obtidas a partir do
meio DTA-F (3,8% e 2,1%) pode ser atribuida a selectividade exercida pelas
condictes utilizadas na incubagio (cerca de 10°C), ja que quando este meio
era incubado a temperaturas de 30°C (DTA), a percentagem de bactérias
nao lacticas, principalmente aos 3 dias de maturacdo, era bastante mais
elevada (17,1%).

O Quadro IV-5 apresenta a distribuicdo por géneros das 506 estirpes de
bactérias lacticas (247 provenientes de queijos com 3 dias de maturagéo e
259 originarias de queijos com 45 dias de maturacéo).

QUADRO IV-5 - Distribuig8o por Géneros das Estirpes de Bactérias Lacticas Isoladas de
Queijos, nas Duas Fases de Maturagéo Consideradas (3 e 45 dias).

GENEROS QUENJO COM 3 DIAS QUENJO COM 45 DIAS TOTAL
DE MATURAGAO DE MATURAGAO

Identificadas 247 259 506
Enterococcus 194 (78,5%) 206 (79,5%) 400 (79%)
Lactobacillus 30 (12,2%) 39 (15,1%) 69 (13,6%)
Lactococcus 13 (5,3%) 3(1,2%) 16 (3,2%)
Pediococcus 3(1,2%) 4 (1,5%) 7 (1,4%)
Leuconostoc 3(1,2%) 4 (1,5%) 7 (1,4%)

Weissella 4 (1,6%) 3(1,2%) 7 (1,4%)

Foram considerados como pertencentes ao género Enterococcus, 0S COCOS
Gram positivos, catalase negativos, homofermentativos, que produziam
predominantemente o isémero L do acido lactico, que cresciam a 10° e a
45°C e em presenca de 6,5% de NaCl, fermentadores de ribose, VP positivos

e pertencentes ao grupo D de Lancefield, tal como é descrito por Mundt
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Bactérias Lacticas Presentes no Queijo de Evora

(1986), Axelson (1993), Devriese et al. (1993), Holt (1994), Leclerc et al.
(1996), Cogan et al. (1997) e Fiahaut et al. (1997).

Assim, as estirpes de bactérias lacticas mais frequentemente isoladas, em
ambas as fases de maturagéo, pertenciam ao género Enterococcus (78,5%
aos 3 dias e 79,5% aos 45 dias). (Quadro IV-5). Esta observag¢éo confirma os
dados obtidos no trabalho realizado previamente em que foi presumido que
este era, provavelmente, o género de bactérias lacticas mais representativo,
dadas as elevadas contagens microbianas registadas no meio m-

-Enterococcus Agar.

Também noutros queijos artesanais e feitos com leite cra de ovelha, como
Casar de Caceres (Poullet et al., 1993), Pecorino de Umbria (Rossi et al.,
1994a; b), Picante da Beira Baixa (Freitas et al., 1996), Serra (Macedo et al.,
1995), Kasseri, Fiore Sardo e Manchego (Cogan et al., 1997), se verificou
que a populacdo de enterococos era bastante abundante, geralmente

predominando sobre outros géneros de bactérias lacticas.

A presenca de enterococos no queijo tem sido frequentemente observada em
derivados de leite, nomeadamente de ovino. Como habitantes normais do
aparelho digestivo, especialmente intestino, do Homem e de outros animais
de sangue quente, estes microrganismos faciimente contaminam o leite.
Devido a sua tolerancia a concentragbes salinas e a temperaturas mais ou
menos elevadas, permanecem em numeros elevados em queijos artesanais,
principalmente naqueles que sao feitos com leite crd (Devriese et al., 1991a;
Rossi et al., 1994a; b; Cogan et al., 1997; Flahaut et al., 1997).

Apesar de a prevaléncia de enterococos nestes produtos ser atribuida a
existéncia de condigées higiénicas deficientes durante a manufactura e
maturagdo, as numerosas populagbes neles detectadas podem ser
consideradas como parte integrante da sua microflora e ndo apenas como
indicadores de contaminagéao fecal (Fontecha et al., 1990; Poullet et al.,
1993: Rossi et al., 1994a; b; Macedo et al., 1995; Cuesta et al., 1996).
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Bactérias Lacticas Presentes no Queijo de Evora

E-lhes conferido um papel relevante no processo de maturagdo do queijo,
devido as suas actividades metabdlicas e a libertagdo das suas enzimas
intracelulares, apés a sua lise. As actividades proteolitica e lipolitica que
desempenham s#o importantes na maturagéo do queijo, contribuindo para o
desenvolvimento do flavour e estimulando o crescimento de outros
microrganismos, igualmente envolvidos no estabelecimento das
caracteristicas organolépticas do produto. Também tem sido referida a sua
utiidade na produgdo de substancias antagonistas, como peroxido de
hidrogénio, acidos organicos e enterocinas, que, em certa medida, inibem o
desenvolvimento de diversos microrganismos indesejaveis (Rossi et al., 1994
a, b; Freitas et al., 1996, Cogan et al., 1997; Flahaut et al., 1997; L6épez-Diaz
et al., 2000).

Assim, valorizando a sua presencga nos produtos lacteos, tem sido proposta a
utilizacéo de enterococos como componentes das culturas de arranque de
certas variedades de queijo, com o objectivo de salvaguardar a sua
tipicidade. No entanto, estes microrganismos podem ser responsaveis por
graves problemas de saide no Homem, designadamente endocardites e
infeccbes urinarias, podem estar envolvidos em diversas infeccdes
abdominais polimicrobianas e infecgées nosocomiais e também na producéo
de aminas biogénicas (Devriese et al., 1991a; Rossi et al., 1994a; b; Freitas
et al., 1996; Cogan et al., 1997; Flahaut et al., 1997; Lépez-Diaz et al., 2000).

A partir do perfil de utilizacéo de fontes de carbono realizado as 400 estirpes
consideradas como sendo pertencentes ao género Enterococcus, foi feito o
seu “agrupamento hierarquico”. O dendrograma apresentado na Figura V-1

ilustra o resultado dessa analise estatistica.
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FIGURA IV - 1 - Dendrograma Obtido por UPGMA Utilizando o Coeficiente Jaccard a partir de
30 testes de Utilizac&o de Fontes de Carbono Realizados nas Estirpes de Bactérias Lacticas
Pertencentes ao Género Enterococcus.
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FIGURA IV - 1 - Dendrograma Obtido por UPGMA Utilizando o Coeficiente Jaccard a partir de
30 testes de Utilizag&o de Fontes de Carbono Realizados nas Estirpes de Bactérias Lacticas
Pertencentes ao Género Enterococcus.
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Pode observar-se a existéncia de trés grupos (A, B e C) e, considerando um
nivel de semelhancga superior a 90% é possivel detectar a existéncia de nove
“clusters”, seis dos quais pertencem ao grupo A, um ao grupo B e dois ao

grupo C, cujas caracteristicas serdo apreciadas individuaimente. (Fig.IV-1).

Assim, o “cluster” 1 (Fig.IV-1) contém quarenta e sete estirpes totalmente
idénticas fenotipicamente a estirpe referéncia DSM 204777 - Enterococcus
faecium e, por isso, foram identificadas como Enterococcus faecium. (Anexo
I). Inclui, também, cinco estirpes que apresentaram pequenas diferencas
relativamente as anteriores, mas, tratando-se de parametros que podem ser
variaveis consoante a estirpe desta espécie (gluconato e xilose, segundo
Devriese et al. (1993), permitiram que fossem consideradas também como
Ent. faecium. De salientar que entre estas estirpes, quatro isolados
revelaram-se sorbitol positivo, caracteristica que é evidenciada nas estirpes
de Ent. faecium tipicamente associadas a cdes e raramente de origem
humana (Devriese et al., 1992; 1993). Surgem ainda colocadas neste
“cluster” as estirpes DSM 20680 - Enterococcus casseliflavus e DSM 20681 -
Enterococcus malodoratus, além de uma estirpe com caracteristicas

completamente distintas que foi, por isso, considerada como Enterococcus

spp.

O “cluster” 2 (Fig.IV-1) inclui trinta e oito estirpes cuja diferenga relativamente
a estirpe referéncia DSM 20477" - Ent. faecium reside na sua incapacidade
em utilizar a amigdalina. (Anexo Il). Dada a semelhanca do seu perfil de
utilizacdo de fontes de carbono com o da citada estirpe referéncia, foram
consideradas como sendo Ent. faecium embora, segundo Devriese et al.
(1993), esta caracteristica apenas se observe nalgumas estirpes de
Enterococcus columbae. Fazem também parte deste “cluster” trés estirpes
que diferem das anteriores por serem negativas a acidificagdo da arabinose e
do manitol, apresentando caracteristicas fenotipicas préoximas de
Enterococcus durans/Enterococcus hirae ou de Enterococcus cecorum (Holt,
1994; Devriese et al., 1991b), e uma que utilizava a xilose e o glicerol, ndo se
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assemelhando com o perfi de nenhuma espécie. Foram, portanto,

consideradas como Enterococcus spp.

Do “cluster” 3 (Fig.IV-1) fazem parte oito estirpes cuja unica diferenga para a
estirpe referéncia DSM 20477" - Enterococcus faecium consiste na
capacidade em utilizar a dextrina. (Anexo lI). Foram, também, identificadas
como Ent. faecium, uma vez que esta caracteristica pode estar presente
nesta espécie, como se observou na estirpe DSM 2146 - Enterococcus
faecium utilizada neste trabalho. Fazem também parte deste “cluster” vinte
estirpes idénticas as referidas anteriormente, mas que nao utlizavam a
sacarose, diferindo, portanto, da estirpe referéncia DSM 204777 -
Enterococcus faecium pela capacidade em utilizar a dextrina e pela
incapacidade em utilizar a sacarose. Uma vez que a utilizagdo da sacarose é
uma caracteristica variavel nesta espécie (Knudtson e Hartman, 1992;
Devriese et al., 1993, Flahaut et al., 1997), foi assumido que estas estirpes
eram Ent. faecium. Também se situaram neste “cluster” uma estirpe que néao
utiizava a arbutina e outra que diferia das anteriores por ser sorbitol e
melizitose positivos. Foram igualmente consideradas como sendo Ent.

faecium, pela razéo anteriormente apontada.

O “cluster” 4 (Fig.IV-1) é formado por quarenta e quatro estirpes que se
distinguem de DSM 20477' - Enterococcus faecium pelo facto de nao
utilizarem a sacarose nem a amigdalina e serem dextrina positivo, tendo sido
identificadas como Ent. faecium. (Anexo ll). Estdo também presentes cinco
isolados cujas diferencas fenotipicas relativamente a estirpe referéncia, ndo
permitem estabelecer qualquer relagdo com ela, verificando-se mesmo que
duas eram semelhantes a E.hirae/E. durans. Neste “cluster” foi também
incluida a estirpe DSM 20682 - Enterococcus cecorum, detentora de um perfil
fenotipico bastante diferente de todas as estirpes presentes. Assim, na
impossibilidade de identificacdo com qualquer das espécies, quer por
comparacdo com as estirpes referéncia quer através de dados referidos na
bibliografia consultada, estas cinco estirpes foram consideradas como sendo

Enterococcus spp.
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Pela mesma razio, as seis estirpes agrupadas no “cluster” 5 (Fig.IV-1) foram

igualmente identificadas como Enterococcus spp. (Anexo ).

O “cluster” 6 (Fig.IV-1) foi o que incluiu o maior nimero de estirpes (cento e
dezanove) bem como a estirpe DSM 2146 - Enterococcus faecium. Seis
estirpes foram considerados como sendo Ent. faecium, uma vez que apenas
diferem de DSM 20477" - Enterococcus faecium pela incapacidade em
utilizarem a sacarose e cento e dois isolados apresentaram um perfil
fenotipico muito semelhante, diferindo apenas pelo facto de serem ou manitol
negativo (dois) ou amigdalina negativo (noventa e oito) ou rafinose positivo
(dois). (Anexo ll). Segundo Devriese et al. (1993, 1995), Ent. faecium é,
geralmente, manitol positivo e a maioria das estirpes desta espécie é rafinose
negativo. No entanto, as estirpes de origem avicola sdo geralmente rafinose
positivo, 0 que ndo acontece com as estirpes isoladas de mamiferos
(Devriese et al., 1991b). Assim, os cento e dois isolados referidos foram
considerados como Ent. faecium, dada a elevada semelhanga com esta
espécie. As restantes onze estirpes, exibindo um perfil atipico, foram
consideradas como Enterococcus spp. Apesar da maior parte dos isolados
ser bastante semelhante, fenotipicamente, a estirpe referéncia DSM 204777 -
Enterococcus faecium incluida no “cluster” 1 (apenas diferem em sacarose e
amigdalina), a estirpe DSM 2146 - Enterococcus faecium ficou colocada
neste “cluster”, apresentando maiores discrepancias com os isolados (xilose,
melibiose, melizitose e dextrina). (Anexo 1l). Estas diferengcas podem estar
relacionadas com o facto de se tratar de um estirpe laboratorial, como
sugerem Server-Busson et al. (1999), a propésito de estirpes referéncia de
Leuconostoc que utilizaram. Por outro lado, quando se comparou o perfil
obtido nas nossas condigdes com o que foi fornecido por outros autores que
utilizaram a mesma estirpe referéncia verificdmos algumas discrepancias que
podem ser atribuidas a dificuldade em reproduzir fielmente os resultados
obtidos por este método nos diferentes laboratérios (Knudtson e Hartman,
1992) ou por uma eventual contaminagéo nao detectada.
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O “cluster” 7 (Fig.IV-1) compreende a estirpe DSM 20633 - Enterococcus
durans e um isolado fenotipicamente igual a ela, além de mais quatro
estirpes que, ao contrario desta estirpe referéncia, sdo sacarose positivo.
(Anexo 1l). Neste “cluster” também estdo incluidas cinco estirpes iguais a
estirpe DSM 20160 - Enterococcus hirae e mais uma que, ao contrario das
outras, é gluconato positivo, vinte e sete estirpes iguais entre si, que apenas
diferem das anteriores por nao acidificarem a amigdalina, e, finalmente, mais
trés estirpes que sao, respectivamente, melizitose positivo, melizitose e
gluconato positivos ou glicerol e amigdalina positivos. Como anteriormente foi
referido, apenas algumas estirpes de Ent. columbae sdo amigdalina negativo
(Devriese et al., 1993). No entanto, o perfil fenotipico exibido por estas
estirpes é bastante diferente daquele que é referido por Devriese et al. (1993)
para Ent. columbae, aproximando-se bastante de Ent. hirae.

A distingdo entre Ent. durans e Ent. hirae é feita com base na acidificagao da
sacarose e da melibiose, sendo negativa para a primeira espécie e positiva
para a segunda. Ent. durans é sacarose e melibiose negativos, enquanto Ent.
hirae é sacarose e melibiose positivos. Contudo, podem ser reconhecidas
como Ent. durans algumas estirpes sacarose positivo e, também, algumas
estirpes de Ent. hirae podem nao produzir acido a partir da utilizagdo destes
substratos (Devriese et al., 1995). Assim, seguindo a preferéncia destes
autores, o “cluster” 7 (grupo B) foi considerado como constituido pelas
estirpes que identificadas como pertencentes ao complexo Ent. hirae/Ent.
durans.

Separados dos anteriores a um nivel de semelhanca de 75%, encontram-se
os “clusters” 8 e 9 (Fig.IV-1), formando um grupo individualizado (grupo C), e

contendo, essencialmente, os isolados identificados como E. faecalis.

O “cluster” 8 (Fig.lv-1) contém quatro estirpes cuja diferenga para a estirpe
DSM 20376 - Enterococcus faecalis é serem melibiose positivo e para a
estirpe referéncia DSM 20478 - Enterococcus faecalis é serem ramnose

negativo. (Anexo ll). Segundo Devriese et al. (1991a; b) Ent. faecalis é
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geralmente melibiose negativo, podendo existir estirpes melibiose positivo e
para Holt (1994) e Flahaut et al. (1997) entre 21 e 79% das estirpes de E.

faecalis sdo ramnose positivo.

Este “cluster” agrupa, ainda, trinta estirpes, fenotipicamente iguais a estirpe
referéncia DSM 20376 - Enterococcus faecalis, e duas que apenas diferem
em arabinose e em amigdalina, respectivamente. Estdo também incluidos
dois isolados, com diferengas mais acentuadas (trés substratos em cada um)
e, portanto, considerados como Enterococcus spp. e a estirpe DSM 20679 -

Enterococcus avium, bastante diferente de todas as outras estirpes.

O “cluster” 9 (Fig.IV-1) é formado por dezoito isolados com um perfil
intermédio entre ambas as estirpes padrdao Ent. faecalis utilizadas. Estes
isolados revelaram ser arabinose e melibiose positivos e ramnose negativo e
as estirpes referéncia sdo arabinose, melibiose e ramnose negativos, no
caso de DSM 20376 - Enterococcus faecalis e arabinose negativo, melibiose
e ramnose positivos em DSM 20478 - Enterococcus faecalis. (Anexo I).
Também neste “cluster” se incluiram duas estirpes, consideradas como
Enterococcus spp., e a estirpe DSM 6630 - Enterococcus dispar.

Assim, como se pode observar no Quadro V-6, Enterococcus faecium foi a
espécie predominante (68%) e era mais abundante no final da maturagéo
(84,8%) que no inicio deste periodo (62,5%). Por outro lado, Enterococcus
faecalis, a segunda espécie mais frequente (13,5%), estava presente em
maior nimero no inicio da maturagao (23,9% e 6,3% aos 3 e aos 45 dias de
maturagdo, respectivamente), tal como o complexo Enterococcus
hirae/Enterococcus durans, o menos numeroso (10,3%, sendo 13,6% e 8,9%

aos 3 e aos 45 dias de maturacgao, respectivamente).

Podemos também referir que a maioria das estirpes colocadas no “cluster” 2
(Ent. faecium) era proveniente de amostras com 45 dias de maturagéo,
enquanto que no “cluster” 4 (Ent. faecium) estava situada uma percentagem

maior de estirpes originarias de queijos com 3 dias de maturagéo.
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Noutras variedades de queijo de ovelha, como Fiore Sardo (Ledda et al.,
1994) e Pecorino d’Abruzzo (Dellaglio et al., 1995), Ent. faecium constituia
também uma populacdo importante e no queijo Picante da Beira Baixa foi a
espécie mais abundante, seguida de Ent. faecalis e Ent. durans, diminuindo
estes ultimos a medida que a maturagéo progredia (Freitas et al., 1996). Ent.
faecium também representava uma percentagem importante da populagédo
de bactérias lacticas na coalhada do queijo Serra de Estrela, diminuindo
acentuadamente no queijo maturado (Macedo et al., 1995). No entanto, no
queijo Casar de Caceres, as espécies mais abundantes eram Ent. faecalis e
Ent. avium, sendo menos numerosas Ent. faecium e Ent. gallinarum. Nesta
variedade de queijo, foram detectadas varias estirpes cujo perfil metabdlico
foi considerado intermédio entre Ent. faecalis e Ent. faecium (Poullet et al.,
1993).

QUADRO IV-6 - Frequéncia de Isolamento das Espécies de Enterococcus em Queijos com 3
e 45 dias de Maturagéo.

QUEIJO COM 3 DIAS QUEIJO COM 45 DIAS TOTAL

DE MATURAGAO DE MATURAGAO
Ent. faecium 110 (62,5%) 162 (84,8%) 272 (68%)
Ent. faecalis 42 (23,9%) 12 (6,3%) 54 (13,5%)
Ent. hirae/Ent.durans 24 (13,6%) 17 (8,9%) 41 (10,3%)
Enterococcus spp. 18 (10,2%) 156 (7,9%) 33 (8,3%)
TOTAL 176 (100%) 191 (100%) 400 (100%)

O segundo género mais frequentemente observado, embora com muito
menor expressao que o anterior, foi o Lactobacillus (12,1% e 15,1% em

queijos com 3 e 45 dias de maturagao, respectivamente) (Quadro IV-5).
Este género, muito heterogéneo, inclui numerosas espécies com grande

diversidade metabdlica (Axelsson, 1993). Foram considerados como

pertencentes ao género Laclobacillus, os bacilos Gram positivos, catalase
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negativos, ndo esporulados e iméveis como indicado por Kandler e Weiss
(1986), Schleifer (1987), Gurakan et al. (1995) e Gancel et al. (1997).

Nalgumas variedades de queijo de ovelha, como o Feta e o Teleme, os
lactobacilos constituem o principal grupo de bactérias lacticas presente,
representando, no final da maturacgédo cerca de 95% da flora lactica. O efeito
selectivo exercido pelas condigdes de acidez e pela elevada concentragéo de
sal que caracterizam estes produtos é o principal responsavel pelo
favorecimento do crescimento destes microrganismos (Tzanetakis e
Litopoulou-Tzanetaki, 1992).

Também no queijo Picante da Beira Baixa, em que a concentragédo de sal é
bastante elevada, os lactobacilos, especialmente as espécies mais tolerantes
ao sal, como Lactobacillus plantarum e Lb. paracasei, sobrevivem durante

quase todo o periodo de maturagao (Freitas et al., 1996).

No caso presente, embora as concentragdes de sal sejam elevadas (9% e
16% aos 30 e aos 60 dias de maturagéo, respectivamente (Pinheiro et al.,
1998a), provavelmente ndo exercem uma pressdo selectiva suficiente para
inibir outras bactérias, nomeadamente os enterococos. Estes, mantendo uma
populagdo numerosa durante toda a maturagdo, podem sobrepor-se ao
desenvolvimento de outras bactérias lacticas (Lopez-Diaz et al., 2000). No
entanto, a percentagem de lactobacilos no final da maturagéo, é ligeiramente
superior a do inicio, indicando que estas bactérias se multiplicam durante a

maturacdo deste queijo.

De facto, quando o leite é excretado nado contém lactobacilos, sendo
rapidamente contaminado por poeiras, utensilios e equipamentos que com
ele contactam. Com o rapido crescimento de outros grupos microbianos,
nomeadamente estreptococos, a populagdo de lactobacilos mantém-se
reduzida e, s6 apos prolongada incubagéo, pode atingir valores elevados,
devido a sua capacidade de crescimento sob condigbes selectivas como

baixo E, baixo pH e limitagdo de aglcares, caracteristicas de queijos
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maturados, o que pode em parte explicar a sua dominancia durante a
maturacédo de alguns queijos (Kandler e Weiss, 1986; Peterson e Marshall,
1990; Lépez e Mayo, 1997).

As espécies de lactobacilos mais frequentemente encontradas foram
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lb. casei e Lb. curvatus em ambas
as fases de maturacéo, sendo mais frequentes no final da maturagéo (45
dias). Na fase inicial (3 dias) também se encontrou Lb. helveticus, uma
espécie termofila, comum em produtos lacteos, que nao foi detectada no final

da maturacéo.

Lactobacillus paracasei também estava presente durante a maturagéo dos
queijos Picante da Beira Baixa e Serra da Estrela, revelando, neste ultimo,
tendéncia para crescer uma vez que a percentagem no final da maturagéo
era superior a do inicio deste periodo (Macedo et al., 1995; Freitas et al,,
1996).

No inicio da maturacdao do queijo Picante da Beira Baixa foi identificado
Lactobacillus curvatus que tinha sido anteriormente detectado no queijo
Céasar de Caceres (Poullet et al., 1993; Freitas et al., 1995).

Estas espécies sdo frequentemente encontradas no leite e nos produtos
lacteos, entre os quais o queijo, participando na protedlise e na lipolise
durante a maturagio e contribuindo para o desenvolvimento do flavour
(Kandler e Weiss, 1986; Bhowmik e Marth, 1990; Peterson e Marshall, 1990).

As estirpes identificadas como sendo pertencentes ao género Lactococcus
eram cocos Gram positivos, catalase negativos, homofermentativos,
produtores de acido L-lactico, com crescimento a 10° mas nao a 45°C, nem
em presenca de 6,5% de NaCl (Mundt, 1986; Schieifer, 1987; Axelsson,
1993; Holt, 1994).
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Como tem sido observado noutras variedades de queijo, o género
Lactococcus estava presente com maior frequéncia nos queijos com 3 dias
de maturacdo (5,3%) que nos queijos com 45 dias de maturacédo (1,2%)
(Quadro IV-5). De facto, nos queijos Casar de Caceres, Serra, Picante da
Beira Baixa estas bactérias, muito sensiveis as condicbes de acidez e
salinidade, estdo presentes no inicio da maturagdo, decrescendo
acentuadamente até ao final deste periodo (Poullet et al., 1993; Macedo et
al., 1995; Freitas et al., 1996).

No queijo Casar de Caceres e Picante da Beira Baixa também se observou
uma percentagem reduzida destes microrganismos quando comparada com
os outros géneros de bactérias lacticas encontradas. No queijo Teleme, os
lactococos apenas estavam presentés na coalhada (38,7%) e em queijos
com 5 dias de maturagdo (12,7%), provavelmente devido aos efeitos
inibidores do pH acido e do elevado contelido em sal (>4,6%) (Tzanetakis e
Litopoulou-Tzanetakis, 1992; Poullet et al., 1993; Freitas et al., 1996). No
entanto, a sua autélise pode desempenhar um papel relevante na maturagéao
do queijo, ndo s6 pela libertagdo de enzimas intracelulares como também
constituindo um substrato importante para o crescimento de outros
microrganismos, nomeadamente dos lactobacilos (Khalid e Marth, 1990;
Olson, 1990; Peterson e Marshall, 1990).

No caso presente, é provavel que durante a coagulagdo ou em fases de
maturagcao mais precoces que os 3 dias em que se procedeu a amostragem,
a populagéo de lactococos seja mais numerosa. Aos trés dias de maturacéo
estes microrganismos ja estiveram sujeitos a acgao prejudicial do pH acido e

do sal difundido desde a superficie do queijo, apos a sua adi¢éao a superficie.

Por outro lado, suspeitamos que a baixa percentagem de lactococos
detectada, principaimente nas amostras de queijos com 3 dias de maturagao,
possa também estar relacionada com o grande nimero de estirpes que se
perderam durante os processos de identificagdo, pois sendo mais sensiveis
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que outros géneros bacterianos podem nao ter resistido as condigbes de

manutencéo e conservagao utilizadas.

A espécie mais frequentemente encontrada foi Lactococcus lactis subsp
lactis, considerada como uma espécie importante na acidificagédo do leite e
contribuindo para a formagdo da coalhada. Em menor propor¢do foram
também detectadas estirpes com o fenétipo de Lactococcus lactis subsp.
cremoris diferenciando-se da primeira pela sua incapacidade em hidrolisar a
arginina e fermentar a ribose (Mundt, 1986; Marshall, 1992; Corroler et al.,
1998). Esta sub-espécie é isolada apenas de ambientes lacteos,
especialmente de produtos lacteos fermentados em que sédo utilizadas
culturas de arranque e ndo sobrevivendo na natureza. No entanto, tem sido
também isolada de leites cris que fermentam espontaneamente devido ao

seu enriquecimento microbiano natural (Marshall, 1992; Corroler et al., 1998).

Relativamente aos outros trés géneros incluidos no grupo das bactérias
lacticas, Pediococcus, Leuconostoc e Weissella, a sua expressdo foi

reduzida em ambas as fases de maturagao consideradas (Quadro 1V-5).

A principal caracteristica do género Pediococcus é a sua forma de
apresentacdo em tétradas, pares ou cadeias curtas. Além disso, sdo cocos
Gram positivos, catalase negativos, homofermentativos, produtores de acido
DL- ou L-lactico, com temperaturas de crescimento optimas entre 25 e 40°C,
podendo algumas espécies crescer a 10°C ou a 45°C (Garvie, 1986a;
Bhowmik e Marth, 1990; Axelsson, 1993; Holt, 1994).

O leite € um meio pobre para o crescimento destas bactérias, pois este
depende da presenga de um aglcar rapidamente disponivel, como a glucose
e outros monossacaridos (Garvie, 1986a). Por esta razdo, a baixa
percentagem de Pediococcus encontrada nao surpreende e é semelhante a
encontrada noutras variedades de queijos como Cheddar (Litopoulou-
-Tzanetakis et al., 1989) e Pecorino d’Abruzzo (Dellaglio et al., 1995), ndo

sendo sequer referida a presenga destes microrganismos nos trabalhos
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respeitantes aos queijos Casar de Caceres (Poullet et al., 1993), Serra da
Estrela (Macedo et al., 1995) e Picante da Beira Baixa (Freitas et al., 1996).

A espécie mais representativa foi P. pentosaceus. Esta espécie dificiimente
se diferencia, através das suas caracteristicas morfologicas, cuiturais e
fisiolégicas, de P. acidilactici. No entanto, a sua capacidade em fermentar a
maltose é considerada como uma caracteristica diferenciadora, relativamente
a P. acidilactici (Garvie, 1986a). Por outro lado, a Unica estirpe que revelou
incapacidade em acidificar a arabinose levou-nos a considera-la como P.
pentosaceus subsp. intermedius, de acordo com Tzanetakis e Litopoulou-
-Tzanetakis (1989).

O género Leuconostoc é constituido por microrganismos Gram positivos, de
forma cocoide irregular, heterofermentativos, que produzem
predominantemente acido D-lactico a partir de glucose, crescem a 10° mas
nao a 45° C e nao hidrolizam a arginina (Garvie, 1986b; Axelsson, 1993; Holt,
1994; Thunell, 1995).

Estes microrganismos surgem nos mesmos habitats que os lactobacilos e
lactococos, sendo frequentemente encontrados no leite e nos produtos
lacteos (Garvie, 1986b; Thunell, 1995). Sao considerados como produtores
de aromas nos queijos e leites fermentados, principaimente devido a sua
capacidade em metabolizar o acido citrico e produzir compostos volateis
(Cogan e Jordan, 1994; Vedamuthu, 1994; Macedo et al., 1995; Server-
-Busson et al., 1999).

Devido ao seu caracter heterofermentativo, a presenca de Leuconostoc nos
queijos pode estar relacionada com a formagéao de “olhos”, caracteristica da
pasta de alguns queijos, e com o desenvolvimento de uma textura aberta
necessaria para o desenvolvimento de outros microrganismos. Nalguns
queijos curados por bolores esta textura é importante para o desenvolvimento
de alguns deles, responsaveis pelas caracteristicas peculiares dessas
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variedades de queijo (Poullet et al., 1993; Cogan e Jordan, 1994,
Vedamuthu, 1994; Macedo et al., 1995; Lépez-Diaz et al., 2000).

Segundo Lépez e Mayo (1997), os leuconostoc atingem densidades elevadas
nas variedades de queijos feitos com leite de ovelha cri. No queijo Serra da
Estrela, estas bactérias constituem uma parte importante da sua flora, sendo
Leuconostoc lactis uma das espécies de bactérias lacticas mais resistente ao
longo da maturagéo, estando também presente, até ao final deste periodo,
Leuconostoc mesenteroides (Macedo et al., 1995; Cogan et al., 1997). No
queijo Casar de Caceres foi isolado Leuconostoc mesenteroides, durante

todo o periodo de maturagao (Poullet et al., 1993).

Por outro lado, nos queijos Teleme e Picante da Beira Baixa, os leuconostoc
foram detectados apenas no inicio da maturagédo, devido a sua sensibilidade
ao elevado contelido de sal deste queijo, sendo as principais espécies
Leuconostoc lactis e Leuconostoc mesenteroides (Tzanetakis e Litopoulou-
-Tzanetakis, 1992; Freitas et al., 1996).

No caso presente, a espécie mais representativa foi Leuconostoc lactis
detectando-se também duas estirpes que apresentaram um perfil intermédio
entre Leuconostoc laclis e Leuconostoc mesenteroides.

O género Weissella é constituido por microrganismos Gram positivos,
catalase negativos, de forma cocoide ou de bacilo pequeno, com
extremidades arredondadas, simples, em pares ou formando pequenas
cadeias, heterofermentativos, geralmente produtores de acido DL-lactico
(excepto W. paramesenteroides e W. hellenica, que produzem acido D-
-lactico) com crescimento a 10°C mas nao a 45°C (Collins et al., 1993).

Como foi referido na Parte | - Revisdo Bibliografica, o género Weissella foi

recentemente criado e inclui Leuconostoc paramesenteroides, actualmente

designado por Weissella paramesenteroides, e espécies relacionadas, ou
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seja, os lactobacilos heterofermentativos atipicos Lb. confusus, Lb. minor, Lb.

kandleri, Lb. halotolerans e Lb. viridescens (Collins et al., 1993).

A espécie predominante no queijo de Evora foi W. paramesenteroides, em
ambas as fases de maturagcido, também frequente no queijo Teleme

(Tzanetakis e Litopoulou-Tzanetaki, 1992).

Os Quadros V-7 e IV-8 mostram a frequéncia com que os varios géneros de
bactérias lacticas provenientes de queijos com 3 e 45 dias de maturacao,
respectivamente, foram isolados a partir dos diferentes meios de cultura

utilizados.

O género Enterococcus foi isolado abpartir de todos os meios de cultura
utilizados e em todas as condigbes de incubagao, devido ndo s6 a sua
abundancia nas amostras analisadas, mas também pelo facto de nenhum
destes meios se mostrar selectivo relativamente a estes microrganismos, tal
como foi constatado por Poullet et al. (1993), Tornadijo et al. (1995) e Lopez-
-Diaz et al. (2000).

O género Lactobacillus foi predominantemente isolado a partir do meio MRS,
quer em condigcbes de aerobiose quer em anaerobiose, embora também
tenha sido frequente o seu isolamento a partir do meio APT, principaimente
em amostras com 45 dias de maturagdo. De facto, este meio de cultura

também é indicado para o isolamento de lactobacilos.

O género Lactococcus, proveniente das amostras com 3 dias de maturacgéo,
foi isolado a partir do meio M17, considerado o mais apropriado para o
isolamento de bactérias pertencentes a este género (Tornadijo et al., 1995),
enquanto que os outros trés géneros também encontrados (Pediococcus,
Leuconostoc e Weissella) se distribuiam pelos meios MRS, M17 e DTA. De
salientar que o meio KA; se revelou o mais selectivo, uma vez que nele

apenas foram identificados enterococos.
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CONCLUSOES:

Os resultados apresentados sugerem que os géneros Enterococcus,
Lactobacillus e Lactococcus, representados por estirpes que revelam
caracteristicas proprias diferentes das estirpes referéncia e constituindo mais
de 95% da flora lactica natural presente neste queijo, desempenham um
papel relevante na sua maturagao.

No género Enterococcus predomina a espécie Enterococcus faecium,
embora a populagdo de Enterococcus faecalis e o complexo Enterococcus
hirae/Enterococcus durans também sejam importantes, especialmente no
inicio da maturagéo do queijo. Em relagdo ao género Lactobacillus, que
manifestou um ligeiro crescimento para o final da maturagdo, as espécies
mais abundantes foram Lacfobacillus paracasei subsp. paracasei e
Lactobacillus casei. Quanto ao género Lactococcus, mais numeroso no inicio
da maturagéo do que no final deste periodo, quase todas as estirpes isoladas

foram identificadas como sendo Lactococcus lactis.

Também presentes, mas com muito menor expressio foram detectadas as
espécies Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc lactis e Weissella

paramesenteroides.

Assim, pode ser considerada a possibilidade de se constituirem culturas de
arranque a partir de estirpes autoctones de Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei e
Lactobacillus casei e Lactococcus lactis destinadas ao fabrico do queijo de
Evora. A utilizagdo destas culturas pode ser um meio de valorizar as suas
caracteristicas organolépticas e de tipicidade e promover a sua qualidade
higiénica, assegurando a sua identidade.

Relativamente aos meios de cultura utilizados no isolamento das estirpes de
bactérias lacticas, o meio KA; foi o que revelou maior selectividade. Além de
ter evidenciado o crescimento de uma reduzida percentagem de bactérias
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ndo lacticas, permitiu o isolamento de enterococos, exclusivamente. Alias,
estes microrganismos cresceram em todos os meios de cultura utilizados. Os
meios MRS e APT revelaram uma selectividade moderada, permitindo
ambos o crescimento de bactérias ndo lacticas, tendo também sido possivel
isolar a partir destes meios 0 maior numero de enterococos e de lactobacilos.
Quanto aos meios M17 e DTA foram os que se mostraram menos selectivos,
ao permitir o desenvolvimento quer de uma percentagem elevada de
bactérias nao lacticas quer de quase todos os géneros de bactérias lacticas
detectados. Contudo, foram os uUnicos que permitiram o crescimento de

lactococos, sendo por isso Uteis para esta finalidade.




CAPITULO V

VIABILIDADE DE AGENTES PATOGENICOS (Listeria
monocytogenes Scott A e Salmonella Enteritidis) NO
QUEIJO, AO LONGO DO PROCESSO DE MATURACAO

INTRODUCAO:

Listeria monocytogenes e Salmonella spp., para além de Escherichia coli
enteropatogénica, devido a sua larga dissemina¢do no ambiente, tém sido
classificados como microrganismos de alto risco para a industria queijeira
(Zottola e Smith, 1991; 1993).

A listeriose humana sé foi considerada como uma doenca de origem
alimentar na década de 80. Apesar de o niimero de casos ser baixo, quando
comparado com outras doengas de origem alimentar, esta doencga, além de
uma elevada taxa de mortalidade (cerca de 30%), tem consequéncias
dramaticas sobre os individuos que constituem os grupos de risco (mulheres
gravidas, criangas recém-nascidas e imunodeprimidos) (Ryser e Marth, 1989;
Pearson e Marth, 1990; Farber e Peterkin, 1991; Schofield, 1992).

A listeriose humana, com incidéncia crescente na Europa, constitui

actualmente uma preocupagdo de saude publica mundial e Listeria
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monocytogenes, seu agente etiologico, tem sido alvo de um interesse cada
vez maior por parte das autoridades sanitarias e de cientistas de todo o
mundo (Ryser e Marth, 1989; Pearson e Marth, 1990; Yousef e Marth, 1990;
Farber e Peterkin, 1991).

Esta bactéria tem sido isolada de varios alimentos, como vegetais, carne,
ovos, peixe, marisco e também do leite e derivados. Alias, a listeriose de
origem alimentar tem sido frequentemente associada ao consumo de
produtos lacteos, sendo o queijo aquele em que Listeria monocytogenes foi
isolada com maior frequéncia. Este produto, onde a bactéria pode atingir
concentragdes de 10* a 107 ufc/g, constitui um importante veiculo de
listeriose de origem alimentar (Pearson e Marth, 1990; Yousef e Marth, 1990;
Farber e Peterkin, 1991; Guerra e Bernardo, 1999a).

Segundo Yousef e Marth (1990), a presenga de Listeria monocytogenes é
mais provavel no queijo que noutros produtos lacteos, por varias razdes: Por
um lado, o queijo pode ser fabricado a partir de leite cri ou de leite
submetido a tratamentos térmicos menos drasticos que a pasteurizagéo,
permitindo a sobrevivéncia do microrganismo. Por outro lado, mesmo que
presente em pequeno numero, Listeria monocytogenes €& capaz de
sobreviver por periodos prolongados, neste produto. Finalmente, algumas
variedades de queijo, particularmente as curadas por bolores, podem
suportar o crescimento do microrganismo durante a sua maturacdo e

conservacgio.

Sendo um microrganismo ubiquitario, a presenga de Listeria monocytogenes
no queijo pode ainda resultar de contaminagdes durante ou pés-fabrico. O
maior perigo reside no facto de poder crescer activamente as temperaturas
de refrigeragdo, em atmosferas com elevada humidade e baixa temperatura
(Zottola e Smith, 1991; Schofield, 1992; Piccinin e Shelef, 1995).

O comportamento deste microrganismo durante o fabrico do queijo é

variavel, podendo ocorrer um decréscimo abrupto no inicio da maturagao e a
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sua total destruicdo, ndo sendo detectado no produto final, ou um
decréscimo gradual, menos acentuado. Noutras situagdes pode verificar-se
uma estabilizacdo ou mesmo um aumento apreciavel do numero de

microrganismos no produto (Zottola e Smith, 1991; Spahr e Url, 1994).

Nalguns queijos, a presenga de Listeria monocytogenes revela que este
microrganismo pode sobreviver ultrapassando os minimos de 60 dias a
temperaturas superiores ou iguais a 1,7°C, propostos para a maturacéo de
queijos feitos com leite cri ou tratado termicamente (Ryser e Marth, 1989;
Buazzi et al., 1992a, Ryser, 1998).

Tem-se afirmado que se Listeria monocytogenes estiver presente no leite
utilizado no fabrico do queijo, 0 seu crescimento, embora ndo seja
completamente reprimido, pode ser retardado pelas culturas de arranque, em
consequéncia, essencialmente da produgdo de substancias inibitérias, como
os acidos organicos, o peréxido de hidrogénio e as bacteriocinas (Farber e
Peterkin, 1991; Zottola e Smith, 1991).

Por outro lado, as caracteristicas do produto, nomeadamente pH, teor de
humidade, concentracdo de acidos e sal e a, sdo também factores que
influenciam a viabilidade de Listeria monocytogenes, verificando-se que nos
queijos de pastas mole e semi-mole pode haver crescimento de Listeria
monocytogenes até niveis que constituem uma ameacga potencial para a
satude dos consumidores (Ryser e Marth, 1989).

Em Portugal, em leites de ovelha cri (n=102), a frequéncia de isolamento de

Listeria monocytogenes foi de 2% (Guerra e Bernardo, 1999a).

Em varios queijos portugueses de pasta mole, entre eles o Queijo Fresco, o
Queijo de Azeitdo, o Queijo Serra da Estrela, o Queijo das Serras do
Rabagal, o Queijo Castelo Branco, Queijo “tipo Camembert” e o Queijo “tipo
Pur-Chévre”, num total de 65 amostras, foi isolada Listeria monocytogenes
em 17 amostras, representando um total de 26,2%. O queijo Serra da Estrela
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foi 0 que demonstrou maior nimero de resultados positivos (12 em 15) o que
corresponde a 70,5% de amostras positivas nesta variedade. Em queijo
Castelo Branco e no queijo “tipo Pur-Chévre” em 8 amostras pesquisadas
duas eram positivas e em queijo “Tipo Camembert” apenas 1 em 9 amostras

analisadas era positiva (Santos et al., 1994/95).

Nos queijos alentejanos (n=68), em 11,8% das amostras foi detectada
Listeria monocytogenes. Entre os fabricados com leite de ovelha cri (n=24) e
leite de mistura de ovelha e cabra (n=40), 16,7% e 10%, respectivamente,
demonstraram a presencga de Listeria monocytogenes. Este microrganismo
nao foi detectado em queijos de pasta dura nem semi-mole mas 15,4% dos
queijos de pasta semi-dura (n=52) estavam contaminados. Nos queijos
curados (n=25) observou-se uma percentagem de contaminagdo de 16%,
enquanto que nos de meia-cura (n=43) este valor era de 9,3% (Guerra e
Bernardo, 1999b).

Também Salmonella spp. tem estado implicada nalguns surtos de infecgéo
com origem no consumo de produtos lacteos, entre eles o queijo (El-Gazzar
e Marth, 1992; Maipa et al., 1993; Papadopoulou et al., 1993; Viaemynck,
1994; Ziprin, 1994).

Uma das razbes atribuidas ao aumento da incidéncia de salmonelose no
Mundo relaciona-se com o habito crescente de consumir produtos cris ou
insuficientemente cozinhados, pelo que o consumo de queijo fabricado com
leite cri pode representar um perigo para a saude (Vlaemynck, 1994).

A salmonelose humana pode manifestar-se de uma forma relativamente
benigna, com perturbagdes gastrintestinais ou como uma doenga mais grave
(febres tiféide e paratiféide), com septicémia, por vezes responsavel por
infecgbes tissulares localizadas que causam sérias sequelas e podem
mesmo conduzir @ morte. A gravidade da doenca depende de varios factores
ligados n&o s6 a susceptibilidade individual mas também ao agente etiologico
(El-Gazzar e Marth, 1992; Ziprin, 1994; Ryser, 1998).
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Em Portugal, segundo dados da Direcgdo-Geral de Saude (2000), entre os
anos 1994 e 1998 foram detectados 1118 casos de salmoneloses, que nao
as febres tifdide e paratiféide, atingindo, especialmente, criancas até aos 14
anos (695 casos) e ocorrendo o maior nimero (339 casos) no ano de 1998.
No entanto, dada a natureza auto-limitante da doenca, é provavel que menos
de 10% dos casos sejam registados e, portanto, estes dados subestimem a

dimensao da doenga (Ziprin, 1994).

Tal como acontece com outros microrganismos patogénicos, as populagdes
de Salmonella spp. presentes no leite também aumentam durante a
manufactura do queijo. Mas durante o periodo de maturacéo, estas
populagdes decrescem, sendo o seu declinio mais lento a temperaturas mais
baixas e ndo se observando crescimento & superficie € nem no interior do
queijo (Sparh e Url, 1994).

No entanto, como se observou em relagdo a Listeria monocytogenes,
nalgumas variedades de queijo, Salmonella spp. € capaz de se manter viavel
por um periodo superior a 60 dias a temperaturas superiores a 1,7°C, pelo
que nem sempre a maturagio garante a inocuidade do produto (El-Gazzar e
Marth, 1992).

Como tem sido demonstrado em relagédo a outros microrganismos, também o
comportamento de Salmonella spp. nos produtos alimentares é influenciado
pelas caracteristicas intrinsecas do produto, nomeadamente composi¢céo
quimica, pH, teor de humidade, bem como pelos factores extrinsecos a que
esta sujeito. Igualmente, a comunidade microbiana presente nestes produtos,
designadamente a populagdo de bactérias lacticas, pode desempenhar um
importante papel no controlo da viabilidade destes microrganismos no
alimento, através da produgdo de substancias capazes de inibir o
crescimento desta bactéria (Motlagh et al., 1991; El-Gazzar e Marth, 1992;
Jay, 1992; Abdalla et al., 1993; Gonzalez et al., 1993, Radford e Board,
1995).
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A presenca de Salmonella Enteritidis nos alimentos tem repercussoes
importantes na saude publica, uma vez que é uma das serovariedades mais
virulentas para o Homem e um dos agentes etiolégicos mais frequentes da
gastrenterite humana. Por outro lado, os individuos atingidos podem manter-
-se como excretores durante um periodo de tempo mais ou menos
prolongado, constituindo uma fonte de disseminagdo do microrganismo
(Burguess et al., 1994; Ziprin, 1994; Glebel e Corbion, 1995).

Tem sido feitos estudos sobre 0 comportamento de Listeria monocytogenes e
de Salmonella Enteritidis durante o fabrico de diversos queijos como Cheddar
(Ryser e Marth, 1987), Parmesao (Yousef e Marth, 1990), Suigco (Buazzi et
al., 1992a), Emmental e Tilsit (Bachmann e Spahr, 1995); Mozzarella (Zottola
e Smith, 1991; Buazzi et al., 1992b), Brick e Limburger (Ryser e Marth, 1989),
Feta (Maipa et al., 1993; Papadopoulou et al., 1993), mas n&do é do nosso
conhecimento que estudos semelhantes tenham contemplado o queijo
artesanal produzido na regido de Evora, apesar de Guerra (1995) ter
pesquisado a presenca de Listeria monocytogenes e de Salmonella spp.,
entre outros microrganismos, neste queijo, ao longo do processo de fabrico.

Assim, foi objectivo deste estudo, apreciar a evolugdo de Listeria

monocytogenes e de Salmonella Enteritidis presentes no queijo artesanal

produzido na regido de Evora, ao longo do seu periodo de maturagéo.

MATERIAIS E METODOS:

Prepararam-se suspensdes com cerca de 10® bactérias/ml de Listeria
monocytogenes Scott A e de Salmonella Enteritidis em Solucdo de Ringer a
Y4 (Oxoid). (Anexo I).
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De um total de 24 coalhadas fabricadas a partir da mesma matéria-prima, 21
foram inoculadas, imediatamente a seguir @ moldagem, com 1 ml de

suspenséo bacteriana, e 3 ndo o foram, servindo de testemunha.

A inoculagdo das coalhadas foi feita em cinco locais diferentes e a
profundidades também diferentes, com o intuito de disseminar o inéculo pela

sua massa.

Foram recolhidas amostras de coalhadas nao inoculadas e inoculadas com a
suspensdo bacteriana, em triplicado. As restantes 18 coalhadas inoculadas
foram submetidas a um periodo de maturagdo de 60 dias, seguindo os
procedimentos utilizados no fabrico deste queijo e foram recolhidas, em

triplicado, aos 3, 7, 15, 30, 45 e 60 dias de maturacéo.

Todas as amostras foram transportadas para o laboratério imediatamente

apos colheita, sob refrigeragéo e processadas em seguida.

Foi feita a pesquisa de Listeria monocytogenes e de Salmonella Enteritidis no
interior da massa das coalhadas n&o inoculadas, eliminando a parte

superficial e recolhendo a amostra a partir da massa interior misturada.

Para Listeria monocytogenes retiraram-se 25 g da massa da coalhada que se
homogeneizaram com 225 ml de Caldo de Enriquecimento Selectivo
adicionado de Suplemento de Enriquecimento Selectivo Listeria (Oxoid).
(Anexo 1). Apds 24 e 48 horas e 7 dias de incubagdo a 30°C, inocularam-se,
por esgotamento a superficie, em triplicado para cada uma das dilui¢cdes, 1ml
e 0,1 ml em Listeria Selective Agar suplementado com Listeria Selective
Enrichment Supplement. (Anexo |). O periodo de incubag¢éo foi de 48 horas a
30°C.

No caso de Salmonella Enteritidis foram homogeneizados 25 g de massa da
coalhada em 225 ml de Agua Peptonada (Oxoid). Apds incubagéo de 24
horas a 37°C, inocularam-se 10 mi da cultura em 90 ml de Caldo de Selenite
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Cistina (Difco) e incubaram-se a 37°C, durante 18 horas. Foi feita a
sementeira por esgotamento a superficie, em triplicado, em Hektoen Enteric
Agar (Oxoid) e em Verde Brilhante Agar (Difco) que foram submetidos a
incubacéo de 24 horas a 37°C. (Anexo |).

Nas coalhadas e nos queijos inoculados com as suspensdes bacterianas
anteriormente referidas, nao foram feitos os enriquecimentos das culturas. A
preparacdo da amostra foi semelhante & das coalhadas n&o inoculadas
(retirando a parte superficial e misturando a massa a partir da qual se colhe a

amostra).

Para a contagem de Listeria monocytogenes retiraram-se 25 g da massa do
queijo que foram homogeneizados com 225 ml de Solugéo de Ringer a %a. A
partir desta solugéo fizeram-se diluigdes decimais sucessivas, também em
Solugdo de Ringer a %, até a diluigao considerada conveniente para a

contagem dos microrganismos previamente inoculados.

A sementeira foi feita por esgotamento a superficie, em triplicado, de cada
um das trés diluicdes consecutivas escolhidas, em meio de Listeria Selective
Agar adicionado de Listeria Selective Supplement (Oxoid). (Anexo ). A

incubacéo foi feita a 30°C, por um periodo de 24 horas.

Das placas de uma das diluigbes de cada amostra foram seleccionadas
cerca de 10% (quando as contagens eram inferiores a 100 ufc por placa) ou
5% (quando as contagens eram superiores a 100 ufc por placa) das col6nias
suspeitas de serem Listeria monocytogenes (colonias pretas) e foram feitas
as provas da catalase e da oxidase e esfregago corado por Gram. As
colénias que revelassem ser catalase positivas, oxidase negativas e
cocobacilos Gram+ era feita a confirmacgéo através da galeria bioquimica API

Listeria (bioMérieux).

Para a contagem de Salmonella Enteritidis retiraram-se 25 g da massa do

queijo que foram homogeneizados com 225 ml de Solugéo de Ringer a %. A
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partir desta solugéo fizeram-se diluicdes decimais sucessivas, também em
Solugcdo de Ringer a %, até a diluicdo considerada conveniente para a

contagem dos microrganismos previamente inoculados.

A sementeira foi feita, em triplicado, por esgotamento a superficie, a partir de
cada um das diluicbes consecutivas escolhidas, em meio de Hektoen Enteric
Agar (Oxoid). A incubacéo foi feita a 37°C, por um periodo de 24 horas.

Das placas de uma das diluicbes de cada amostra foram seleccionadas
cerca de 10% (quando as contagens eram inferiores a 100 ufc por placa) ou
5% (quando as contagens eram superiores a 100 ufc por placa) das col6nias
suspeitas de serem Salmonella spp. (colénias azul esverdeadas com ou sem
centro preto) e foram semeadas por picada e estria em Kligler Iron Agar
(Difco) e em Lysine Iron Agar (Difco) e incubadas durante 24 horas a 37°C. A
confirmacgio de Salmonella spp. foi feita através da galeria bioquimica API
20E (bioMérieux) e a confirmagdo de Salmonella Enteritidis foi feita por
serotipificacdo a 12 estirpes de Salmonella spp., escolhidas casualmente,

entre Salmonella spp. isoladas.

Em cada uma das amostras inoculadas foi também feita a contagem de
bactérias lacticas, por sementeira por incorporagdo, em triplicado, de trés
diluicdes sucessivas em MRS Agar (de Man, Rogosa e Sharpe) (Oxoid),

incubado a 30°C durante 48 horas. (Anexo |).

O numero de ufc/g de produto foi calculado multiplicando a média das

contagnes numa diluigdo pelo inverso dessa diluicéo.

O pH da massa do queijo misturada e moida a mao, foi medido através de
potenciémetro WTW pH530.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

A maioria dos trabalhos realizados sobre o comportamento de
microrganismos potencialmente patogénicos ao longo do periodo de
maturag¢do do queijo, avaliando diferentes parametros e estadios de fabrico
das diversas variedades e utilizando estirpes bacterianas distintas, fornece
resultados nem sempre faceis de comparar. A metodologia mais
frequentemente utilizada para estes estudos baseia-se na inoculagao artificial
das estirpes a estudar em leite previamente pasteurizado, de modo a evitar a
interferéncia dos possiveis efeitos da flora normal presente na matéria-prima
(Spahr e Url, 1994).

Por razdes ligadas a disponibilidade de recursos no momento da realizagéo
deste trabalho e dado que seriam manipuladas estirpes que apresentavam
riscos para a saude humana, optamos por executa-lo inoculando as
coalhadas artificialmente e evitando o processamento de leite contaminado
para o fabrico dos queijos a analisar. Esta opgao permitiu-nos apreciar o
comportamento destes microrganismos, caso a contaminagdo ocorra nesta

fase do fabrico do produto.

Pelas mesmas razées apontadas, apenas foi possivel utilizar um ndmero
reduzido de amostras pelo que os dados obtidos devem ser encarados como
indicadores do comportamento provavel das espécies inoculadas, ao longo
do periodo de maturagéo do queijo produzido na regido de Evora.

Nas amostras de coalhada n&do inoculadas ndo foram detectadas unidades
formadoras de colénias de Listeria monocytogenes nem de Salmonella
Enteritidis, tal como se verificou num estudo prévio feito sobre o queijo

produzido na regido de Evora (Guerra, 1995).

O Grafico V-1 representa o comportamento de Listeria monocytogenes e das

bactérias lacticas presentes nos queijos analisados, ao longo da maturagéo.
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GRAFICO V-1 - EVOLUCAO DE Listeria monocytogenes (Lm) E DAS
BACTERIAS LACTICAS (BL) PRESENTES NO QUEIJO DURANTE A
MATURAGAO
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As contagens efectuadas nas coalhadas inoculadas com Listeria
monocytogenes foram de 6,5 + 0,42 log ufc/grama. Este valor &€ proximo do
numero de microrganismos inoculado, uma vez que o peso medio das

coalhadas era de cerca de 200 gramas.

A partir desta fase de maturagdo, a populagdo de Listeria monocytogenes
decresceu ao longo do periodo de maturacéo, sendo detectada em valores
reduzidos a partir dos 30 ou dos 45 dias de maturagédo. De facto, Listeria
monocytogenes foi apenas detectada numa amostra, atingindo valores de 1,5
e 1,8 log ufc/g, sendo negativas as restantes amostras. Aos 60 dias de

maturacéo o microrganismo nao foi isolado do produto. (Grafico V-1).

As bactérias lacticas presentes nestes queijos constituem uma populagdo
abundante, atingindo contagens maximas da ordem de 8 a 9 log ufc/g aos
sete dias de maturacao e decrescendo lentamente até ao final, mantendo, no

entanto, valores elevados (Grafico V-1).

212



Viabilidade de Agentes Patogénicos no Queijo de Evora

Os valores médios de pH observados, descritos no Quadro V-1, variaram
entre 5,92 e 5,30. Os valores mais elevados foram medidos nas coalhadas e
os valores minimos foram atingidos aos 3 ou aos 7 dias de maturagéo. A

partir desta fase verificou-se um ligeiro aumento até ao final da maturacao.

QUADRO V-1 - Valores Médios de pH Medidos, ao Longo da Maturagao, nas Amostras de
Coalhada e Queijo Inoculadas com Listeria monocytogenes.

PRODUTO pH
Coalhada 5,92
Queijo 3 dias 5,30
Queijo 7 dias 5,31
Queijo 15 dias 5,63
Queijo 30 dias 5,61
Queijo 45 dias 5,63
Queijo 60 dias 5,60

O comportamento de Listeria monocytogenes nas diferentes variedades de
queijo esta relacionado com diversos factores. Para além de depender da
estirpe considerada, a tecnologia de fabrico, as caracteristicas do produto,
nomeadamente pH, teor de humidade, concentragdo de acidos orgénicos
elou gordos, concentragdo de sal e actividade da agua, as condigGes
ambientais a que se encontra exposto como a temperatura e a humidade, e,
finalmente, as interagbes biologicas que se estabelecem no produto,
constituem factores determinantes da presenga desta bactéria no produto

final.

Assim, quando contaminante da matéria-prima, a populagédo de Listeria
monocytogenes é destruida, pelo menos parciaimente, pelas elevadas
temperaturas utilizadas no fabrico das coalhadas dos queijos Parmeséo e
Emmental. Dadas as caracteristicas intrinsecas destes produtos,
posteriormente, esta populagdo n&o encontra condicbes favoraveis a

recuperagdo das células danificadas. E, portanto, eliminada durante a
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maturacdo (Yousef e Marth, 1990; Buazzi et al., 1992a; Bachmann e Spahr,
1995).

As condigbes fisico-quimicas que caracterizam os queijos Parmeséo e
Emmental, n3o sdo muito favordveis ao crescimento de Listeria
monocytogenes. Sao produtos com teores de humidade baixos (inferiores a
32 e 41%, respectivamente) e com valores de pH levemente acidos (5,0-5,1
e 5,2-5,4, respectivamente) (Yousef e Marth, 1990; Buazzi et al., 1992a).
Apesar de ser um microrganismo capaz de crescer num largo espectro de
condi¢des culturais, ndo sendo estes parametros, por si sés, limitantes do
seu crescimento, muito provavelmente a conjugacdo dos seus efeitos
associada ao efeito das elevadas temperaturas de maturagédo (10-20°C) e ao
efeito inibitério desempenhado pelas bactérias lacticas contribuem para a
inactivacéo de Listeria monocytogenes nestas variedades (Yousef e Marth,
1990; Buazzi et al., 1992a).

No queijo Mozzarella esta bactéria também é destruida durante a fase de
alongamento que decorre entre 58 e 65°C, permanecendo a pasta, pelo

menos, durante 2 minutos a 65°C (Buazzi et al., 1992b).

Mas Listeria monocytogenes tem capacidade de sobreviver nalgumas
variedades de queijo. Nos queijos Azul e Cheddar, apesar das suas
populagbes decrescerem ao longo da maturagdo, ainda podem ser
detectadas no final deste periodo (Schaffer et al., 1995). Estes autores
verificaram que, apesar dos valores de pH, em determinada fase de
maturagdo do queijo Azul (pH 6,8), permitir o crescimento desta bactéria, a
sua populacdo é reduzida devido aos efeitos exercidos pelas elevadas

concentragées de acidos gordos livres e de sal presentes no produto.

Como esta largamente documentado e foi referido na Parte | - Revisdo
Bibliografica, as bactérias lacticas desenvolvem frequentemente actividades
antagonistas, relativamente a Listeria monocytogenes, quer através dos
produtos de fermentagéo (acidos orgéanicos, peroxido de hidrogénio, diacetil)
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e de outros metabolitos, como as bacteriocinas, quer causando o
esgotamento de nutrientes em consequéncia da sua rapida multiplicagéo,
reconhecendo-se que estes mecanismos antagénicos causam a redugéo de
Listeria monocytogenes, mas podem n&o a eliminar completamente dos

produtos alimentares.

Também se tem considerado que os efeitos combinados do pH, dos produtos
de fermentacgao e dos metabolitos das bactérias lacticas, do conteudo de sal,
da ay e das temperaturas de maturagéo s&o prejudiciais & sobrevivéncia de
Listeria monocytogenes no queijo, contribuindo para a redugéo da sua
populagédo durante a maturagéo deste produto (Yousef e Marth, 1990; Buazzi
et al., 1992a; Spahr e Url, 1994; Bachmann e Spahr, 1995).

Assim, a reducdo acentuada de Listeria monocytogenes observada nos
queijos testados, pode ficar a dever-se a uma multiplicidade de factores, tal

como se verifica noutras variedades.

O crescimento de Listeria monocytogenes no queijo cessa quando o pH
atinge valores inferiores a 5.0, causando um decréscimo acentuado na sua
populacéo durante a maturagao e verifica-se um crescimento acentuado com
valores de pH superiores a 5,75 ou 5,5, quando néo sdo adicionadas culturas
de arranque durante a manufactura (Papageorgiou et al., 1996).

O decréscimo de pH verificado nos primeiros dias de maturagédo do queijo
produzido em Evora, atingindo valores da ordem dos 5,3, pode ter
contribuido para o declinio da populagao de Listeria monocytogenes Scott A,
que manifestou uma redugédo de cerca de 1,7 unidades logaritmicas na

primeira semana.

As populagbes de bactérias lacticas, que se mantiveram numerosas durante
todo o periodo de maturagéo, podem ter desempenhado um papel decisivo
no decréscimo de Listeria monocytogenes, através da actividade antagonista

que desenvoivem, uma vez que a produgdo normal de acido lactico pelas
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culturas lacticas é considerado como um passo importante na prevengéo do
crescimento de varias bactérias patogénicas, nos estadios iniciais do fabrico
do queijo (Spahr e Url, 1994). Neste caso, uma redugédo do pH de cerca de
0,6 unidades, para valores de 5,3, pode ter sido decisiva na redugdo da
populacdo de Listeria monocytogenes. No entanto, uma vez que O
crescimento de Listenia monocytogenes esta significativamente
correlacionado com os valores de pH superiores a 5,5, a falha na produgéo
de acido pelas culturas de arranque e a subida do pH durante a maturacao
podem levar ao crescimento das bactérias sobreviventes (Genigeorgis et al.,
1991).

Mas também outras caracteristicas fisico-quimicas do produto,
nomeadamente o teor de humidade de cerca de 30% e 19%, aos 30 e aos 60
dias de maturacéo, respectivamente (Pinheiro et al., 1993; Pinheiro et al,,
1998a) e o teor de sal, de cerca de 9% e 16%, aos 30 e aos 60 dias de
maturacgéo, respectivamente (Pinheiro et al., 1998a) nao sdo muito favoraveis
a proliferagédo de varios microrganismos, entre eles, Listeria monocytogenes,
desempenhando um papel importante na sua eliminagdo, mesmo que 0s

valores de pH permitam o seu crescimento.

A inibicdo do crescimento de Listeria monocytogenes no queijo Cheddar &
atribuida ao efeito das elevadas concentragdes de acidos gordos libertados
pela lipélise durante a maturagéo, associado ao efeito do pH, concentracéo
de sal e temperatura de maturacgéo, e foi demonstrado que os acidos laurico
(C12:0), miristico (C14:0) e linoleico (C18:2) desempenham uma forte
actividade inibitoria sobre esta bactéria (Schaffer et al., 1995).

Petrone et al. (1998) demonstraram o efeito dos acidos gordos sobre Listeria
monocytogenes. A presenca de acidos gordos insaturados de cadeia longa e
de acidos gordos de cadeia média, nomeadamente linoleico (C18:2) e
linolénico (C18:3), e caprilico (C8:0), caprico (C10:0) e laurico (C12:0),
respectivamente, inibiu o crescimento de Listeria monocytogenes, sendo esta

inibicdo completa e mais acentuada a pH 5 que apH 7.
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As concentragdes de acidos gordos livres observadas no queijo produzido
em Evora, nomeadamente caprilico (C8:0), caprico (C10:0) e laurico (C12:0),
atingindo concentragcbes médias de 62,43ng/g, 115,59ug/g e 34,37u9/g,
respectivamente (Pinheiro et al., 1998b), podem ser também efectivas para,
em sinergia com outros factores inibitérios, impedir o crescimento de Listeria
monocytogenes Scott A e determinar a sua redugéo ao longo do periodo de

maturagao.

As elevadas temperaturas ambientais sob as quais decorreu a maturagéo
constituem outro factor limitante do crescimento de Listeria monocytogenes.
Neste caso, em que a maturagdo decorreu nos meses de Junho e Julho, as
elevadas temperaturas ambientais (temperatura média do ar de 23,7 e
25,6°C; temperatura maxima de 34,5 é 37,8°C; temperatura minima de 13 e
14°C, nos meses de Junho e Julho, respectivamente) e os baixos teores de
humidade relativa (50,4% e 46,9%, nos meses de Junho e Julho,
respectivamente) podem ter exercido uma acgdo importante na redugéo da
populagao de Listeria monocytogenes Scott A nestes queijos.

O Grafico V-2 representa o comportamento de Salmonella Enteritidis e das

bactérias lacticas presentes nos queijos analisados, ao longo da maturagéo.

As contagens efectuadas nas coalhadas inoculadas com Salmonella
Enteritidis foram de 7,13 + 0,3 log ufc/g. Tal como foi observado para Listeria
monocytogenes este valor esta de acordo com o niimero de microrganismos

inoculado nas coalhadas (cerca de 6,70 log ufc/g).

Apesar de se ter verificado um ligeiro aumento (cerca de 0,07 log ufc/g) nas
contagens microbianas até aos 3 dias de maturagdo, Salmonella Enteritidis
decresceu até aos 45 dias, ndo sendo detectada a partir desta fase até ao

final do periodo de maturagdo, em todas as amostras analisadas.
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GRAFICO V-2 - EVOLUGAO DE Salmonella Enteritidis (SE) E DAS
BACTERIAS LACTICAS (BL) PRESENTES NO QUEIJO DURANTE A
MATURAGCAO
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As bactérias lacticas presentes nestes queijos revelaram novamente uma
populagdo numerosa, que atingiu os seus valores maximos aos 7 dias de

maturacéo e decrescendo suavemente até ao final desse periodo.

Os valores médios de pH observados nas amostras de coalhadas e queijos
inoculados com Salmonella Enteritidis, descritos no Quadro V-2, variaram
entre 59 e 516. Também neste caso os valores mais elevados foram
observados nas coalhadas e os valores mais baixos foram atingidos aos 7
dias de maturacédo, aumentando, até ao final da maturagéo, cerca de 0,33

unidades.

Alguns autores estudaram o comportamento de Salmonella spp. ao longo do
fabrico de diversas variedades de queijo. Tal como acontece com Listeria
monocytogenes, também Salmonella spp. pode ser eliminada por alguns dos
procedimentos utilizados durante a manufactura de algumas variedades
como é o caso dos queijos Emmental, Mozzarella e Cottage (Zottola e Smith,
1991; El-Gazzar e Marth, 1992; Bachmann e Spahr, 1995).
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QUADRO V-2 - Valores Médios de pH Medidos, ao Longo da Maturagdo nas Amostras de
Coalhada e Queijo Inoculadas com Salmonella Enteritidis.

PRODUTO pH

Coalhada 5,90
Queijo 3 dias 5,29
Queijo 7 dias 5,16
Queijo 15 dias 5,49
Queijo 30 dias 5,54
Queijo 45 dias 5,55
Queijo 60 dias 5,49

No entanto, esta bactéria pode sobreviver por periodos mais prolongados
noutras variedades como nos queijos Cheddar, Tilsit, Feta e Domiati (EI-
-Gazzar e Marth, 1992; Maipa et al., 1993; Papadopoulou et al., 1993;
Bachmann e Spahr, 1995).

A sobrevivéncia de Salmonella spp. nestes queijos esta principalmente
relacionada com as condicdes ambientais que se vao estabelecendo no
produto. Além de serem significativos para o seu declinio, o teor de
humidade, o pH e o teor de sal, também foi atribuida grande importancia a
produgdo rapida de acido, por uma cultura de arranque eficaz, de modo a
que sejam atingidas concentragbes de acidos que inibam o crescimento
desta bactéria (El-Gazzar e Marth, 1992; Viaemynck, 1994, Bachmann e
Spahr, 1995).

Assim, no caso presente, pensamos que o decréscimo acentuado de pH de
cerca de 0,74 unidades observado até aos 7 dias de maturagéo foi
importante para causar um declinio na populagédo de Salmonella Enteritidis
que, até esta fase, evidenciou o maior decréscimo (cerca de 1,89 log ufc/g).
Apesar de Salmonella spp. poder sobreviver com os valores de pH
encontrados neste queijo (cerca de 5,4), uma variagdo de mais de 0,2
unidades revela-se significativa para as populacées de enterobactérias e,
provaveimente também para Salmonella Enteritidis (Gaya et al., 1983,
citados por Nufiez et al., 1985).
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Por outro lado, os valores de pH atingidos no queijo séo criticos para o
crescimento de Salmonella spp., caso o agente acidificante seja o acido
acético (Papadopoulou et al., 1993). Este acido, bem como os acidos
propiénico e butirico, sdo componentes volateis importantes neste produto
(Pinheiro et al, 1998b).

Além disso, ao longo do periodo de maturagdo as caracteristicas fisico-
-quimicas desta variedade de queijo, nomeadamente teor de humidade,
concentragdo de sal e concentragdo de certos acidos gordos, atingindo os
valores referidos anteriormente, em nada facilitam o crescimento ou a
sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis. Esta bactéria ndo sobrevive a
concentragdes elevadas de NaCl (Papadopoulou et al., 1993) e, uma vez que
s&0 atingidas concentragdes superiores a 10% no final da maturagéo € pouco
provavel que Salmonella Enteritidis seja detectada no queijo produzido na

regiao de Evora.

Apesar de o teor em gordura do produto poder exercer um efeito protector
sobre Salmonella spp., tendo-se verificado que o declinio destas bacterias
era mais acentuado no queijo com menor teor de gordura (Mehta e Tatini;
1994), também se observou que as concentragdes mais elevadas de acidos
gordos determinaram um decréscimo mais rapido de Salmonella spp. no
queijo Cheddar (Schaffer et al., 1995).

Por outro lado, o tipo de acidos gordos desempenha um papel importante na
reducso de Salmonella spp., durante a maturagéo. Assim, foi demonstrado
que alguns acidos gordos, nomeadamente os acidos gordos de cadeia média
e os acidos oleico e linoleico também tinham capacidade inibitéria em relagéo

a Salmonella spp. (Schaffer et al., 1995).
Estes acidos gordos, presentes em concentragbes elevadas no final da

maturacdo do queijo produzido em Evora, provavelmente também

contribuiram para o rapido declinio da bactéria neste produto.
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CONCLUSOES:

Nas condicdes em que decorreu este trabalho, a observacéo de resultados
negativos em relagdo & presenca de Listeria monocytogenes pode néao
significar a inocuidade do produto, relativamente a este microrganismo.
Pretendendo quantificar a sua populagéo, nao utilizamos qualquer método de
enriquecimento que pudesse facilitar o crescimento de microrganismos
danificados pelas condigdes de stress ambientall a que estiveram

submetidos, durante o processo fermentativo.

A deteccdo, por esta metodologia, de 1,82 log ufc/lg de Listeria
monocytogenes, numa das amostras, no final da maturagao, pode indicar
que, apesar desta populagcdo sofrer uma reducdo significativa, durante a
maturacdo, pode ndo ser completamente eliminada. No entanto, dadas as
caracteristicas fisico-quimicas deste produto, & pouco provavel que Listeria
monocytogenes, presente durante a maturagéo, seja capaz de atingir valores
suficientemente elevados para constituir uma ameaga para a satde publica,
assumindo que a dose infecciosa é de 10° células por grama de produto para

os individuos que fazem parte dos grupos de risco (Ryser, 1998).

Assim, estes individuos devem ser alertados para os perigos do consumo
deste tipo de produtos, até porque o microrganismo também pode estar
presente em consequéncia de contaminagfes varias, incluindo as que

sucedem pés-maturacéao.

Em relagdo a Salmonella Enteritidis, também admitimos que o facto de nao
ter sido feita a pesquisa desta bactéria ap6s um periodo prévio de
enriquecimento pode conduzir a falsos resultados negativos, nos queijos
obtidos a partir das coalhadas inoculadas. No entanto, dadas as
caracteristicas fisico-quimicas do produto bem como a dimensdo da
populagdo lactica presente até ao final do periodo de maturagéo, também
parece pouco provavel que Salmonella Enteritidis sobreviva em condi¢6es
tao hostis.
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As caracteristicas deste queijo, nomeadamente o baixo teor de humidade, a
elevada concentragdo de NaCl e uma intensa lipdlise, associados a uma
populacdo lactica numerosa, contribuem, provavelmente, para o declinio
acentuado das populacdes de Listeria monocytogenes e de Salmonella

Enteritidis durante a maturacéo do queijo artesanal produzido em Evora.

Parece-nos, portanto, que este produto, se fabricado sob condicbes
higiénicas e nao estando sujeito a fortes contaminagbes durante o seu
fabrico pode ser considerado como um produto seguro em relacéo a estes

dois microrganismos.
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CAPITULO VI

INIBICAO DE Listeria monocytogenes e Salmonella
Enteritidis POR BACTERIAS LACTICAS

INTRODUCAO:

Em trabalho anterior verificAmos que Listeria monocytogenes Scott A e
Salmonella Enteritidis inoculadas na coalhada destinada ao fabrico de queijo

nio eram detectadas no final da maturagao.

As modificaces das condigdes ambientais que se sucedem no queijo, a
medida que a maturagdo progride, principalmente a diminuicdo do teor de
humidade e o aumento da concentracédo de NaCl e de acidos gordos livres,
contribuem para a inibigao do crescimento de varios microrganismos entre os
quais se encontram alguns microrganismos patogénicos ou potencialmente
patogénicos. Adicionalmente, as bactérias lacticas, através da sua actividade
metabdlica, desenvolvem uma acgdo antagonista também importante no

controlo das varias populagées microbianas presentes no produto.

Esta acgio protagonizada pelas bactérias lacticas resulta ndo s6 da sua
capacidade competitiva por nutrientes essenciais, mas também da produgéo’
de varios produtos, como os acidos orgénicos, o peroxido de hidrogénio, o
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etanol, o diacetil, as bacteriocinas e outras substancias nao identificadas

provenientes da sua actividade metabdlica.

Estes produtos, que por vezes sd@o produzidos em quantidades muito
reduzidas para desenvolverem, isoladamente, uma acgéo inibitoria, podem
actuar em sinergia, dificultando o crescimento de alguns microrganismos
(Davidson e Hoover, 1993; Choisy et al., 1997b).

Listeria monocytogenes e Salmonella Enteritidis sdo microrganismos cuja
presenga nos alimentos e, particularmente no queijo, € indesejavel, dadas as
consequéncias nefastas que tém na saude dos consumidores e que foram ja

referidas anteriormente.

Foi objectivo deste estudo verificar quais as formas de antagonismo
evidenciadas por algumas estirpes de bactérias lacticas, previamente
isoladas de queijo produzido na regido de Evora, em relagdo a Listeria

monocytogenes Scott A e a Salmonella Enteritidis.

MATERIAIS E METODOS:

DETERMINACAO DAS ESTIRPES PRODUTORAS DE SUBSTANCIAS
INIBIDORAS (INIBIGRAMAS DE SELECGAO).

Foram escolhidas cinquenta e cinco estirpes de bactérias lacticas isoladas de
queijo de Evora, previamente identificadas presumptivamente como sendo
Enterococcus faecium (27), Enterococcus faecalis (7), Enterococcus
hirae/Enterococcus durans (8), Lactococcus lactis (2), Pediococcus
pentosaceus (2), Leuconostoc lactis (3) e Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei (3) e Lactobacillus casei subsp. casei (3), como potenciais
produtoras de substancias inibidoras de Listeria monocytogenes Scott A e de

Salmonella Enteritidis que foram utilizadas como estirpes indicadoras.
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As estirpes de bactérias lacticas escolhidas foram semeadas em MRS Agar
(de Man, Rogosa e Sharpe) (Oxoid) (Anexo |) apdés descongelagéo, e

incubadas a 30°C durante 18 horas.

As estirpes indicadoras foram semeadas por incorporagéo, em duplicado, em
Tryptone-Soya Broth (Oxoid) com 0,6% de Extracto de Levedura (Oxoid) e
1% de Agar (Difco) (TSYE), em Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid) e em
Plate Count Agar (PCA) (Oxoid) na concentragao de 10° ufc/ml. (Anexo ).

Em seguida, as estirpes suspeitas de produzir substancias inibidoras foram
semeadas a superficie do meio de cultura inoculado com a estirpe
indicadora, formando estrias concéntricas com cerca de 0,5 cm de diametro.
As placas foram entéo incubadas a 30°C e as observagées efectuadas as 18,

24 e 48 horas de incubacéo.

A formagdo de um halo transparente, ndo evidenciando o crescimento da

estirpe indicadora, foi considerada positiva (Foto VI-1).

Foto VI-1 - Inibigrama de Seleccéo.
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DETERMINACAO DO MECANISMO DE ACCAO INIBITORIA:

As estirpes que na prova anterior demonstraram capacidade de inibir as
estirpes indicadoras foram semeadas em Caldo MRS (Oxoid) e, apés
incubacéo de 24 h a 30°C, foram centrifugadas a 4 000 g durante 10 min em
centrifuga Hettich EBA 12. O “pellet’ resultante foi semeado em Caldo de
MRS e incubado durante 5 h a 30°C.

Retirou-se 1ml de cultura e a restante foi centrifugada a 4 000 g durante 20

min e esterilizada por filtragdo (0,22 um) (SUPOR®200, Gelman Sciences).

O sobrenadante filtrado foi distribuido e tratado da seguinte forma:
Tratamento 1 - 1 ml de sobrenadante filtrado + 500 Ul de catalase (Sigma) e
incubacédo a 30°C durante 30 min para eliminar a accéo inibitéria causada
pelo perdxido de hidrogénio;

Tratamento 2 - 1 ml de sobrenadante filtrado neutralizado com NaOH 1M,
para eliminar a ac¢ao inibitéria causada pelos acidos organicos;

Tratamento 3 - 1 ml de sobrenadante filtrado + 0,1mg de Pronase E (Sigma)
em Tris HCl 20mM pH7,8 e incubagéo a 37°C durante 1 hora, para eliminar a
accéo inibitéria causada por substancias de natureza proteica;

Tratamento 4 - 1 ml de sobrenadante filtrado submetido a ebulicdo durante
15 min. Ap6s arrefecimento, adicdo de 0,1img de Pronase E em Tris HCI
20mM pH 7,8, para eliminar a ac¢ao inibitéria causada por substancias de
natureza proteica, termossensiveis;

Tratamento 5 - 1 ml de sobrenadante filtrado neutralizado com NaOH 1M +
500 Ul de catalase + 0,1mg de Pronase E em Tris HCI 20mM pH 7,8 e
incubacdo a 37°C durante 1 hora para eliminar a acgao inibitéria conjunta do
peréxido de hidrogénio, acidos organicos e substancias de natureza proteica;
Tratamento 6 - 1 ml de sobrenadante filtrado, para evidenciar a acg¢ao
inibitéria conjunta do peréxido de hidrogénio, acidos organicos e substancias
de natureza proteica,;

Tratamento 7 - 1 ml de suspensao bacteriana, para evidenciar a acc¢ao

inibitéria causada pela cultura microbiana e seus metabolitos.
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As estirpes de Listeria monocytogenes Scott A e Salmonella Enteritidis
(estirpes indicadoras) foram semeadas por incorporagado, em duplicado, em
PCA (Oxoid) na concentragao de 108 ufc/m. Apoés solidificacdo do meio de
cultura, depositaram-se 50 ul da suspensédo bacteriana e de cada um dos
diferentes sobrenadantes filtrados e tratados como indicado antes,
provenientes das estirpes de bactérias lacticas, em orificios mais ou menos
equidistantes, com cerca de 9 mm de didmetro feitos no meio de cultura. A
incubacao foi feita a 30°C e realizaram-se leituras dos resultados apos 24 e

48 horas de incubagéo.

O aparecimento de um halo transparente em torno do(s) orificio(s) onde foi
depositada a suspensdo bacteriana ou os sobrenadantes filtrados foi

considerado positivo (Foto VI-2).

FOTO VI - 2 - Determinagdo do Mecanismo de Acgao Inibitoria.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

O crescimento das estirpes indicadoras (Listeria monocytogenes Scott A e
Salmonella Enteritidis) para a realizagéo dos inibigramas de selecgéo foi feito
em trés meios de cultura. O meio TSYE é o meio utilizado em trabalhos
semelhantes pela maioria dos autores. E um meio muito nutritivo de uso
geral, indicado para o isolamento e cultura de microrganismos exigentes. E
também indicado para a realizagao de testes microbiologicos e de verificagéo
da eficacia de conservantes antimicrobianos (Difco, 1985). A adicdo de 1%
de Agar ao meio em caldo permite a sua solidificagéo, conferindo-lhe uma

consisténcia reduzida que facilita a difusdo das substancias inibidoras.

As dificuldades encontradas na obtencao de resultados fiaveis devido a dificil
solidificagdo do meio, & nao aderéncia do meio as placas e, principalmente,
ao inexplicavel reduzido crescimento das estirpes indicadoras, levaram-nos a

testar o meio MHA.

A nossa opcdo baseou-se no facto de este ser um meio indicado para a
realizacdo de testes de sensibilidade a antibidticos e sulfamidas, pelas
técnicas de difusdo em agar. Foi também o meio escolhido por Galvez et al.
(1998) para pesquisa de bacteriocinas e outros autores (Atrih et al., 1993;
Mathieu et al., 1993) utilizaram também meios destinados a realizacdo de
testes de sensibilidade a antibiéticos, como o caldo IP modificado, em
trabalhos semelhantes. No entanto, os resultados por nés obtidos também
nao foram aceitaveis, pelo que foi testado o meio PCA.

Neste meio, as estirpes indicadoras revelaram um crescimento satisfatério e
os halos de inibicado, reflectindo a actividade antagonista causada pelas
estirpes produtoras de substancias inibidoras, puderam ser observados com

clareza.
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Assim, PCA foi o meio de cultura escolhido para a realizagdo dos inibigramas
de seleccdo, a todas as estirpes potencialmente inibidoras, e para a
determinagcdo do mecanismo antagonista evidenciado por cada uma das que

revelaram um resultado positivo na prova anterior.

A escolha das estirpes de bactérias lacticas para pesquisa da potencial
produgdo de substancias inibidoras baseou-se em dados obtidos no trabalho
previamente realizado sobre as bactérias lacticas isoladas de queijo
artesanal produzido na regido de Evora, tendo sido feita a selecgéo

proporcionalmente a frequéncia do seu isolamento.

Das 55 estirpes escolhidas para determinagédo da produgdo de substéncias
inibidoras relativamente a Listeria mbnocytogenes Scott A e Salmonella
Enteritidis apenas 7 - Enterococcus faecium (3), Ent. hirae/Ent. durans (1),
Leuconostoc lactis (1) e Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (2) - nao

manifestaram actividade inibidora face as estirpes indicadoras.

As restantes 48 estirpes foram utilizadas para determinacéo do mecanismo

inibidor.

O Quadro VI-1 apresenta os diferentes tipos de antagonismo desenvolvidos
pelas estirpes de bactérias lacticas seleccionadas em relagdo as duas
estirpes indicadoras, ap6s 24 e 48 horas de incubacéo.

Assim, a actividade antagonista mais frequentemente observada em relagéo
a Listeria monocytogenes Scott A e a Salmonella Enteritidis foi evidenciada
pelos sobrenadantes filtrados tratados com pronase E (com e sem ebuli¢éo),
pelo sobrenadante filtrado sem qualquer tratamento e pela suspensé&o
bacteriana. Como os sobrenadantes filtrados tratados exclusivamente com
ou catalase ou com NaOH provenientes das culturas das mesmas estirpes
n&o demonstraram qualquer efeito inibitério, este resultado indica que nem o
peréxido de hidrogénio nem os acidos organicos, por si sés, foram capazes
de inibir o crescimento das estirpes indicadoras. No entanto, quando estes
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compostos estavam presentes simuitineamente ja revelavam essa
capacidade. Assim, consideramos que o efeito associado dos acidos
organicos, do perdxido de hidrogénio e de outras substancias néo proteicas,
termoestaveis, eventualmente presentes nos sobrenadantes filtrados
constitui, o mecanismo inibidor mais frequentemente desenvolvido pelas
bactérias lacticas escolhidas (Quadro VI-1). (Por facilidade de expresséo,
passaremos a designar este efeito apenas por “efeito associado dos acidos

organicos e do peroxido de hidrogénio”).

QUADRO VI-1 - Tipos de Antagonismo Evidenciados pelas Bactérias Lacticas em Relagéo a
Listeria monocytogenes Scott A e a Salmonella Enteritidis, ap6s 24 e 48 horas de Incubag&o.

ESTIRPE INDICADORA Listeria monocytogenes Salmonella Enteritidis

INCUBAGAO
MEC. INIBIGAO 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas

AcO+H,0, 36 26 42 27
Susp.Bact. 9 18 3 16

H,0, 2 2 0

AcO 1 3

Sem inibigao 0 1 0
Total 48 48 48 48

MEC. INIBICAO - Mecanismo de Inibicdo; AcO+H,O, - Efeito associado dos acidos
organicos e do peroxido de hidrogénio; Susp.Bact.- Efeito da suspenséo bacteriana;
H,0; - Efeito do peréxido de hidrogénio; AcO - Efeito dos acidos organicos.

Pela leitura do Quadro VI-1 também se pode verificar que este efeito era
mais frequentemente observado apés 24 horas de incubagdo do que as 48
horas, em relagéao quer a Listeria monocytogenes Scott A quer a Salmonella
Enteritidis.

A suspens&o bacteriana evidenciou exercer também alguma actividade
inibidora em relagdo as estirpes indicadoras utilizadas, principalmente em
relagao a Listeria monocytogenes Scott A. Por outro lado, ao contrario do que

foi observado relativamente ao efeito associado dos acidos organicos e do

230



Inibigdo por Bactérias Lacticas

peroxido de hidrogénio, a inibicdo causada pela suspensdo bacteriana era
mais frequentemente observada apés 48 horas de incubacdo do que as 24
horas (Quadro VI-1).

Relacionando os dois efeitos inibitérios j& mencionados, verificamos que as
estirpes que tinham capacidade de inibir as estirpes indicadoras através do
efeito associado dos acidos organicos e do peréxido de hidrogénio apenas as
24 horas de incubagdo, eram as que, as 48 horas, as inibiam através da

actividade da suspensao bacteriana.

Assim, pensamos que o antagonismo causado pela suspensao bacteriana as
24 horas de incubag¢do pode ficar a dever-se a competicdo por nutrientes
levando a sua deplecgdo, em consequéncia da rapida multiplicagcdo das
bactérias lacticas (Raccach e Geshell, 1993). Contudo, aquele que é
manifestado apés 48 horas de incubacgido pelas estirpes que as 24 horas
exerciam outro tipo de antagonismo dever-se-a, provavelmente, também a
producgéo continuada das substancias inibidoras, incluindo acidos orgéanicos e
peréxido de hidrogénio, uma vez que as células presentes na suspensao
bacteriana permaneceram metabolicamente activas. Muito provavelmente, os
acidos organicos e o perdoxido de hidrogénio produzidos pelas culturas
bacterianas e que estavam presentes, as 24 horas, nos sobrenadantes
fitrados, foram inactivados, deixando de exercer a sua actividade

antagonista.

Foi atribuida ao peréxido de hidrogénio presente no sobrenadante filtrado a
inibicao de Listeria monocytogenes Scott A por duas estirpes, verificando-se
que o crescimento de Salmonella Enteritidis ndo foi inibido por esta
substancia (Quadro VI-1).

Esta situacdo pode estar de acordo com o facto de as bactérias Gram
negativas serem mais resistentes a ac¢cdo dos metabolitos do oxigénio,
devido a camada lipolissacaridica da parede celular, que aprisiona o oxigénio

molecular activo (Piard e Desmazeaud, 1991).
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No entanto, a composicdo do meio de cultura das bactérias lacticas
influencia, de forma significativa, a sua capacidade de produgéo de peréxido
de hidrogénio, uma vez que quanto menor for a concentragdo de glucose no
meio, maior sera a produgao de perdxido de hidrogénio, sendo considerada
apropriada uma concentragéo de 0,2 g de glucose por litro (Berthier, 1993). O
meio de cultura utilizado para o crescimento das bactérias lacticas (MRS),
apesar de ser o meio indicado para este fim, pode reduzir a detecgdo de
peroxido de hidrogénio, uma vez que a concentragdo de glucose é de cerca
de 20 g por litro. A produgcédo de perdxido de hidrogénio esta inversamente
relacionada com a produgado de acidos (Davidson e Hoover, 1993; Frey e
Hubert, 1993) que, neste caso, mesmo que nao tenham revelado um efeito
inibidor frequente (Quadro VI-1), estavam presentes em quantidades
significativas, dado o decréscimo de pH observado nos sobrenadantes
fitrados (resultados ndo apresentados) e a concentragcao de agucar presente

no meio.

Os acidos organicos presentes nos sobrenadantes filtrados também foram
uma das causas de inibicdo de Listeria monocytogenes Scott A e de
Salmonella Enteritidis, sendo mais frequentemente observado em relagdo a

esta espécie (Quadro VI-1).

Nos Quadros VI-2 e VI-3 sado apresentados os diferentes tipos de
antagonismo evidenciados pelas varias espécies de bactérias lacticas
relativamente a Listeria monocytogenes Scott A e a Salmonella Enteritidis,

respectivamente.

Todas as espécies (mas nédo estirpes) de bactérias lacticas testadas
manifestaram uma actividade antagonista sobre Listeria monocytogenes
Scott A causada pelos efeitos associados dos acidos organicos e do peréxido
de hidrogénio (Quadro VI-2). Como foi referido, este efeito era menos
frequentemente observado as 48 horas que as 24 horas ao contrario do que
sucedia com o efeito inibitério da suspensédo bacteriana. Esta situagao
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ocorreu com estirpes de Ent. faecium, Ent. faecalis, do complexo Ent.

hirae/Ent. durans e Lactococcus lactis (Quadro VI-2).

QUADRO VI-2 - Distribuic8o dos Diferentes Tipos de Antagonismo Evidenciados pelas
Estirpes de Bactérias Lacticas sobre Listeria monocytogenes Scott A.

TIPO DE .
ANTAGONISMO AcO+H,0, Susp.Bact H,0, AcO s/ Iniblgao\

W
EST.INIBIDORA 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

Ent. faecium
(n=24) 19 13 4 9 1 1 1
Ent. faecalis
(n=7)
Ent. hirae/Ent.durans
(n=7)
Lactococcus lactis
(n=2)
P. pentosaceus
(n=2) 1 1 1 1
Leuconostoc lactis
(n=2)
Lb. paracasei
(n=2) 2 2
Lb. casei
(n=2) 1 1 1 1
TOTAL
(n=48) 36 26 9 18 2 2 1 1 1
EST.INIBIDORA - Estirpe inibidora; AcO+H,0, - Efeito associado dos &cidos organicos e do
peréxido de hidrogénio; Susp.Bact. - Efeito da suspensdo bacteriana; H,O, - Efeito do
peréxido de hidrogénio; AcO - Efeito dos acidos organicos.

7 5 2
2 1 4 5 1 1

N
-
N

N
N

Em relagédo a Salmonella Enteritidis (Quadro VI-3), também algumas estirpes
de Ent. faecium, Ent. faecalis e do complexo Ent. hirae/Ent. durans passaram
a manifestar as 48 horas uma actividade inibitéria que foi atribuida ao efeito
da suspenséo bacteriana, ao contrario do que exibiam as 24 horas devida ao
efeito associado dos acidos organicos e do peréxido de hidrogénio presentes

nos sobrenadantes filtrados.

O efeito do peréxido de hidrogénio presente nos sobrenadantes filtrados

sobre Listeria monocytogenes Scott A foi evidenciado por uma estirpe de Ent.
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faecium e a outra do complexo Ent. hirae/Ent. durans (Quadro VI-2) nao

tendo sido observado este efeito sobre Salmonella Enteritidis (Quadro VI-3).

QUADRO VI-3 - Distribuicdo dos Diferentes Tipos de Antagonismo Evidenciados pelas
Estirpes de Bactérias LActicas sobre Salmonella Enteritidis.

TIPO DE
ANTAGONISMO AcO+H,0, Susp.Bact H;0, AcO 8/ inibicdo
INCUBAGCAO
ESTINIBIDORA 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
Ent. faecium
(n=24) 22 11 2 1M 2
Ent. faecalis
(n=7) 7 4 3
Ent. hirae/Ent.durans
(n=7) 6 5 1 2
Lactococcus lactis 5 5
(n=2)
P. pentosaceus
(n=2) 1 1 1 1
Leuconostoc lactis 9 2
(n=2)
Lb. paracasei
(n=2) 2 2
Lb. casei
(n=2) 2 2
TOTAL
(n=48) 42 27 3 16 3 3 2

EST.INIBIDORA - Estirpe Inibidora; AcO+H,0; - Efeito associado dos acidos organicos e do
peréxido de hidrogénio; Susp.Bact. - Efeito da suspens&o bacteriana, H,O, - Efeito do
peroxido de hidrogénio; AcO - Efeito dos acidos organicos.

Quanto ao efeito inibitério causado pelos acidos orgénicos presentes nos
sobrenadantes filtrados sobre Listeria monocytogenes Scott A foi exercido
por uma estirpe de Pediococcus pentosaceus (Quadro VI-2) enquanto que
sobre Salmonella Enteritidis o foi por uma estirpe de P. pentosaceus e pelas

duas estirpes de Lactobacillus casei seleccionadas (Quadro VI-3).

Seria de esperar que um maior niimero de estirpes inibidoras revelasse este
tipo de antagonismo, uma vez que, apdés o seu crescimento, o pH dos
sobrenadantes filtrados se situava entre 4 e 5 (resultados ndo apresentados),

indicando a presencga de acidos produzidos pelas estirpes lacticas testadas.
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Contudo, o crescimento de Listeria monocytogenes e de Salmonella
Enteritidis s6 é completamente inibido com valores de pH inferiores a 4,75 e
4,4, respectivamente (Piard e Desmazeaud, 1991), especialmente quando o
agente acidificante é o acido lactico (Piard e Desmazeaud, 1991; Ostling e
Lindgren, 1993). De facto, os Unicos sobrenadantes filtrados que
apresentaram valores de pH proximos de 4 foram os obtidos a partir das
culturas de Pediococcus pentosaceus e de Lactobacillus casei, pelo que o
acido lactico presente nos outros sobrenadantes filtrados, com pH mais

elevado, provavelmente, ndo exerceria um efeito inibidor apreciavel.

Dado que as estirpes inibidoras eram bactérias lacticas homofermentativas,
como foi verificado no estudo anterior em que se procedeu a sua
identificagdo, o acido lactico foi, provavelmente, o acido orgénico presente
em maior quantidade. No entanto, também se deve referir que algumas
bactérias lacticas, nomeadamente os lactobacilos, em condigbes de
aerobiose, tém capacidade de produzir acido acético, que, nestas condigbes
de pH, é uma substancia antibacteriana muito mais eficaz que o acido lactico,

em relagéo a Listeria monocytogenes (Frey e Hubert, 1993).

Por outro lado, segundo Davidson e Hoover (1993), os lactobacilos sé&o fortes
produtores de peréxido de hidrogénio e a sua actividade inibitéria em relagéao
a Listeria monocytogenes é parcialmente atribuida a esta substéncia. Outros
autores (Tharrington e Sorrells, 1992; Raccach e Geshell, 1993) também
demonstraram que, para além de desenvolverem mecanismos de
competicdo por nutrientes essenciais, os acidos organicos, o peroxido de
hidrogénio, o diacetil e as bacteriocinas, associada ou isoladamente, podem

estar envolvidos na inibicao de Listeria monocytogenes pelos lactobacilos

Finalmente, entre as estirpes de bactérias lacticas testadas, nédo foi
detectada nenhuma produtora de substancias proteicas, nomeadamente
bacteriocinas, capaz de inibir o crescimento de Listeria monocytogenes e de

Salmonella Enteritidis.
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CONCLUSOES:

A maior parte das estirpes de bactérias lacticas utilizadas evidenciaram
exercer varios tipos de antagonismo, em relagao as estirpes patogénicas de

Listeria monocytogenes Scott A e Salmonella Enteritidis.

O tipo de antagonismo mais comum resultou do efeito associado das
diferentes substancias produzidas pelo metabolismo das bactérias lacticas,
entre as quais se encontram os acidos organicos, o peroxido de hidrogénio e,
eventualmente outras substancias ndo identificadas como o diacetil e o

etanol.

Também é expressiva a actividade inibitéria desencadeada pela suspenséao
bacteriana, envolvendo, provavelmente, quer a competicdo por nutrientes
essenciais quer a persisténcia da produgédo de substancias antimicrobianas,

como as que foram anteriormente referidas.

Foram escassas as estirpes de bactérias lacticas cujo efeito inibitério foi
provocado, exclusivamente, pela produgcdo ou de acidos orgénicos ou de
peréxido de hidrogénio e nao foi detectada nenhuma estirpe produtora de
substancias proteicas com actividade antimicrobiana, designadamente
bacteriocinas.

Consideramos que uma das causas para esta situacdo pode estar
relacionada com as condi¢des culturais a que foram submetidas as estirpes
inibidoras, uma vez que quer a composicdo do meio de cultura, a
disponibilidade de nutrientes e o seu pH, quer a temperatura e duragédo da
incubacgao, sao factores que podem influenciar a producéo de bacteriocinas.
Contudo, sendo o principal objectivo deste trabalho a determinagdo das
diferentes formas de antagonismo evidenciadas pelas varias espécies de
bactérias lacticas isoladas do queijo produzido na regido de Evora, houve

necessidade de estabelecer condigdes que permitissem apreciar estes
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mecanismos, eventualmente comprometendo a capacidade de produgido de

bacteriocinas das estirpes em estudo.

237



CAPITULO VII

CONCLUSOES GERAIS

O queijo artesanal produzido na regido de Evora, proveniente da queijaria
estudada, situada no concelho de Viana, distrito de Evora e fabricado com
leite crt de ovelha, revelou a presenca de teores de enterobactérias e de
coliformes muito elevados. Estes valores, traduzindo a existéncia de fracas
condi¢cbes higiénicas na obtengdo, manipulagcéo e transformacéo da matéria-
prima, podem constituir uma preocupagéo, sob o ponto de vista de saude
publica, podendo também representar riscos tecnoldgicos. No entanto, nédo
foi detectada a presenca de microrganismos patogénicos ou potencialmente
patogénicos como Brucella spp., Listeria monocytogenes e Salmonella spp.
Os baixos niveis de Staphylococcus coagulase positivo encontrados,
provavelmente, também n&o constituem uma ameaca para a saude dos

consumidores.

A analise da evolucgdo dos diferentes grupos microbianos presentes no queijo
artesanal produzido na regido de Evora revelou a existéncia de duas épocas
de fabrico: Inverno e Primavera. Na época de Inverno, os diferentes grupos
microbianos crescem até ao final do periodo de maturagédo, tendo sido
observado que as populagdes de enterobactérias e coliformes eram bastante

numerosas. Na época de Primavera, as populagées microbianas atingem os
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seus valores maximos aos trés ou sete dias de maturagao, ultrapassando os
valores homologos verificados no Inverno, e decrescem, depois, até ao final
do periodo de maturacido Este decréscimo é mais acentuado nas
enterobactérias e nos coliformes cujas populagdes, no final da maturagéo, se
tornam menores que as observadas na época de Inverno. Este aspecto,
aliado ao facto de as populacbes de bactérias lacticas serem mais
abundantes, sugere que estas podem exercer efeitos antagonistas com
alguma relevancia no controlo de enterobactérias e coliformes e,

eventualmente, de outros microrganismos indesejaveis no produto.

Apesar de estarem presentes em populagdes menos numerosas que 0s
outros grupos microbianos, as leveduras podem desempenhar um papel
importante na maturagédo desta variedade de queijo, caracterizada por uma
intensa lip6lise, uma vez que quase todas demonstraram possuir actividade

lipolitica.

De entre as bactérias lacticas presentes no queijo artesanal produzido na
regido de Evora, predominam os géneros Enterococcus, Lactobacillus e
Lactococcus, estando também presentes, em menor expressao,
Pediococcus, Leuconostoc e Weissella. As espécies de bactérias lacticas
mais frequentemente identificadas foram Enterococcus faecium, complexo
Ent. hirae/Ent. durans e Ent. faecalis e também Lactobacillus casei e Lb.
paracasei. No inicio da maturagdo também estava presente Lactococcus
lactis. As estirpes identificadas revelaram possuir algumas caracteristicas
proprias, distintas das estirpes padrao utilizadas para a sua identificacio.
Seria, portanto, vantajoso que pudessem vir a entrar na constituicdo de
culturas de arranque a utilizar no fabrico do queijo de Evora, com vista a
melhorar os seus padrées de qualidade sem alterar a sua especificidade.

Embora os resultados obtidos sobre a viabilidade de microrganismos
patogénicos durante a maturagao do queijo artesanal produzido na regiao de
Evora devam ser apreciados com alguma reserva, sugerem que, dada a

incompatibilidade entre as condi¢cbes de crescimento oferecidas por este
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produto e as requeridas por Listeria monocytogenes e Salmonella Enteritidis,
é pouco provavel que estes microrganismos sobrevivam a um periodo de
maturacédo de sessenta dias, realizado nas condigdes habituais, de modo a

representarem um risco sanitario.

A inviabilidade de crescimento destes microrganismos no queijo, para além
de poder ser devida as propriedades fisico-quimicas do produto e as
condicdes sob as quais decorre a maturagdo é, provavelmente, também
causada pela presengca de um elevado numero de bactérias lacticas, ao
longo da maturagdo. A capacidade manifestada por estas bactérias em
competir pelos nutrientes e produzir diversas substéncias, entre elas os
acidos organicos e o peroxido de hidrogénio, cujos efeitos, especialmente se
associados, determinam a inibigho do crescimento de Listeria
monocytogenes e Salmonella Enteritidis, apresenta perspectivas promissoras
no controlo de algumas espécies de microrganismos indesejaveis que podem

estar presentes neste produto.
Assim, a utilizagdo destas estirpes como culturas de arranque pode tornar-se

vantajosa, ndo s6 pela salvaguarda das caracteristicas especificas mas

também como promocgéo da qualidade higio-sanitaria do queijo de Evora.
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ANEXOS



MEIOS DE CULTURA E SOLUGOES

Agua Peptonada (Oxoid)

Peptona
Cloreto de Sédio

APT Agar (Difco)

Bacto Yeast Extract
Bacto Tryptone

Bacto Dextrose

Citrato de Sodio
Hidrocloreto de Tiamina
Cloreto de Sédio
Fosfato di-Potassio
Cloreto de Manganés
Sulfato de Magnésio
Sulfato Ferroso
Complexo Sorbitan Monooleato
Bacto Agar

ANEXO |

pH7,2 0.2

pH 6,7 + 0,2

g/l
10.0

50

g/l
7,5
12,5
10
5,0
0,001
5,0
5,0
0,14
0.8
0,04
0,2
15
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Baird-Parker Agar (Difco)

afl
Bacto Tryptone 10
Bacto Beef Extract 5
Bacto Yeast Extract 1
Glicina 12
Piruvato de Sédio 10
Cloreto de Litio 5
Bacto Agar 20

pH7.0+0,2

Adicionar 50 mi de Egg Yolk Tellurite Enrichment a 950 ml de meio reconstituido.
Caldo de Enriquecimento Selectivo de Listeria (Oxoid)

g/
Caldo de Triptona de Soja 30.0
Extracto de Levedura 6.0

pH7,3+0,2

A 500 mi adicionar uma embalagem de Listeria Selective Enrichment Supplement (Oxoid)
que contém
Acido nalidixico 20,0 mg
Cicloheximida 25,0 mg
Hidrocloreto de acriflavina 7.5mg

Caldo de Selenite Cistina (Difco)

o/l
Bacto Tryptone 5
Bacto Lactose 4
Fosfato di-Sédio 10
Selenite de Sddio 4
L-Cistina 0,01

pH7,0+02
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de Man, Rogosa e Sharpe Agar (Oxoid)

Peptona

P6 “Lab-Lemco”®

Extracto de Levedura
Glucose

Monooleato de Sorbitan
Di-potassio Hidrogeno-fosfato
Acetato de Sédio 3H,O
Citrato Tri-Aménio

Sulfato de Magnésio 7H,O
Sulfato de Manganés 4H,0
Agar

de Man, Rogosa e Sharpe Basal

Triptona

Extracto de Levedura

Monooleato de Sorbitan (Tween 80)
Di-potassio Hidrogeno-fosfato
Acetato de Sédio 3H,0O

Citrato de Sodio

Sulfato de Magnésio 7H,0

Sulfato de Manganés 4H,0

Puarpura de Bromocresol

pH 6,2 £ 0,2

pH 6.2 £0,2

20

afl
10
8,0
4,0
20,0
1ml
20
5,0
2,0
0,2
0,05
10

g/l
10
5,0
1ml
2,0
5,0

0,2

0,05
0,03
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de Man, Rogosa e Sharpe Broth (Oxoid)

Peptona

P¢6 “Lab-Lemco”

Extracto de Levedura

Glucose

Monooleato de Sorbitan

Di-potassio Hidrogeno-fosfato

Acetato de Sédio 3H,0

Citrato Tri-Amonio

Suifato de Magnésio 7H,0

Sulfato de Manganés 4H,0
pH6,2 +0,2

de Man, Rogosa e Sharpe sem acetato e com 1% de Glucose

Peptona
P6 “Lab-Lemco”
Extracto de Levedura
Glucose
Monooleato de Sorbitan (Tween 80)
Di-potassio Hidrogeno-fosfato
Citrato Tri-Aménio
Sulfato de Magnésio 7H,0
Sulfato de Manganés 4H,0
pH6,5+ 0,2

g/l
10
8,0
40
20,0
1ml
2,0
5,0
2,0
0.2
0,05

g/l
10
8,0
40
10,0
Tmi
2,0
2,0
0,2
0,05

de Man, Rogosa e Sharpe sem glucose, extracto de carne e citrato de aménio

Peptona
Extracto de Levedura
Monooleato de Sorbitan (Tween 80)
Di-potassio Hidrogeno-fosfato
Acetato de Sédio 3H,0
Sulfato de Magnésio 7H,0
Sulfato de Manganés 4H,0
Citrato de Sddio
pH 6,2+ 0,2

g/l
10

40
1ml
2,0
5,0
0,2
0,05

Distribuir 3ml por tubo e adicionar 0,3 ml de uma solugao de arginina estéril (30 mg/ml).
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Dextrose Triptona Agar (Oxoid)

g/l
Triptona 10
Glucose 5,0
Purpura de Bromocresol 0,04
Agar 12,0

pH6,9£0,2

Hektoen Enteric Agar (Oxoid)

g/l
Proteose Peptona 12,0
Extracto de Levedura 3,0
Lactose 12,0
Sacarose 12,0
Salicina 2,0
Sais Biliares N°3 9,0
Cloreto de Sédio 50
Tiosulfato de Sédio 5,0
Citrato Férrico de Amonio . 1,5
Fucsina Acida 0,1
Azul de Bromotimol 0,065
Agar 14

pH7,5+0.2

Kanamicina Azida de Sédio Esculina Agar (Oxoid)

g/l
Triptona 20,0
Extracto de Levedura 5,0
Cloreto de Sédio 50
Citrato de Sédio 1,0
Esculina 1,0
Citrato Férrico de Amoénio 0,5
Azida de Sédio 0,15
Agar 10

pH7,0+02
Adicionar 20 mg de Sulfato de Kanamicina dissolvidos em 4 ml de agua destilada esterilizada.

275



Anexo |

Kliger Iron Agar (Difco)

gll

Bacto Beef Extract 3
Bacto Yeast Extract 3
Bacto Peptone 15
Proteose Peptone Difco 5
Bacto Lactose 10
Bacto Dextrose 1
Sulfato Ferroso 0,2
Cloreto de Sédio 5
Tiosulfato de Sédio 0,3
Bacto Agar 12
Bacto Phenol Red 0,024

pH7.4+02
Listeria Selective Agar (Oxoid)

g/l

Columbia Blood Agar Base 39,0
Esculina 1,0
Citrato Férrico de Amoénio 0,5
Cloreto de Litio 15,0

pH7,0+02

Adicionar a 500 ml de Listeria Selective Agar uma embalagem de Listeria Selective

Supplement (Oxoid):

Cicloheximida 200 mg
Sulfato de Colistina 10 mg
Acriflavina 25mg
Cefotetan 1,0 mg
Fosfomicina 5,0 mg

276



Anexo |

Lysine Iron Agar (Difco)

Bacto Peptona

Bacto Yeast Extract

Bacto Dextrose
Hidrocloreto de L-Lisina
Citrato Férrico de Amonio
Tiosulfato de Sédio

Bacto Brom Cresol Purple
Bacto Agar

M17 Agar (Oxoid)

Triptona

Peptona de Soja
Digesto de carne
Extracto de levedura
Acido Ascorbico
Sulfato de Magnésio
Glicerofosfato di-sodio
Agar

pH 67 £0,2

pH6,9 +0,2

o/l

10
0,5
0,04
0,02

15

all
5,0
5,0
5,0
2,5
0,5
0,25
19,0
11,0

Apbs esterilizacso e arrefecimento até 50°C, adicionar 50 ml de solugao de lactose a 10%

(p/v) esterilizada por filtrag&o a 950 mi de meio reconstituido.

m-Enterococcus Agar (Difco)

Bacto Tryptose

Bacto Yeast Extract

Bacto Dextrose

Fosfato di-Potassio

Azida de Sédio

Bacto Agar

Cloreto de 2,3,5-Trifenil Tetrazolio

pH7,2+02

g/l
20,0
5,0
2,0
4,0
04
10
0,1
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Mueller-Hinton Agar (Oxoid)

g/l
Infusdo Desidratada de Carne 300
Hidrolisado de Caseina 17,5
Amido 1,5
Agar 17,0
pH74+02

Plate Count Agar (Difco)

gl
Bacto Tryptone 5,0
Bacto Yeast Extract 2,5
Bacto Dextrose (Glucose) 1,0
Bacto Agar ‘ 15,0

pH7,0+0.2

Rose Bengal Chloramphenicol Agar (Oxoid)

g/l
Peptona Micologica 50
Glucose 10,0
Fosfato di-potassio 1,0
Suifato de Magnésio 0,5
Rosa de Bengala 0,05
Agar 15,5

pH7.2+0,2
Adicionar uma embalagem de Chloramphenicol Selective Supplement (Oxoid) a 500 mi de
meio reconstituido.

Solucéo de Ringer a % (Oxoid)

g/l
Cloreto de Sédio 2,25
Cloreto de Potassio 0,105
Cloreto de Calcio 6H,0 0,12
Bicarbonato de Sédio 0,05

pH 7,0
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Triptona de Soja Agar (Oxoid)

o/l
Triptona 15,0
Peptona de Soja 50
Cloreto de Sédio 5,0
Agar 15,0
pH7,3+0.2
Verde Briihante Agar (Difco)
g/l
Proteose Peptone N°3 Difco 10
Bacto Yeast Extract 3
Bacto Lactose 10
Bacto Saccharose 10
Cloreto de Sédio 5
Bacto Agar 20
Bacto Brilliant Green 0,0125
Bacto Phenol Red 0,08
pH6,9102
Violet Red Bile Agar (Oxoid)
g/l
Extracto de Levedura 3,0
Peptona 7.0
Cloreto de Sodio 50
Sais biliares N° 3 1,5
Lactose 10
Vermelho Neutro 0,03
Cristal Violeta 0,002
Agar 12,0
pH7,4+0.2
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Violet Red Bile Glucose Agar (Oxoid)

Extracto de Levedura
Peptona

Cloreto de Sédio
Sais biliares N° 3
Glucose

Vermelho Neutro
Cristal Violeta

Agar

Xylose Lysine Desoxycholate (Oxoid)

Extracto de Levedura
L-Lisina HCI

Xylose

Lactose

Sacarose
Desoxicolato de Sédio
Cloreto de Sodio
Tiossulfato de Sodio
Citrato Férrico de Amoénio
Vermelho Fenol

Agar

g/l
3,0
7,0
5,0
1,5
10
0,03
0,002
12,0
pH7,4%0,2

g/l
3,0
5,0
3,75
75
75
1,0
5,0
6,8
08
0,08
12,6
pH7,4+0.2
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ANEXO Il

PERFIL DE UTILIZAGCAO DE FONTES DE CARBONO DAS ESTIRPES PADRAO

DSM DSM DSM DSM DSM DSM DSM DSM DSM DSM  DSM DSM
2146 4838 6630 20160 20376 20477" 20478" 20633 20679 20680 20681 20682

RIBOSE + + + + + + + + + + + +
ARABIN. + + + - - + - - + + - +
XILOSE - + + - - - - - - + - +
RAMNOSE - + + - - - + - + + + +
MANITOL + + + - + + + - + + + +
SORBITOL - + + - + - + - + - + +
ADONIT. - - - - - - - - + - + +
GLICOG. - - - - - - - - - - - -
GLICEROL - - + - + - + - - + - -
FRUTOSE + + + + + + + + + + + +
MANOSE + + + + + + + + + + + +
GALACT. + + + + + + + + + + + +
GLUCOSE + + + + + + + + + + + +
LACTOSE + + + + + + + + + + + +
MALTOSE + + + + + + + + + + + +
SACAR. - + + + + + + - + + + +
TREAL. + + + + + + + + + + + +
CELOBIO. + + + + + + + + + + + +
RAFIN. - - + - - - - - - + + +
MELIBIO. - + + + - + + + - + + +
MELEZIT. - - + - + - + - + - - +
SALICINA + + + + + + + + + + + +
GLUCON. - + - - + - + - - - + +
AMIGDAL. + + + + + + + + + + + +
ESCULINA + + + + + + + + + + + +
FUCOSE - - - - - - - - - - - -
TURAN. - - + - - - - - - - - -
INULINA - - - - - - - - - - - +
ARBUTINA + + + + + + + + + + + +
DEXTRINA - + + + + - + - + - - +

ARABIN. - Arabinose; ADONIT. - Adonitol; GLICOG. - Glicogénio; GALACT. - Galactose; SACAR. -
Sacarose; TREAL. - Trealose; CELOBIO. - Celobiose; RAFIN. - Rafinose; MELIBIO. - Melibiose;
MELEZIT. - Melezitose; GLUCON. - Gluconato; AMIGDAL. - Amigdalina; TURAN. - Turanose.
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PERFIL DE UTLIZAGAO DE FONTES DE CARBONO DE ISOLADOS REPRESENTATIVOS
DE CADA “CLUSTER"

CLUSTER

1

RIBOSE
ARABIN.
XILOSE
RAMNOSE
MANITOL
SORBITOL
ADONIT.
GLICOG.
GLICEROL
FRUTOSE
MANOSE
GALACT.
GLUCOSE
LACTOSE
MALTOSE
SACAR.
TREAL.
CELOBIO.
RAFIN.
MELIBIO.
MELEZIT.
SALICINA
GLUCON.
AMIGDAL.
ESCULINA
FUCOSE
TURAN.
INULINA
ARBUTINA
DEXTRINA

+

+

+ + + + + +

+ + o+

-+

+ 4+ + + + + + +

+

+

+

+

-+

+

-+

+

+

+

+ + + + + + +

+

+

+

+

+ + + + + + + + + o+

+ + + + o+

+

+

+ 4+ + + + 4+ + 4

+

+

+ 4+ + + 4+ +

-+

3

ARABIN. - Arabinose; ADONIT. - Adonitol; GLICOG. - Glicogénio; GALACT. - Galactose; SACAR. -
Sacarose; TREAL. - Trealose; CELOBIO. - Celobiose; RAFIN. - Rafinose; MELIBIO. - Melibiose;
MELEZIT. - Melezitose; GLUCON. - Gluconato; AMIGDAL. - Amigdalina; TURAN. - Turanose.

282



