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Avaliacdo do potencial tecnoldgico e probiotico de bactérias acido laticas

isoladas de queijos tradicionais portugueses

Resumo

Em Portugal a producgédo de queijos tradicionais € parte importante do patriménio
cultural. A riqueza e peculiaridade destes produtos advém da microbiota autdctone
presente, maioritariamente bactérias 4cido laticas -BAL, assim como das praticas de
manufatura artesanais. Neste contexto, o principal objetivo do presente trabalho foi
avaliar o potencial tecnologico e probidtico de BAL isoladas de queijos tradicionais
portugueses com Denominacgdo de Origem Protegida -DOP.

Amostras de queijos DOP, recolhidas em Azeitdo e Nisa, foram submetidas a
isolamento microbiano, seguido da selecdo de bactérias genomicamente distintas.
Posteriormente, 203 isolados foram testados quanto a sua atividade antimicrobiana
sobre Listeria monocytogenes. Aqueles que apresentaram halos inibitérios de maiores
dimensdes foram submetidos a uma exaustiva série de testes, para avaliar o seu
potencial tecnolégico e/ou probidtico: avaliagdo da producdo de lipase e protease,
capacidade de acidificacdo do leite, resisténcia a bilis, avaliacdo da multiplicacdo a
diferentes temperaturas e concentracdes salinas. Os isolados mais promissores foram
ainda avaliados em relacdo ao seu potencial de patogenicidade, ou seja, atividade
hemolitica e resisténcia a antibiéticos. Dos isolados em estudo, oito revelaram possuir
caracteristicas relevantes, incluindo potencial antimicrobiano, capacidade de
multiplicacao nas diversas condi¢des testadas, producao de varias enzimas e auséncia
de caracteristicas de viruléncia. Por fim, esses oito isolados foram testados quanto a
tolerdncia a ambientes gastrointestinais (simulag&o in vitro de estémago e intestino),
bem como a avaliagéo da sua capacidade de auto e co-agregacéo.

Globalmente, os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram a riqueza
microbiana dos queijos artesanais portugueses. Evidenciando o potencial tecnolégico e
probidtico das bactérias &cido laticas neles presentes. Oito dos isolados em estudo
demonstraram ser 0s mais promissores, embora seja necessario complementar os

ensaios realizados.

Palavras-chave: queijo tradicional, denominacdo de origem protegida, bactérias acido

laticas, potencial tecnoldgico, potencial probidtico.
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Evaluation of the technological and probiotic potential of lactic acid

bacteriaisolated from traditional Portuguese cheeses

Abstract

In Portugal, the production of traditional cheeses is an important part of the
cultural heritage. The richness and peculiarity of these products comes from the native
microbiota present, mostly lactic acid bacteria -LAB-, as well as from artisanal
manufacturing practices. In this context, the main objective of the present work was to
evaluate the technological and probiotic potential of traditional Portuguese LAB cheeses
with Protected Designation of Origin - PDO.

Samples of PDO cheeses, collected from Azeitdo and Nisa, were submitted to
microbial isolation, followed by the selection of genomically distinct bacteria.
Subsequently, the 203 isolates were tested for antimicrobial activity against Listeria
monocytogenes. Those presenting larger inhibitory halos were subjected to an
exhaustive array of tests to assess their technological and/or probiotic potential:
assessment of lipase and protease production, milk acidification capacity, resistance to
bile, evaluation of growth at different temperatures and saline concentrations. The most
promising isolates were also evaluated in relation to their pathogenicity potential, ie,
hemolytic activity and antibiotic resistance. Of the isolates under study, eight revealed to
have relevant characteristics, including antimicrobial potential, ability to multiply under
the different conditions tested, production of several enzymes and absence of virulence
traits. Finally, these eight isolates were tested for tolerance to gastrointestinal
environments (in vitro simulation of stomach and intestine), as well as the evaluation of
their capacity for auto and co-aggregation.

Overall, the results gathered in this study showed the microbial richness of
Portuguese artisanal cheeses. Evidencing the technological and probiotic potential of
lactic acid bacteria present in them. Eight of the isolates under study proved to be the

most promising, although it is necessary to complement the tests performed.

Keywords: traditional cheese, protected designation of origin, lactic acid bacteria,

technological potential, probiotic potential.
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1. Introducéo

O queijo produzido de forma artesanal € conhecido em quase todos 0s povos,
fazendo parte da sua heranca cultural. Em Portugal a producao de queijos tradicionais esta
distribuida por todo o seu territorio. A singularidade destes produtos, deve-se
maioritariamente & microbiota autdctone presente na sua matriz, sendo que alguns séo
merecedores de Denominacdo Origem Protegida (DOP). Apesar da importancia que lhes
€ associada, estes queijos ainda sdo pouco conhecidos e estudados (Baptista 2018).

Por este motivo foi iniciado, em 2016, um projeto de investigacdo direcionado para
a analise de queijos DOP de Azeitdo e Nisa, produzidos em diferentes queijarias. Nesse
mesmo ano, iniciou-se a caracterizagdo fisico-quimica e microbiolégica desses queijos
tradicionais Portugueses (Batista 2017). O estudo prosseguiu em 2017, com a
caracterizacao detalhada da microbiota autéctone presente nesses produtos ao longo do
tempo (Baptista 2018). Em 2018, o estudo continuou com a avaliagdo do potencial de
patogenicidade dos isolados, nhomeadamente a avaliacdo da resisténcia a antibidticos e
producéo de fatores de viruléncia (Rocha 2019). Em 2019, o estudo focou-se num género
de bactérias acido laticas em particular, Enterococcus spp. (Eusébio 2020). Desta forma,
o tema da presente dissertagéo é fruto da continuacdo dos estudos anteriormente referidos.
Sendo que o principal objetivo foi o de avaliar o potencial tecnolégico e probidtico de
bactérias 4acido laticas, isoladas de queijos de Azeitdo e Nisa DOP.

O presente trabalho estrutura-se em: revisédo bibliografica, na qual o tema em
estudo é contextualizado, nomeadamente o0 queijo e a microbiota do queijo; objetivos do
estudo; materiais e métodos, onde sdo apresentadas as metodologias aplicadas durante o
trabalho experimental de modo a atingir os objetivos propostos; resultados e discusséo,
gue consistem na apresentacao dos resultados obtidos apés aplicacao das metodologias

descritas e discussao, face a outros estudos similares.



2. Reviséo Bibliografica
2.1. O queijo

O queijo é produzido desde as primeiras civilizages, tendo sido introduzido na
alimentagdo humana ha muito tempo (Fox et al. 2016). A permanéncia deste alimento, até
aos dias de hoje, deve-se ao facto de poder ser consumido em qualquer hora e lugar, sendo
um bom complemento alimentar. Por estes motivos, os proximos capitulos debrucar-se-ao
sobre a perspetiva historica do queijo, 0s queijos tradicionais portugueses e a importancia

da microbiota neles presente.

2.1.1. Perspetiva historica

A utilizac&o do leite por povos primitivos foi demonstrada através da descoberta de
residuos orgéanicos de leite, em vasos de ceramica referentes ao sétimo milénio A.C, no
noroeste da Anatélia. Esta descoberta evidenciou que a introducéo do leite, foi rapidamente
adotada como componente principal das dietas dos agricultores pré-histéricos (Evershed
et al. 2008). Além disso, foram descobertos fragmentos de ceramica relativos ao sexto
milénio A.C. e foram ainda encontrados pequenos buracos nesses fragmentos,
interpretados como “coadores de queijo”; servindo de indicagao de que no periodo neolitico
a producéo de queijo ja existiria (Salque et al. 2013). Assim, as informacdes retiradas das
pecas de ceramica, indiciam que naquela época as peneiras eram usadas para o fabrico
de queijo, sendo que algumas teriam envolvido cera de abelha para ajudar a retirar o queijo
do molde. Em conjunto com a peneira, 0s vasos de ceramica seriam ainda utilizados para
conservar o0 soro do leite filtrado (Salque et al. 2013). O processamento do leite, com
especial énfase para a producdo de queijo, desempenhou um papel importante na dieta
desses povos: uma vez que permitia a preservagdo do produto lacteo de uma forma néo
perecivel, facilitando o transporte e permitindo que as propriedades nutricionais do leite
estivessem disponiveis durante todo o ano (Salque et al. 2013).

Pensa-se que a evolugdo do queijo se deu no Crescente Fértil, regido do Médio
Oriente que compreende paises como o Egipto, Israel, Jordania, Libano, Chipre, Siria,
Turquia, Iraque e Kuwait. Foi nessa regido, durante a Revolugdo Agricola, que alguns
animais comegaram a ser domesticados, nomeadamente cabras e ovelhas devido ao seu
porte pequeno e facilidade de pastoreio. Estes animais eram utilizados essencialmente
para fornecer carne, leite, peles e 1a, porém o valor nutritivo do leite e seus derivados foi
rapidamente reconhecido, passando a constituir um componente da dieta humana (Fox et
al. 2016).

Desta forma, a manufatura do queijo acompanhou a evolugéo da civilizagédo pelo
Oriente Médio, Grécia e Roma, ficando bem estabelecida na Roma Antiga. Os soldados

romanos, durante as movimentacdes do exército, contribuiram para a difusdo do queijo
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pelo mundo, uma vez que fazia parte da sua alimentacdo. Apdés a queda do Império
Romano, comecaram as migracdes dos povos pela Europa e, do mesmo modo, a
expansao do fabrico de queijo. Durante a ldade Média, os mosteiros e propriedades
feudais, foram os principais contribuintes para o avanco da agricultura na Europa e
melhoria do vinho, cerveja e queijo. A deslocacdo dos monges, entre os diversos mosteiros,
contribuiu para a evolucdo e desenvolvimento de novas variedades de queijos. Nas
propriedades feudais, durante o verdo, eram produzidos alimentos em excesso, para
atender as necessidades da comunidade ao longo do ano, sendo que, alimentos como o
queijo, eram preservados através da fermentacao e salga (Fox et al. 2016). Certamente
gue a maioria das variedades dos queijos evoluiu de forma acidental, por exemplo, variacado
da espécie do animal, do local de pastoreio, ou alguma alteracdo durante o fabrico e
armazenamento do queijo, como o crescimento de bolores (Fox et al. 2016). Assim, a
producao de queijo espalhou-se pela Europa e Médio Oriente, seguindo para a América do
Norte e Sul e chegando a Oceéania. Até meados do século XIX, o modo de producgéo era
maioritariamente artesanal. No entanto, nos dias de hoje, os principais tipos de queijo séo
produzidos em unidades fabris altamente mecanizadas (Fox et al. 2016).

A Europa, comparativamente as restantes regides do globo, é a maior produtora
de queijo. Na Unido Europeia, aproximadamente, 37,7% do leite produzido tem como
destino final a producéo de queijo, sendo que 90% deste é de origem bovina e 2% de
origem ovina ou caprina (Eurostat, 2021). Segundo Statista (2021), plataforma online de
dados estatisticos, em 2020 foram produzidas na Unido Europeia, 10,44 milhdes de
toneladas de queijo e a previsdo para este ano, 2021, é de 10,34 milhdes de toneladas.
Nesta plataforma online foi ilustrada uma previsdo da producéo de queijo até 2030, em que
os dados indicam que aumentara gradualmente, até atingir 11,54 milhdes de toneladas. A
maioria da producédo de queijo na Unido Europeia, pertence ao queijo fresco (3,5 milhdes
de toneladas), seguida pelos queijos de pasta semi-dura (2,7 milhées de toneladas) e pasta
dura (1,9 milhdes de toneladas) (Eurostat, 2021). Existem trés paises lideres na producao
de queijo: em primeiro lugar a Alemanha (~2,35 milh6es de toneladas), em segundo a
Franca (~1,9 milh6es de toneladas) e em terceiro a Itdlia (~1,3 milhdes de toneladas).
Portugal encontra-se na vigésima primeira posicéo, neste ranking de 37 paises (Eurostat,
2021).

Relativamente a Portugal, segundo o INE (Instituto Nacional de Estatistica), em
2020 foram produzidas 84 816 toneladas de queijo. Tendo vindo a verificar-se um aumento
na producdo desde 2016 (80 299 toneladas) até 2019 (87 366 toneladas), porém ocorreu
uma diminuicdo de 2,9% (2550 toneladas) entre 2019-2020, causada pela pandemia

COVID-19. Por outro lado, entre 2016-2020, os queijos de vaca foram os mais produzidos,



seguidos pelos queijos de ovelha e os de mistura, os queijos de cabra foram os menos
produzidos no nosso pais (INE, 2021).

Ao longo dos anos o consumo de queijo tem vindo a aumentar na maioria dos
paises, tornando-se um dos principais produtos do sector dos laticinios. Este aumento
gradual da procura pode ser explicado pela grande diversidade de flavours e texturas, por
ser aconselhado por nutricionistas e por ser um alimento de conveniéncia, isto €, pode ser
componente principal de uma refeicdo, uma sobremesa, ser servido como componente de
outros alimentos e ser consumido com ou sem preparacgédo (Fox et al. 2016).

A Europa é a regido do globo em que o consumo de queijo per capita é o mais
elevado (Statista, 2021). Entre 2014-2020 esse consumo aumentou de forma constante,
sendo o consumo em 2014 de aproximadamente 17,5 kg e em 2020 de aproximadamente
18,44 kg de queijo (Statista, 2021). Segundo o INE, entre 2017 e 2019, o consumo de
gueijo aumentou em Portugal, sendo que em 2017 foram consumidas 132 000 toneladas
de queijo e em 2019 esse valor subiu para 144 000 toneladas. Porém, em 2020 o consumo
de queijo teve um decréscimo de 3,6% (5000 toneladas), devido a pandemia COVID-19,
que trouxe problemas na sua comercializacdo, uma vez que restauragéo, eventos, feiras e

mercados locais ficaram condicionados pela crise pandémica.

2.1.2. Queijos tradicionais portugueses

Atualmente é designado por queijo, o produto fresco ou maturado que apresente
pasta mole, semi-mole, semidura, dura ou extra-dura, podendo ser revestido e, no qual, a
relagdo proteina/caseina do soro ndo excede a do leite (Codex Standard 283, 1978). A
obtencdo deste produto acontece, através da coagulagao, parcial ou total, da proteina do
leite (integral, parcial ou totalmente desnatado) ou de nata, soros lacteos, leitelho ou de
qualquer combinagcdo destes, coagulados pela acdo de coalho ou outros agentes
coagulantes (Codex Standard 283, 1978).

No mundo séo produzidas centenas de queijos tradicionais, sendo que este tipo de
produto tem forte ligacdo ao territorio de origem, por isso é simbolo de histéria, cultura,
estilo de vida das comunidades produtoras e de conhecimentos transmitidos entre
geracOes. Deste modo, o sistema de producao tradicional envolve processos biolégicos e
naturais que vao influenciar a qualidade do produto final. Em paises como Francga, Italia,
Espanha e Portugal a producado de queijos tradicionais ocorre, maioritariamente, em areas
desfavorecidas (Papademas and Bintsis 2017).

Os queijos tradicionais portugueses sao queijos curados e a sua manufatura segue
protocolos artesanais. A maioria destes queijos utilizam leite cru de cabra ou ovelha (ou
uma mistura de ambos) para o seu fabrico, sendo que alguns sdo produzidos a partir de

leite de vaca cru. Estes produtos sdo conhecidos pela sua singularidade organolética,
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sendo a utilizacao de leite cru responsavel por essas caracteristicas (Freitas et al 2000).
S&o considerados alimentos seguros, pois sao consumidos apds determinado periodo de
cura (varidvel de acordo com o tipo de gueijo), ao qual a maioria dos microrganismos
patogénicos ndo sobrevive, devido ao baixo valor de pH da matriz deste alimento (Pereira
et al. 2009).

Tal como referido acima, a producdo da maioria dos queijos tradicionais
portugueses € oriunda das regides mais pobres, tendo-se tornado uma atividade
econémica muito importante nesses locais (Almeida et al. 2007), pois permite a
manutencdo do emprego local e € fonte de rendimento de familias que exploram a
producdo de queijo, em regides periféricas ou desérticas (Freitas and Malcata 2000).
Porém, a saida de agricultores para areas urbanas e a exploracao de atividades agricolas
diferentes, desencadeou uma reducdo drastica no numero de individuos associados a
producao de queijos artesanais (Freitas and Malcata 2000). A titulo de exemplo, na ilha do
Pico, nos Acores, o numero de produtores diminuiu de 12 para apenas trés, devido ao
quadro socioecondmico desfavoravel (Camara et al. 2019). Entre diferentes produtores,
pode-se esperar algumas dissemelhancas nos queijos, devido a ligeiras diferengas na
tecnologia de fabrico e variagbes na composi¢cao quimica e microbiana do leite (Santos et
al. 2017). A maioria dos queijos artesanais, obtidos a partir do leite de ovelha e cabra sdo
sazonais, sendo o pico de producéo na primavera (Freitas and Malcata 2000).

Alguns destes queijos tradicionais, ganharam importancia e relevancia regional e
nacional, o que levou ao seu reconhecimento pelas certificagdes da Comissdo Europeia
(Guiné and Florenca 2020). Em 1992, a Unido Europeia criou trés designacfes para
promover e proteger o nome de produtos agricolas e alimentos de qualidade, sendo uma
destas a Denominacgéo de Origem Protegida (DOP). Legalmente define-se DOP como “o
nome de uma regido que serve para designar um produto agricola ou um género alimenticio
gue seja dai originario, cuja qualidade ou caracteristicas se devem essencial ou
exclusivamente ao meio geografico especifico, incluindo fatores naturais e humanos, cujas
fases de producdo tém lugar na area geografica delimitada” (Regulamento n° 1151, 2012).

Atualmente est4 em vigor o Regulamento (UE) n° 1151/2012 que proporciona um
sistema robusto para promover produtos agricolas de qualidade. Este da acesso a
informacédo relacionada com requisitos necessarios para atribuicdo da Denominacédo de
Origem Protegida (Fox et al. 2016). Desta maneira, varios tipos de queijos (curados,
frescos ou cremosos) obtiveram certificacdo DOP, contribuindo para a sustentabilidade
economica das populagbes, para a valorizacdo do queijo (caracteristicas de elevada
especificidade e riqueza) e para a expansao do mesmo no comeércio internacional (Guiné
and Florenca 2020).



Os gueijos portugueses com DOP sao tradicionalmente fabricados com leite cru,
dependendo da sua microbiota nativa para o desenvolvimento das caracteristicas finais,
ou seja, ndo é permitida a adicdo de microbiota starter ou ndo starter neste tipo de queijos
(Freitas and Malcata, 2000). Assim, o que distingue 0s queijos sdo as suas caracteristicas
intrinsecas, dependentes de acdes fisicas, quimicas e bioquimicas, que o leite e 0s seus
componentes sofrem através de diversos fatores de transformacé&o. Portanto, a microbiota,
juntamente com a composicao do leite (dependente do local, dieta, condigéo fisiol6gica do
animal), sdo responsaveis pelo flavour e textura dos queijos tradicionais (Pereira et al.
2010).

Apesar de os queijos tradicionais serem conhecidos pela sua singularidade, todos
partilham alguns aspetos tecnoldgicos em comum, nomeadamente a coagulacao,
desidratacdo, moldagem e salga. Estas etapas de processamento sao importantes, mas é
durante a cura que as caracteristicas mais relevantes, de textura e flavour, se
desenvolvem, originando diferentes tipos de queijo (Reis and Malcata, 2011).

Reis e Malcata (2011) estudaram os 13 queijos tradicionais portugueses com DOP,
sendo 11 fabricados com leite de ovelha e/ou cabra. O queijo da Serra da Estrela, Serpa,
Azeitdo e Castelo Branco séo queijos bastante conhecidos em Portugal, provenientes de
leite de ovelha cru. Estes utilizam coalho vegetal, tal como o queijo de Evora e Nisa,
também obtidos a partir de leite de ovelha cru. O queijo do Terrincho tem em comum com
estes, o tipo de leite utilizado para a sua produgdo, mas, ao contrario dos anteriores, é
utilizado no seu fabrico, coalho animal. Por outro lado, o queijo de Cabra Transmontano é
obtido com leite de cabra cru e é usado coalho animal no seu processamento. Por fim,
existe a fusdo de leite de ovelha cru e leite de cabra cru, obtendo-se queijos de mistura,
como o Picante da Beira Baixa, Rabacal e Amarelo da Beira Baixa, sendo que em todos
estes é usado o coalho animal (Reis and Malcata, 2011).

Para além dos tipos de leite anteriormente mencionados, também € usado para
fabrico de queijos, o leite de vaca cru. Os queijos produzidos a partir deste leite, séo
fabricados no arquipélago dos Acores e sdo denominados queijo do Pico e queijo de Sao
Jorge, ambos usam para a coagulacdo o coalho animal (Kongo et al. 2009; Camara et al.
2019). Na Figura 1, esta representada a distribuicdo geografica dos queijos tradicionais

portugueses com DOP.



Continente

Viana ) Cabra
do Caf“?“‘ o ’ | Transmontano
» Braga Vila @ Braganca
o I N Real
Arquipélago P ) (ED),
l AveiroJ \fcay : R
& ( \ Serra da { 4 A Gderde 2 2
. \-‘._‘ , . Estrela N2\ Picante fia Beira
@ " Ponta Deigad &~ ‘J @ =" i
~— onta Delgada § 7z @&
= Coimbra - .
JSao \ Qo n P ¥ Amarelo da Beira
orge N " I il i
[ Leiria @ ) Castelo Branco Baixa

' ' v @*{ Castelo Branco

Santarem
”  Portalegre
Lisboa )
g o, EDOY g §

PN

24 ey ([Eon]
Arquipélago =N\ A @ A
da Madeira - i

\ Beja
4

Af_:fmf:hal s Algarve

Figura 1 — Distribuicdo geogréafica dos queijos tradicionais portugueses com selo DOP.

A producéo de queijo com DOP, registou um aumento de 26,9% no ano 2019 face
a 2018. Em 2019 a producéo foi de 1914,1 toneladas, sendo que 55% (1051,4 toneladas)
desta producao foi referente ao queijo Sao Jorge. Uma vez que este queijo € manufaturado
nos Acores, o0 queijo de Azeitao foi o responsavel pela maior producao (242,1 toneladas)
em Portugal continental. O queijo de Sdo Jorge, Azeitdo, Serpa (209,78 toneladas) e Serra
da Estrela (129,60 toneladas), representaram, aproximadamente, 86% da producéo de
queijo certificado. Ainda em 2019, cerca de 65% da producgé&o teve como destino o mercado
nacional, seguindo-se o mercado local (31%) e o mercado internacional (4%). A
comercializacdo destes queijos foi realizada, maioritariamente, através das grandes
superficies, seguindo-se o comercio tradicional (DGADR, 2021).

Posto isto, dos 13 queijos tradicionais portugueses com DOP referidos
anteriormente, sdo de interesse para este trabalho dois deles, o queijo de Azeitdo e o queijo
de Nisa. Abaixo estdo descritas, detalhadamente, as caracteristicas de cada um destes

queijos.



2.1.2.1. Queijo de Azeitdo DOP

O queijo de Azeitao tera sido concebido em 1830, pelo agricultor Gaspar Henriques
de Paiva, natural da Beira Baixa. Este iniciou a criacdo de ovelhas em Azeitdo porque
gueria, para consumo préprio, queijos semelhantes aos da Serra da Estrela. Por esta
razdo, deslocava-se um queijeiro da sua terra natal, para Ihe fabricar os queijos, desta
maneira os processos de fabrico foram sendo transmitidos, até dar origem ao conhecido
queijo de Azeitdo (Produtos tradicionais portugueses, 2021).

O queijo de Azeitdo, obtido a partir de leite cru de ovelha, € um queijo curado, de
pasta semi-mole e amanteigada, com poucos ou henhuns olhos, cor branca ou ligeiramente
amarelada. E caracterizado pelo sabor picante, acidificado e salgado e as suas
caracteristicas organoléticas, devem-se as condi¢des edafoclimaticas da regido e ao facto
de ser usado como coagulante a flor de cardo espontéanea (Cynara Cardunculus L.). No
leite de ovelha utilizado para a produgéo de queijo de Azeitdo, a adicdo ou subtracdo de
gualquer substancia é rigorosamente interdita, exceto adicdo de sal e do preparado de
cardo. A area geografica de producéo abrange os concelhos de Sesimbra, Setubal e
Palmela sendo que o leite para a producdo do queijo, tem de ser proveniente de espécie
ovina da referida area geografica (Produtos tradicionais portugueses, 2021). Na Figura 2 é

possivel observar o queijo de Azeitdo.

Figura 2 — Queijo de Azeitdo.

Esta disponivel no site da Direcdo-Geral de Agricultura e Desenvolvimento Rural
(DGADR) o caderno de especificagfes referente ao queijo de Azeitdo DOP, onde consta
com detalhe a descrigdo do produto, a area geogréfica de producgéo e transformagéo do
gueijo, método de obtencéo, prova de origem, estrutura de controlo e rotulagem especifica
(DGADR, 2021). Deste modo, ao consultar o caderno de especificacdes, verifica-se que
até a obtencdo do produto final, existem varias etapas importantes, como a rece¢ao do
leite, a filtragem, adicdo de sal, adicdo do agente coagulante, coagulagdo, moldagem,

desmoldagem e a cura. Sera necessaria uma lista de fornecedores de leite, com



declaracdo de compromisso, e a realizacdo de analises fisico-quimicas e microbiologicas
ao leite cru (DGADR, 2021).

Apébs analise rigorosa do leite, este serd filtrado e mantido a temperatura inferior a
4 °C até ser adicionado sal, numa quantidade maxima de 25 g/L, para que em seguida o
leite sofra um aquecimento entre 30-32 °C. O preparado de cardo (Cynara cardunculus L.)
tem de ser feito com algumas horas de antecedéncia a sua adicdo ao leite. Depois da
adicdo do sal e do preparado de cardo ao leite, este vai para as cubas de coagulacdo a
temperaturas entre 30-40 °C durante 45-60 min. Apés o corte da coalhada, efetua-se um
repouso da massa, para que se dé a separacdo do soro. J& o dessoramento e enchimento
da massa séo feitos lentamente, para evitar o arrefecimento e, consequentemente, a
libertacédo incorreta do soro. A moldagem acontece quando a massa resultante enche os
cinchos, que de seguida sdo prensados e repousam durante 12-24 h. O periodo de cura
tem a duracdo minima de 20 dias. A primeira fase de cura tem a duracao de oito a 12 dias
entre 8-14 °C e humidade relativa entre 65-99%; enquanto a segunda fase de cura tem a
duragéo de oito a 12 dias entre 10-20 °C e humidade relativa entre 55-88%. Durante todo
o periodo de cura é feita a viragem diaria dos queijos, para que se mantenham o mais
homogéneos possivel e, apds cada fase de cura, é necessaria uma lavagem aos queijos.
Logo que a crosta esteja formada e a massa adquirir uma consisténcia semi-mole e
homogénea, a cura da-se por terminada (DGADR, 2021).

Adicionalmente, é ainda importante referir que mensalmente se rene um painel de
provadores, que avaliam queijos escolhidos de forma aleatéria. Os produtos considerados
conformes sdo embalados e podem prosseguir para expedicdo. Estes tém como destino
maioritario os hipermercados, no entanto alguma producdo vai para mercados mais

pequenos, restaurantes e, por vezes, diretamente para o consumidor final (DGADR, 2021).

2.1.2.2. Queijo de Nisa DOP

Em 1901 o queijo de Nisa foi mencionado por Antonio Maria Horta Camdes, o que
mostra ser um produto de referéncia na regido do Alentejo desde ha muitos anos (Produtos
Tradicionais Portugueses, 2021). E um queijo caracterizado pelo seu sabor ligeiramente
acido e aroma intenso, é curado, de pasta semi-dura, tonalidade branca-amarelada,
fechado e com alguns olhos pequenos. Obtido, Unica e exclusivamente, a partir de leite cru
de ovelha da raca Merina Branca. No queijo de Nisa, tal como no queijo de Azeitdo, € usado
no processo de fabrico o coalho vegetal Cynara Cardunculus L.. Por outro lado, a area de
producdo do queijo abrange diversos concelhos do distrito de Portalegre: Nisa, Alter do
Chéo, Crato, Castelo de Vide, Monforte, Portalegre, Marvdo e Arronches (Produtos

tradicionais portugueses, 2021). Na Figura 3 é possivel observar o queijo de Nisa.



Figura 3 — Queijo de Nisa.

No caderno de especificacdes do produto, sdo expostas as condi¢bes a ter em
conta na producao do queijo de Nisa DOP, nomeadamente na producgédo do leite, higiene
da ordenha e conservacao do leite, fabrico e cura do queijo. E muito importante existir um
controlo rigoroso sobre o boletim sanitario das ovelhas produtoras do leite utilizado no
queijo de Nisa, assim como o tratamento que o leite recebe até chegar a queijaria de
destino. Deste modo, a ordenha do leite deve ser efetuada da forma mais higiénica possivel
e o leite deve ser armazenado adequadamente, ndo é aconselhavel exceder 12 h até a
chegada a queijaria (Produtos tradicionais portugueses, 2021).

Apos rececao do leite € adicionado o agente coagulante, cardo obtido por infuséo,
e a mistura colocada a uma temperatura entre 25-28 °C, durante 45 a 60 min. De seguida,
ao leite coagulado é feito o primeiro corte da coalhada, para permitir a libertagéo de parte
do soro. Seguidamente a coalhada é vertida para cinchos, procedendo-se a primeira
viragem, quando a massa ndo libertar soro. O cincho € aberto no didametro méaximo e é feita
a divisdo da massa energicamente, de modo que o queijo fique bem ligado, em seguida é
reapertado o cincho para marcar o diametro final. O queijo € dividido, mais uma vez, para
gue a massa fique apertada até esgotamento da coalhada, seguindo-se a prensagem
durante 6-10 min. Neste ponto a massa deve apresentar-se muito homogénea, com as
superficies lisas e sem espacos ocos no interior. Segue-se a salga do queijo, que é
realizada por 12 h. Por fim, o queijo passa por duas fases de cura com duragdo minima de
45 dias. A primeira fase de cura tem a duracado de 15 a 18 dias com humidade relativa de
80-90% e temperatura de 8-10 °C, de modo a desenvolver a rema. Neste periodo o queijo
deverd ser lavado com soro de leite ou 4gua fria e virado diariamente. J4 a segunda fase
de cura tem a duracdo de 30 a 40 dias, com humidade relativa 85-90% e temperatura de
10-14 °C, de modo a promover a secagem da rema que, consequentemente, leva a uma
modificagdo no aspeto e cheiro do queijo. Este devera ser lavado com &gua tépida,
ligeiramente salgada e virado duas a trés vezes por semana. A medida que o queijo vai

10



ficando curado o cincho é retirado e da-se por terminado o periodo de cura (Produtos

Tradicionais Portugueses, 2021).

2.2. Microbiota do queijo

Uma vez que este tipo de alimento tem elevado valor para o patriménio cultural e
gastronémico, torna-se importante explorar a sua suscetibilidade a deterioracéo, de forma
a evitar o desperdicio alimentar (Lorenzo et al. 2018). Deste modo, os alimentos podem
ser agrupados como pereciveis, no caso de a vida util do alimento ser reduzida, semi-
pereciveis, no caso da vida util do alimento ser de semanas ou meses, e ndo pereciveis,
no caso da vida util do alimento ser de muitos meses ou anos (Ray 2001).

Os microrganismos que deterioram alimentos, isto €, que contribuem para a
decomposicdo do alimento sem causar doenga ao consumidor, designam-se de
deteriorativos (Saraiva and Baptista 2003). Como exemplo, Enterobacteriaceae, bolores e
leveduras sé&o microbiota deteriorativa que pode existir nos queijos (Fox et al. 2016). A
deterioracdo dos alimentos envolve mecanismos complexos, existindo alteragdo dos
atributos sensoriais (aspeto, cheiro e textura) que tornam o alimento inaceitavel para
consumo e, consequentemente, a rejeigdo pelo consumidor (Lorenzo et al. 2018).

Os microrganismos multiplicam-se quando expostos a um ambiente favoravel,
sendo superiores as necessidades nutricionais das bactérias, comparativamente as das
leveduras e bolores (Ray 2001). A capacidade de multiplicagdo desses microrganismos €
determinada pelo ambiente intrinseco e extrinseco dos alimentos (Ray 2001). Os fatores
intrinsecos de um alimento incluem os nutrientes, atividade da agua (aw), pH, potencial de
oxidacdo-reducdo, fatores de crescimento e inibidores (Ray 2001). Ja os fatores
extrinsecos estdo relacionados com as condicdes ambientais em que o alimento é
armazenado, ou seja, temperatura, humidade, pressdo e gases protetores (Ray 2001).
Diferentes alimentos tém diferente suscetibilidade a deterioragdo por microrganismos,
devido as diferengas dos fatores intrinsecos e extrinsecos a que estéo sujeitos. Como por
exemplo, um alimento com a, = 0,9 ou pH = 5,3, serd menos suscetivel a deterioracdo do
que um alimento com ay = 0,98 ou pH = 6,4 (Ray 2001).

Intimamente associado a atividade da agua esta o uso de NaCl. A utilizacdo de sal
para prevenir a deterioracdo de alimentos é uma pratica bastante antiga. Quando estes
fatores se associam, o principal fator inibitério é a reducao do aw que ocorre quando o sal
(ou qualquer soluto) se dissolve em agua. Nos queijos, a concentragdo salina pode variar
entre 0,7 e 7% (Fox et al. 2016). Outro fator crucial para controlo da multiplicagédo
bacteriana € o pH. A acidificagéo, diminuicdo do pH, afeta a composicao final e qualidade
do queijo (Freitas and Malcata 2000). Sabe-se que a maioria das bactérias se multiplicam,

idealmente, a pH neutro e tém dificuldades em se multiplicar a pH inferior a 5. Um queijo
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apos acidificacdo da coalhada, fica normalmente com um valor de pH compreendido entre
4,5 e 5,3, o0 que significa que a multiplicacédo de algumas bactérias ficard comprometida. O
pH aumentara continuamente nas primeiras semanas de cura, até ficar compreendido entre
55e 7,5 (Fox et al. 2016).

Por outro lado, microrganismos que podem causar doencas no consumidor, quando
presentes em alimentos, designam-se de patogénicos (Saraiva and Baptista 2003).
Existem relatos que o queijo pode possuir este tipo de microbiota, nomeadamente, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus (Fox et al. 2016). Os microrganismos patogénicos podem provocar infecdes e
intoxicacdes. No primeiro, ap0s o alimento ser ingerido, 0s microrganismos presentes no
alimento multiplicam-se no organismo do individuo, provocando doenca. No segundo, 0s
microrganismos presentes no alimento produzem toxinas, e sdo essas toxinas as
responsaveis pela doenca (Saraiva and Baptista 2003). Por outro lado, o consumo de
alimentos que contenham niveis significativos de aminas biogénicas pode causar
intoxicacéo alimentar. No caso do queijo, as mesmas sdo produzidas por descarboxilagdo
enzimatica de aminoéacidos livres, sendo que as bactérias acido laticas podem ser
responsaveis pela sua producgdo. As principais aminas presentes em queijo séo a tiramina
e histamina, produzidas pela descarboxilagdo da tirosina e histidina, respetivamente.
Ainda, o teor de tiramina geralmente é maior em queijos com longos periodos de cura (Fox
et al. 2016).

Uma das preocupacgfes associadas aos queijos de leite cru, como é o caso dos
gueijos tradicionais portugueses, € a possivel presenca de microrganismos indesejaveis
ao longo do processo de fabrico e cura (Pereira et al. 2010). A utilizacao de leite cru, aliada
a diferentes protocolos de ordenha e varia¢des das condi¢des de higienizagéo do local de
producgdo, conduzem a uma variabilidade extensa e imprevisivel da microbiota (Pereira et
al. 2010). Por a microbiota indigena ser qualitativa e quantitativamente desconhecida, o0s
gueijos fabricados com leite cru podem apresentar riscos para a saude (Freitas and Malcata
2000). Apesar de ndo existirem surtos associados ao consumo de queijo com selo DOP
produzido em Portugal, caso isso ocorresse, a reputacdo do produto poderia ser posta em
causa, e a sua comercializagéo seria certamente afetada (Almeida et al. 2007).

Por este motivo, torna-se fundamental compreender a dindmica de interacdo da
microbiota na matriz do queijo, para que seja possivel prevenir a deterioracdo e a
transmiss@o de microrganismos patogénicos ao consumidor (Pereira et al. 2009). E
fundamental a sensibilizacdo para um controlo sanitario dos rebanhos, aliado a préticas de
fabrico rigorosas (Freitas and Malcata 2000).

Além dos microrganismos deteriorativos e patogénicos, pode existir nos alimentos

microbiota com propriedades benéficas/uteis. Fazem parte deste grupo os que contribuem
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para a producdo do alimento em si, limitem a deterioracdo e/ou multiplicacdo de
microrganismos patogénicos ou permitam a manutencdo de um trato gastrointestinal
saudavel dos consumidores, entre outros beneficios (Ray 2001). Estes microrganismos
designam-se genericamente de (teis, de interesse tecnoldgico e/ou probidtico e sdo
essenciais, por exemplo, na fermentacao para producao de vinho, iogurte, cerveja e queijo
(Saraiva and Baptista 2003).

No queijo esses microrganismos desempenham fung¢des fundamentais para o
desenvolvimento das propriedades organoléticas, composi¢cdo nutricional, prazo de
validade e seguranca microbioldégica do produto final (Yeluri Jonnala et al. 2018). A maioria
da microbiota constituinte do leite cru, pertence ao grupo das bactérias &cido laticas
(Lactococcus spp., Lactobacillus spp. e Enterococcus spp.) que tém um papel fulcral
durante a fermentagcédo e periodo de cura dos queijos tradicionais (Santos et al. 2017).
Cerca de 90% desta microbiota proveniente do leite fica retida na coalhada, enquanto os
restantes 10% perdem-se no soro. A microbiota imobilizada na coalhada iré fazer parte da
matriz tridimensional do queijo (Fox et al. 2016). Uma vez que as bactérias acido laticas
estdo presentes em maioria Nos queijos tradicionais, as caracteristicas das mesmas irdo

ser exploradas detalhadamente.

2.2.1. Bacteérias acido laticas

As bactérias acido laticas (BAL) estdo amplamente distribuidas na natureza,
podendo ser isoladas de varios produtos alimentares de origem animal e vegetal (Margalho
et al. 2020). A disseminacao deste grupo de bactérias nos alimentos esta relacionada com
0 seu metabolismo fermentativo, que envolve a sintese de acidos organicos (como acido
latico e acético), reducdo do pH e producdo de compostos antimicrobianos (como
bacteriocinas e peroxido de hidrogénio), que inibem a multiplicacdo de microrganismos
indesejaveis nos produtos alimentares (Giraffa 2012; Margalho et al. 2020).

BAL tém a capacidade de fermentar aclcares, como glucose ou lactose, produzindo
como principal produto final o 4cido latico. Caracterizam-se por serem Gram-positivas, ndo
formadoras de esporos, anaerdbias facultativas e catalase-negativas. Possuem baixo teor
de G+C e podem assumir forma de bastonetes ou cocos (Kdnig et al. 2009; Giraffa 2012;
Domingos-Lopes et al. 2017;). Os principais géneros de bactérias acido laticas incluem:
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus e
Weissella (Fox et al. 2016; Margalho et al. 2020).

No fabrico de queijo as BAL desempenham diferentes fun¢des, podendo participar
no processo de fermentacgéo, ou de cura. No primeiro caso sao responsaveis por dar inicio
a producdo de &cido latico, designando-se por bactérias acido laticas starter - BALS

(Settanni and Moschetti 2010). BALS presentes no queijo, possuem uma fungéo
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acidificante, de modo a prolongar o prazo de vida util do produto, evitando a multiplicacdo
de microrganismos indesejaveis (Koénig et al. 2009). No segundo caso, as BAL
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento do sabor e aroma durante o
processo de cura dos queijos, designando-se por bactérias acido laticas néo starter —
BALNS. Estas contribuem para o catabolismo de aminoacidos, particularmente
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina, triptofano), aminoacidos de cadeia
ramificada (leucina, isoleucina e valina) e metionina, sendo responsaveis pela textura e
flavour especificos dos queijos curados (Fox et al. 2016).

De acordo com os produtos finais produzidos a partir da glucose, as BAL
subdividem-se em dois grupos: as homofermentativas que produzem acido latico como
anico produto final da fermentacdo desse monossacarido e as heterofermentativas que
produzem acido latico, didxido de carbono e etanol como produtos finais da fermentagéo
da glucose (Kdnig et al. 2009).

Dada a vasta utilizagdo de BAL em alimentos fermentados, a maioria destas
bactérias possui o estatuto GRAS (Generally Regarded As Safe), concedido pela American
Food and Drug Agency (FDA), que considera géneros de bactérias como Lactobacillus e
Bifidobacterium, seguros para consumo (Yadav and Shukla 2017; Cui et al. 2018; Grujovi¢
et al. 2019). Na Europa esse conceito é substituido pelo estatuto QPS (Qualified
Presumption of Safety), concedido pela Autoridade Europeia de Seguranca dos Alimentos
(EFSA), que considera Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus e varias espécies
de Bifidobacterium, Lactobacillus e Leuconostoc como seguras (EFSA 2016).

Durante o fabrico e cura do queijo, existem interacdes esponténeas, entre a
microbiota autdctone e a propria matriz do queijo (Pereira et al. 2011), que séao
responsaveis pela extenséo da protedlise (particularmente a degradagédo da caseina em
péptidos e amino&cidos) e lipolise (Guiné and Florencga 2020). Deste modo contribuem para
a producdo de compostos distintos e, consequentemente, caracteristicas organoléticas e
bioquimicas Unicas que o consumidor associa aos diferentes produtos tradicionais
(Domingos-Lopes et al. 2017).

Entende-se a importancia que as BAL tém nos queijos, principalmente nos
artesanais, devido as caracteristicas peculiares que lhes atribuem. Ao longo dos anos
foram alvo de estudo diversos queijos artesanais utilizando leite cru de ovelha, sem
qualquer adicdo de culturas starter, com intuito de explorar a sua diversidade microbiana.
Foram analisados, por exemplo, queijos artesanais de Italia, como o Fiore Sardo (Pisano
et al. 2006) e o Pecorino di Tramonti (Mormile et al. 2015), de Franca, como o Ossau-Iraty
(Feutry et al. 2012), e Croacia, como Kr¢ki, Istrian e Paski (Fuka et al. 2013).

Estudos similares, como os realizados por Batista (2017) e Baptista (2018), foram

realizados em queijos tradicionais portugueses. O primeiro estudo teve como objetivo a
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caracterizacdo da microbiota do queijo de Azeitdo DOP e Nisa DOP, através da
sequenciacao do gene rRNA 16S, tendo-se verificado que as BAL foram o grupo dominante
em todas as amostras (85%), sendo 0s géneros mais representativos Lactococcus,
Lactobacillus e Leuconostoc. As espécies, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides e Lactococcus lactis, foram as predominantes em todas as amostras. Mais
especificamente, no queijo de Azeitdo, as BAL mostraram mais de 85% de dominancia em
todas as amostras, sendo Lactococcus o género mais abundante, seguido de Leuconostoc
spp. e Lactobacillus spp.. J& no queijo de Nisa, as BAL mostraram mais de 90% de
dominancia em todas as amostras, sendo Leuconostoc o0 género mais abundante, seguido
de Lactococcus spp. e Lactobacillus spp.

Por outro lado, o estudo de Baptista (2018) com o objetivo de caracterizar a
microbiota dos queijos DOP de Azeitdo e Nisa, verificou que estes queijos possuem uma
microbiota muito especifica por serem produzidos artesanalmente e sem adi¢ao de culturas
starter. Através da sequenciagdo do gene rRNA 16S, verificou-se que as BAL eram o grupo
dominante, sendo Lactococcus, Leuconostoc e Lactobacillus os géneros maioritarios.

Foram também realizados estudos acerca da microbiota constituinte do queijo
Serpa DOP e Serra da Estrela DOP. No estudo de Gongalves et al. (2018) foi avaliada a
microbiota presente no queijo tradicional Serpa DOP, através da sequenciacdo do gene
rRNA 16S e sequenciacdo de nova geracdo (NGS-Next Generation Sequencing). Os
resultados obtidos mostraram as bactérias acido laticas como predominantes,
nomeadamente as pertencentes ao género Lactococcus (40%-60% da microbiota),
seguido de Lactobacillus spp. e Leuconostoc spp.. Ja no estudo de Rocha et al. (2021) o
objetivo foi caracterizar a microbiota do queijo tradicional Serra da Estrela DOP. Através
de sequenciagdo de nova geracdo, concluiram que a microbiota era constituida 50%-90%
por BAL, nomeadamente membros dos géneros Leuconostoc spp., Lactococcus spp. e
Enterococcus spp.. As principais espécies detetadas foram Leuconostoc mesenteroides e
Lactococcus lactis.

Por fim, Cardinali et al. (2021) analisou a microbiota do Queijo de Azeitdo DOP.
Mais uma vez os resultados demonstraram a predominancia das BAL, sendo que 37% da
microbiota dos produtos em analise era constituida por Leuconostoc mesenteroides e 29%
correspondente a espécie Lactococcus lactis.

Assim, na indUstria alimentar as BAL exercem inimeras funcdes importantes, pelo
seu contributo benéfico nos alimentos, nomeadamente em queijos. De seguida serao
descritas em pormenor as caracteristicas tecnoldgicas e probioticas atribuidas a este grupo

bacteriano.
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2.2.2. Potencial tecnoldgico e probiético da microbiota do queijo

Tal como foi referido anteriormente, o processo de fabrico do queijo é fundamental
para as caracteristicas finais do produto, sendo que o0 ambiente tem grande impacto na
multiplicacdo e sobrevivéncia dos microrganismos presentes durante as varias etapas
(Beresford et al. 2001).

No passo inicial do processo de manufatura, a acidificacdo do leite € uma
consequéncia da producdo de &cido latico, resultado da fermentagdo realizada pelas
bactérias acido laticas. A producao de acido latico, a partir da lactose, baixa o pH do leite
(Fox et al. 2016) e uma rapida acidificacéo previne a multiplicagdo microbiana indesejavel,
mas € essencial para o aroma e textura do produto final (De Vuyst 2000). A extensao da
acidificacéo é variavel, uma vez que a microbiota indigena do leite depende de diversos
fatores (Fox et al. 2016).

Quanto a coagulagéo do leite, esta pode ser dividida em duas fases: hidrélise da
proteina k-caseina e agregacao e gelificagcdo das micelas alteradas pelo coalho (Fox et al.
2016). Na primeira fase, as enzimas do coalho provocam a clivagem da ligagéo peptidica
Met105-Phel06 da k-caseina. Esta é uma proteina estabilizadora, presente na superficie
das micelas da caseina do leite, que rodeia a as-caseina e -caseina. O coalho animal
possui as enzimas quimosina e pepsina, enquanto o coalho vegetal (Cynara Cardunculus
L.) possui cardosina A e cardosina B. Apesar de serem enzimas distintas entre um tipo de
coalho e outro, a funcéo de cada par de enzimas é similar, embora a cardosina A clive mais
ligagBes peptidicas do que a quimosina, resultando num padrédo diferente de protedlise
(Pereira et al. 2008). Na segunda fase, quando ~85% do total das k-caseina forem
hidrolisadas, a estabilidade das micelas é tdo reduzida que quando colidem, ficam
agrupadas, transformando-se num gel semi-solido (coalhada) (Fox et al. 2016).

Os constituintes orgéanicos envolvidos nas caracteristicas primarias da cura do
queijo, incluem proteinas e lipidos (Fox et al. 2016). A protedlise e lipélise séo os principais
processos bioquimicos envolvidos, embora a importancia de cada um dependa do tipo de
queijo. Estes processos bioguimicos, envolvem a acao de varios microrganismos viaveis e
enzimas (Freitas and Malcata 2000). Na cura do queijo é importante a acao de enzimas
como proteases, plasmina, lipoproteina lipase, fosfatase acida e xantina oxidase (Fox et al.
2016).

A protedlise € das reagdes biogquimicas mais importantes para o desenvolvimento
da textura e do flavour durante a cura dos queijos (Pereira et al. 2008). Esta reacao
depende das proteases indigenas do leite (como plasmina e catepsina D), de proteases
provenientes do coagulante, proteases e peptidases das bactérias acido laticas, do tipo de
gueijo e das condi¢cfes de cura (Guerreiro et al. 2013). Cada elemento desempenha uma

funcéo especifica, mas € o conjunto das intera¢des que resulta no produto final (Pereira et
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al. 2008). Assim, a protedlise contribui para a textura do queijo através da hidrolise da
caseina, existindo uma diminuicdo da atividade da agua na coalhada (McSweeney 2004).
Por outro lado, tem influéncia direta no flavour devido a protedlise de caseinas que origina
péptidos de tamanho grande e médio, que serdo posteriormente degradados. Através da
acdo de enzimas exdgenas e enddgenas ocorre novamente clivagem, libertando-se
pequenos péptidos e aminoacidos, que originam diversos compostos aromaticos
importantes (Freitas and Malcata 2000).

A lipdlise no queijo é catalisada por lipases provenientes da microbiota do leite,
coalho e queijo (McSweeney 2004). O leite contém uma lipase indigena muito importante,
a lipoproteina lipase, sendo a sua atividade mais significativa nos queijos fabricados a partir
de leite cru, uma vez que sao inativadas pelas temperaturas de pasteurizacdo (McSweeney
2004). Assim, pela acao de lipases, os triacilglicerois sofrem hidrdlise, originando acidos
gordos livres durante a cura do queijo (McSweeney 2004). A maioria dos &cidos gordos
livres gerados sdo precursores de compostos volateis, como metil-cetonas, aldeidos e
lactonas, que desempenham um papel relevante no flavour do queijo (Buffa et al. 2001).

As BAL podem ainda ativar a producao de inibidores contra bactérias patogénicas,
como acidos orgénicos e bacteriocinas. No caso dos acidos orgéanicos estes acidificam o
meio, 0 que significa que afetam a multiplicagdo de microrganismos desfavoraveis (Yadav
and Shukla 2017). Ja as bacteriocinas sdo definidas como pequenos péptidos
antimicrobianos, sintetizados ribossomicamente, que atuam principalmente sobre bactérias
Gram-positivas. Os mecanismos usados pelas bacteriocinas sdo diversos e bastante
distintos: formacao de poros, degradagéo de DNA celular, rutura por clivagem do rRNA16S
ou inibicdo da sintese do peptidoglicano (Favaro et al. 2014; Ribeiro et al. 2014). Deste
modo, sdo capazes de reduzir ou inibir a multiplicacdo de agentes patogénicos,
nomeadamente espécies pertencentes a géneros como Bacillus, Clostridium,
Staphylococcus, Listeria, Pseudomonas e Streptococcus (Settanni and Moschetti 2010;
Fox et al. 2016; Yadav and Shukla 2017), que sdo uma grande preocupacdo para a
seguranca microbioldgica do produto final (Pereira et al. 2010).

Estéo descritas inUmeras bacteriocinas produzidas por BAL. A titulo de exemplo,
algumas das produzidas pelo género Enterococcus sdo: enterocina B, enterocinas L50A e
L50B, enterocina A e enterocina P (Ahmadova et al. 2013; Margalho et al. 2020). E
importante salientar que, a nivel mundial, estd autorizada a inclusdo em alimentos e
comercializacdo da bacteriocina nisina, pura ou semi-purificada (Favaro et al. 2014).

Assim sendo, é benéfico que os queijos possuam na sua constituigdo microbiota
produtora de bacteriocinas, pois estes microrganismos vao contribuir para a seguranca e

gualidade do alimento, para o controlo da microbiota encarregue da fermentagéo,
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aceleracao do processo de cura e extensao da vida util do alimento (Ahmadova et al. 2013;
Ribeiro et al. 2014; Ribeiro et al. 2016).

Os alimentos fermentados sdo igualmente conhecidos por apresentarem efeitos
benéficos para a salde do consumidor. Os alimentos que influenciam positivamente uma
ou mais fungbes bioldgicas do corpo humano, melhorando a sua saude e bem-estar,
designam-se de alimentos funcionais (Settanni and Moschetti 2010). Estédo abrangidos nos
alimentos funcionais, os produtos alimentares que contenham microrganismos probiéticos
(Settanni and Moschetti 2010). Varios géneros de BAL tém mostrado caracteristicas
probidticas, sendo este um motivo da sua aplicabilidade em alimentos. Por defini¢céo,
bactérias probidticas sdo “microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro” (FAO/WHO 2002,
p.8, traducédo livre). Entre as principais BAL encontradas no intestino humano, estéo
membros dos géneros Lactobacillus e Leuconostoc, frequentemente utilizados nos
alimentos como probiéticos (Giraffa 2012).

Deste modo, para que um microrganismo possa ser considerado probi6tico, devera
sobreviver as condigbes encontradas no trato gastrointestinal, ou seja, devera tolerar
variagdo nos valores de pH, resistir a sais biliares, enzimas gastricas e devera ainda ter a
capacidade de aderir a mucosa intestinal, para conseguir colonizar o intestino (Plessas et
al. 2012; Cui et al. 2018; Margalho et al. 2020). Para além disso, ndo pode apresentar
fatores de viruléncia e deve prevenir a multiplicagdo de microrganismos patogénicos
(Margalho et al. 2020). Por estes motivos, a selecdo de microrganismos probiodticos exige
uma rigorosa e criteriosa analise, como se atesta pelo estudo de Ruiz-Moyano et al. (2019).
Estes autores avaliaram as propriedades probiéticas de BAL, isoladas de queijo Serpa
DOP para possivel aplicacdo no processo de fabrico. Dos 116 isolados selecionados,
pertencentes aos géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Enterococcus, trés
demonstraram ter caracteristicas promissoras para serem aplicadas no futuro como
probidticas, sendo todas do género Lactobacillus.

Existe duvidas quanto ao potencial probiodtico do género Enterococcus, uma vez
gue nao possui estatuto QPS (Camara et al. 2020). A utilizacdo de bactérias deste género
€ um tema controverso, pois sao responsaveis pelo desenvolvimento de caracteristicas
sensoriais Unicas, equilibram a microbiota intestinal e podem ter efeitos benéficos na saude
(Favaro et al. 2014; Fuka et al. 2017), mas a sua resisténcia a uma gama ampla de
antibiéticos e presenca de fatores de viruléncia (Ahmadova et al. 2013) levantam questfes
acerca da sua seguranca em alimentos prontos a consumir, como o queijo (Fuka et al.
2017).

E ainda essencial gue, durante o fabrico e armazenamento do alimento, os

probiéticos mantenham a sua viabilidade (Settanni and Moschetti 2010). Estudos como o
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de Cruz et al. (2009), Karimi et al. (2011), Plessas et al. (2012) e Hammam e Ahmed (2019)
demonstraram que 0s queijos sdo 6timos intermediarios de BAL probidticas para o
consumidor, devido as caracteristicas da sua matriz alimentar. Hamman e Ahmed (2019)
referem que é através das especificidades fisico-quimicas do queijo, nomeadamente pH
entre 5 e 6, alto teor de gordura, disponibilidade de nutrientes e baixo teor de oxigénio, que
€ possivel a sobrevivéncia das BAL probidticas até ao trato gastrointestinal. Devido a essas
caracteristicas, 0s queijos possuem capacidade como portadores de BAL, pois as suas
caracteristicas proporcionam um ambiente estavel e favoravel, garantindo que os
microrganismos probidticos sobrevivam na passagem pelo trato gastrointestinal (Settanni
and Moschetti 2010; Plessas et al. 2012).

Apesar das caracteristicas do queijo serem favoraveis para BAL probidticas, isso
ndo impede que a viabilidade deste tipo de microrganismos seja um desafio. Nos queijos,
esta viabilidade tem de permanecer durante o periodo de cura, e ser garantida a
sobrevivéncia dos microrganismos em numero significativo para beneficiar a saude
humana (Cruz et al. 2009; Plessas et al. 2012). A fim de influenciar positivamente a saude
do consumidor, os alimentos portadores de microrganismos probiéticos, devem ser
ingeridos diariamente numa quantidade aproximada 100 g de produto alimentar, que
corresponde sensivelmente a 108-10° células viaveis (Ruiz-Moyano et al. 2019; Margalho
et al. 2020). De salientar que os microrganismos probidticos ndo devem provocar
alteracdes sensoriais, nomeadamente no sabor, aroma e textura do alimento. Também n&o
devem implicar uma perda de qualidade do produto, o nivel de protedlise e lipdlise devera
manter-se igual, ou ser superior, com a incorporagdo de bactérias probitticas no alimento
(Cruz et al. 2009).

Pelo que foi referido anteriormente, consumos regulares de alimentos ricos em
bactérias probio6ticas fornecem varios beneficios para a saude, tais como o equilibrio da
microbiota intestinal, melhoria do sistema imunolégico, prote¢cdo contra a microbiota
patogénica gastrointestinal, prevencédo de alergias alimentares e protecdo contra o cancro
do célon e bexiga (Konig et al. 2009; Giraffa 2012; Ganesan et al. 2014; Yadav and Shukla
2017). Autores como Hammam e Ahmed (2019) e Homayouni et al. (2020) destacam a
importancia do queijo como fonte de probidticos para consumo humano e enfatizam os

beneficios para a satde que os probiéticos podem conferir.

2.2.3. Potencial patogénico da microbiota do queijo
Como foi referido, as BAL apresentam inUmeras vantagens tecnoldgicas e
probidticas, mas o facto de estarem presentes ao longo da cadeia alimentar e serem

membros da microbiota de animais e humanos, significa que podem servir como veiculo
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de transmissao de genes, tanto de fatores de viruléncia, como de resisténcia a antibibticos.

Por este motivo, estes dois temas serdo abordados de seguida.

2.2.3.1. Fatores de viruléncia

A descoberta de fatores de viruléncia, contribuiu para compreender melhor a
patogenicidade bacteriana e as interacdes existentes com o hospedeiro (Wu et al. 2008).
Um isolado pode tornar-se patogénico quando combinada a presenca de fatores de
viruléncia e/ou genes de resisténcia (Chajecka-Wierzchowska et al. 2017). Os fatores de
viruléncia, quando produzidos por microrganismos, conferem-lhes a capacidade de invadir,
colonizar, multiplicar e persistir num hospedeiro, podendo causar doenca (Cross 2008).

Ao longo dos anos o género Enterococcus spp. tem vindo a assumir grande
importancia nas diversas areas da microbiologia, uma vez que possui a capacidade de
adquirir, acumular e transferir elementos méveis que codificam genes de viruléncia e/ou
resisténcia (Gaglio et al. 2016). Para além disso, sdo conhecidos como patogénicos
oportunistas e por causarem infe¢cdes associadas aos cuidados de saude, como infegcbes
no trato urinario e endocardites (Serio et al. 2007; Ozkan et al. 2021). Estudos comprovam
gue isolados de Enterococcus spp. com fatores de viruléncia, causam infegbes mais graves
no hospedeiro, do que os que ndo possuem esses determinantes genéticos (Chajecka-
Wierzchowska et al. 2017). Segundo Serio et al. (2007), a espécie E. faecalis aparenta ter
maior ocorréncia de determinantes de viruléncia, em comparagédo com E. faecium.

A capacidade de bactérias patogénicas causarem doenca ao hospedeiro é
determinada por multiplos fatores de viruléncia que agem individualmente, ou em conjunto
(Wu et al. 2008). Entre os fatores de viruléncia que promovem a colonizagcéo das células
hospedeiras inclui-se a substancia de agregacéao (gene agg ou asal), adesina do colagénio
(gene ace), adesina da parede celular (gene efaA) e proteinas de superficie (gene esp)
(Chajecka-Wierzchowska et al. 2017; Dapkevicius et al. 2021). Enterococcus spp. séo
capazes de aderir aos tecidos do hospedeiro, através da producdo de adesinas que
permitem ligar-se a recetores da membrana celular ou proteinas da matriz extracelular,
favorecendo a colonizagdo do epitélio (Chajecka-Wierzchowska et al. 2017). Apés o
processo de colonizagdo, os isolados secretam substancias toxicas, com efeito negativo
sobre os tecidos do hospedeiro. Os fatores de viruléncia secretados por Enterococcus spp.
incluem a citolisina (gene cyl), gelatinase (gene gelE) e hialuronidase (gene hyl) (Chajecka-
Wierzchowska et al. 2017; Dapkevicius et al. 2021).

Neste grupo bacteriano, a citolisina é um dos fatores de viruléncia melhor
caracterizados. E uma exotoxina com atividade bactericida e hemolitica sobre eritrécitos
(B-hemdlise), leucdcitos e macrofagos (Dapkevicius et al. 2021). A producédo da mesma é
regulada por um operdo composto por oito genes: cylR1, cylR2, cylLl, cylLs, cylM, cyIB,

cylA e cyll. Este operéo localiza-se em elementos genéticos mdéveis, como plasmideos que
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respondem a feromonas, ou ilhas de patogenicidade cromossdémicas (Chajecka-
Wierzchowska et al. 2017). Genes codificadores de citolisina ja foram encontrados em
varias espécies de Enterococcus, nomeadamente E. faecalis, E. faecium, E. avium, E.
casseliflavus, E. cecorum, E. durans, E. gallinarum, E. malodoratus e E. raffinosus,
incluindo isolados de animais e produtos alimentares (Dapkevicius et al. 2021). Como por
exemplo, num estudo de Semedo et al. (2003), 96 isolados de Enterococcus spp.
provenientes de queijo e leite de ovelha, revelaram 6% de capacidade hemolitica e a
presenca de genes cyl foi detetada em 70% desses isolados. Ainda, o gene cylB foi
detetado em Enterococcus spp. de um queijo turco e o gene cylA foi detetado em
Enterococcus spp. isolados de um queijo egipcio (Chajecka-Wierzchowska et al. 2017).

Outro fator de viruléncia bem caracterizado € a gelatinase. Esta é uma
metaloendopeptidase extracelular dependente de zinco, com capacidade de hidrolisar
gelatina, elastina, colagénio e hemoglobina, podendo contribuir para a formacao de
biofilmes (Dapkevicius et al. 2021). A gelatinase é codificada pelo gene gelE, responsavel
pela degradacdo da caseina e subsequente producdo de péptidos bioativos (Ozkan et al.
2021). O gene gelE é regulado pelo locus fsr, constituido por trés genes: fsrA, fsrB, fsrC
(Chajecka-Wierzchowska et al. 2017). Genes codificadores de gelatinase ja foram
encontrados em Enterococcus faecalis, E. faecium e E. durans, isolados de queijos
artesanais produzidos com leite cru (Templer and Baumgartner 2007). O gene gelE foi
detetado em todos os isolados (E.faecalis, E. faecium, E. durans, E.dispar e E.hirae) de
leite de ovelha cru e queijos tradicionais Portugueses (Lopes et al. 2006); detetado em 76%
das espécies de Enterococcus presentes em gueijos de leite cru de vaca (Templer and
Baumgartner 2007); e em todos os isolados de E. faecalis de queijos de cabra da Andaluzia
(Martin-Platero et al. 2009).

A presenca de fatores de viruléncia em isolados de origem alimentar, ndo implica
necessariamente que esses microrganismos causem doenca no ser humano. No entanto,
Enterococcus spp. provenientes de alimentos, com fatores de viruléncia, podem tornar-se
um potencial risco para individuos imunocomprometidos quando colonizam o intestino
humano (Chajecka-Wierzchowska et al. 2017). Por este motivo tém sido realizados
diversos estudos, com o intuito de explorar a presenca de fatores de viruléncia em
Enterococcus spp. de origem alimentar.

Neste ambito, o estudo de Pimentel et al. (2007) teve como intuito avaliar
Enterococcus spp. provenientes do queijo tradicional Terrincho. Todos os isolados foram
negativos para os genes cylL, cylM, cylB e agg. Ja os isolados da espécie E. faecalis
continham o gene esp e apenas um possuia o gene cylA.

Outro estudo, Soares-Santos et al. (2015), consistiu em avaliar isolados

provenientes de amostras de alimentos e das superficies em que 0s mesmos séo
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processados. Dos 132 isolados, 52% eram [-hemoliticos, 39% produtores de gelatinase e
45% continham o gene gelE. Os genes agg e esp foram detetados em menos de metade
dos isolados (25% e 11% respetivamente). Deste modo, o0 estudo demonstrou que
Enterococcus spp. provenientes de alimentos podem conter fatores de viruléncia. Por este
motivo é importante controlar a disseminacdo de Enterococcus spp. com potencial de
patogenicidade, para evitar problemas de saulde publica.

Ainda, um estudo (Jahansepas et al. 2019) consistiu na andlise de 50 amostras de
gueijos tradicionais curados do noroeste do Irdo, de modo a investigar a incidéncia de
resisténcia bacteriana e fatores de viruléncia. De 40 E. faecalis e oito E. faecium, varios
apresentaram genes de viruléncia entre os quais, gelE (89,6%), ace (87,5%), agg (72,9%),
cylA (12,5%) esp (10,4%) e hyl (8,3%). Os autores concluiram que os isolados em estudo
possuiam varios genes de viruléncia.

Por fim, um estudo recente (Camara et al. 2020) foi realizado com o objetivo de
avaliar fatores de viruléncia, resisténcia a antibiéticos e producéo de aminas biogénicas em
28 isolados de queijo tradicional do Pico. Apenas um dos isolados foi identificado como 3-
hemolitico, porém 54% dos isolados eram produtores de gelatinase. Foram detetados
Varios genes de viruléncia entre os quais efaA (100%), gelE (86%), ace (71%), esp (46%)
e agg (43%). Estes resultados mostram, mais uma vez, como Enterococcus spp. podem
ser um potencial reservatério de genes de viruléncia com impacto na patogenicidade,

sendo importante a monitorizagdo dos mesmos.

2.2.3.2. Resisténcia a antibioticos

Um dos maiores problemas enfrentados pela satude publica é o uso indevido ou
excessivo de antibidticos, tornando o tratamento de infe¢cdes microbianas cada vez mais
desafiante (Cui et al. 2018). A resisténcia bacteriana aos antibiéticos pode ser classificada
como intrinseca ou adquirida, sendo a primeira aquela que é universalmente encontrada
no genoma da espécie, enquanto a segunda pode ocorrer por meio de mutacdes
esporadicas em genes pré-existente ou por aquisicdo de novo material genético
(plasmideos, transposodes, bacteriéfagos) (Hollenbeck and Rice 2012). A resisténcia
intrinseca apresenta um menor risco de propagacao horizontal, enquanto a resisténcia
adquirida apresenta elevado risco, quando os genes de resisténcia estdo em elementos
genéticos moéveis (Ruiz-Moyano et al. 2019). A transferéncia horizontal de genes permite
que as bactérias troguem genes de resisténcia a antibidticos de forma eficiente,
promovendo o desenvolvimento de multirresisténcias na comunidade microbiana
(Dapkevicius et al. 2021). Segundo Magiorakos et al. (2012), o conceito de multirresisténcia
a antibioticos corresponde a ocorréncia de resisténcia a pelo menos um antibiético de trés

classes distintas, com alvos celulares diferentes.
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No desenvolvimento da resisténcia a antibiéticos, tem grande importancia e impacto
a sua utilizacdo indiscriminada em medicina humana e veterinaria, nomeadamente na
producdo animal (Cui et al. 2018; Chiesa et al. 2020; Margalho et al. 2020). O
desenvolvimento e disseminacdo da resisténcia, resulta da elevada capacidade de
adaptabilidade dos microrganismos, quando se deparam com circunstancias adversas
(Rodriguez-Rojas et al. 2013). Estes possuem (ou desenvolvem) a capacidade de inativar
ou excluir os antibidticos, ou mecanismos que bloqueiam os efeitos inibitérios/destruidores
dos mesmos (Davison et al. 2000). Deste modo, dada a constante detecdo de bactérias
resistentes a antibiéticos, este assunto tornou-se um importante foco de investigagcéo, uma
vez que bactérias resistentes a antibioticos constituem uma ameaca para humanos,
animais e meio ambiente (Paula et al. 2018).

Em alguns estudos realizados anteriormente em queijos tradicionais, as bactérias
acido laticas foram consideradas resistentes a antibiéticos como a estreptomicina,
vancomicina, gentamicina e ciprofloxacina (Morandi et al. 2015; Cui et al. 2018; Margalho
et al. 2020). Isolados do género Leuconostoc apresentaram resisténcias a vancomicina no
estudo de Morandi et al. (2015) e a cefalosporinas, aminoglicosideos e &cido nalidixico
num estudo relativo ao queijo tradicional do Pico de Domingos-Lopes et al. (2017). JA o
género Lactobacillus é considerado intrinsecamente resistente a aminoglicosideos
(gentamicina, estreptomicina, canamicina), glicopeptidos (vancomicina) e quinolonas
(ciprofloxacina) (Ruiz-Moyano et al. 2019; Margalho et al. 2020).

Como foi referido anteriormente, existe uma preocupacao crescente relativamente
ao género Enterococcus, por estes microrganismos estarem amplamente disseminados
pelo meio ambiente, dada a sua adaptabilidade e resisténcia a condi¢des ambientais
adversas (Russo et al. 2018). Ao contrario de outras bactérias acido laticas, este género
pode albergar varias resisténcias a antibioticos, transmissiveis a microrganismos
patogénicos (Favaro et al. 2014).

As espécies de Enterococcus sdo intrinsecamente resistentes a penicilinas
semissintéticas (concentraces reduzidas) (Torres et al. 2018; Dapkevicius et al. 2021),
aminoglicosideos (concentracdes reduzidas), cefalosporinas, quinupristina e dalfopristina
(Fuka et al. 2017; Dapkevicius et al. 2021), lincomicina (Fuka et al. 2017; Ruiz-Moyano et
al. 2019), polimixinas (Torres et al. 2018; Ruiz-Moyano et al. 2019), clindamicina (Ruiz-
Moyano et al. 2019; Dapkevicius et al. 2021) e vancomicina (E. gallinarum, E. casseliflavus
e E. flavescens) (Torres et al. 2018). O facto de serem intrinsecamente resistente a varios
antibidticos, resulta numa maior facilidade de se acumularem mutagdes e genes exdgenos,
o que lhes confere resisténcias adicionais (Russo et al. 2018). Segundo Domingos-Lopes
et al. (2017) é de elevada preocupacéo a resisténcia de Enterococcus spp. a vancomicina

uma vez que este antibidtico é utilizado para tratar infegcdes graves, em que 0 paciente
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esteja em risco de vida. E também de salientar que as resisténcia adquiridas & eritrocimina
e tetraciclina ja foram descritas no género Enterococcus, informacao preocupante uma vez
que estes antibidticos sdo utilizados para o tratamento de infe¢cBes agudas e crénicas
(Morandi et al. 2015; Dapkevicius et al. 2021).

As espécies E. faecalis e E. faecium sdo consideradas a terceira e quarta espécie
patogénica causadora de infecdes associadas aos cuidados de salde mais prevalentes
em todo o mundo, sendo também as espécies mais frequentemente detetadas no intestino
humano (Torres et al. 2018). Tém a capacidade de transferir genes de resisténcia a
antibidticos para Staphylococcus aureus e Listeria spp. no trato intestinal humano ou
animal, ambiente e nos alimentos (Russo et al. 2018).

Num estudo realizado por Valenzuela et al. (2009) a alimentos artesanais de origem
animal, os resultados revelaram isolados resistentes a rifampicina, ciprofloxacina e
levofloxacina, para estas duas espécies. Observaram ainda resisténcia a tetraciclina e
eritromicina, para E. faecalis.

Noutro estudo, realizado por Soares-Santos et al. (2015), foram recolhidas 89
amostras de alimentos e superficies de processamento de alimentos de uma fabrica de
queijos, matadouro de suinos e de um hipermercado. Destas amostras foram isolados 132
Enterococcus, todos foram considerados resistentes a sulfametoxazol-trimetoprima, 58%
resistentes a quinupristina-dalfopristina, 55% a tetraciclina, 38% a rifampicina, 31% a
eritromicina, 7% a estreptomicina, 6% a penicilina, 4% ao cloranfenicol e 4% a
vancomicina. Estes resultados destacam a importancia da necessidade de redes de
vigilancia eficazes, para evitar a disseminacdo de microrganismos potencialmente
patogénicos ao longo da cadeia alimentar.

Pelo que foi dito anteriormente, o aumento do nimero de bactérias multirresistentes
€ um problema da atualidade, constituindo uma questéo de saude publica (Van Duin and
Paterson 2016). Sem a existéncia de novos procedimentos contra bactérias
multirresistentes, varias areas da medicina ficam comprometidas, como o tratamento do
cancro, transplantes e outros procedimentos cirdrgicos (Worthington and Melander 2013;
Van Duin and Paterson 2016). Segundo Van Duin and Paterson (2016) para diminuir a
resisténcia bacteriana aos antibioticos, seria ideal a remocéo dos antibiéticos da cadeia
alimentar, o tratamento eficaz de aguas residuais contaminadas (como as geradas por
fabricas farmacéuticas e instalacbes médicas) e a limitacdo do uso empirico,

frequentemente desnecessério, de antibioticos.
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3. Objetivos do estudo

Os queijos tradicionais portugueses sao parte importante do patrimoénio cultural
nacional, varios dos quais reconhecidos com a certificacdo de Denominacdo de Origem
Protegida (DOP). Apesar da microbiota autdctone destes produtos ser responsavel pelas
suas caracteristicas organoléticas, existem poucos estudos que analisem em detalhe estes
microrganismos. Deste modo, o presente estudo incidiu sobre 0s microrganismos
presentes em dois queijos tradicionais DOP — Azeitdo e Nisa.

Entre os anos de 2016 e 2019 foram recolhidas amostras de cinco queijarias de
Azeitdo e duas Nisa, incluindo todos os produtores certificados das regides em estudo.
Esses produtos foram anteriormente analisados quanto a composi¢do e diversidade
microbiana por varias alunas de mestrado (Batista 2017; Baptista 2018; Rocha 2019;
Eusébio 2020).

No seguimento dos estudos anteriores, o principal objetivo do presente trabalho foi
avaliar o potencial tecnoldgico e probidtico de bactérias acido laticas —BAL- isoladas de
queijos de Azeitdo e Nisa (microrganismos criteriosamente selecionados, com base nos
resultados prévios). Com o intuito de verificar o potencial tecnolégico das BAL, foram
cumpridas uma série de etapas, que permitiram reduzir o nimero de isolados em estudo,
com o objetivo de selecionar apenas 0s mais promissores. Assim, comegou por se avaliar
0 potencial antimicrobiano, seguido pela verificacdo da producdo de protease e lipase,
andlise da capacidade de acidificacdo do leite, multiplicacdo a diferentes temperaturas,
valores de pH e concentragfes de NaCl. Para os isolados mais promissores foi avaliado o
potencial de patogenicidade, nomeadamente avaliacdo das atividades hemolitica e
gelatinolitica e resisténcia a antibiéticos. Ainda foi realizada caracterizacdo do perfil

enzimatico e avaliacdo do potencial probiético.

4. Materiais e métodos
4.1. Isolamento de bactérias acido laticas

Entre os anos de 2016 e 2019 foram recolhidas amostras de queijos DOP
portugueses, produzidos em cinco queijarias de Azeitdo e duas de Nisa.

O isolamento de bactérias &cido laticas decorreu de acordo com o procedimento a
seguir descrito: adicionaram-se 25 g de queijo a 225 ml de solugéo de Ringer (Oxoid, Reino
Unido) num saco de stomacher, sendo a mistura homogeneizada por 90 s (ISO 6887-5,
2020) num Stomacher Lab Blender 400. Foi necessério que a recolha de 25 g de queijo
incluisse casca e interior, de modo que a amostra fosse representativa do produto em
estudo. O preparado obtido apés homogeneizagdo corresponde a suspensdo 107, tendo
servido de base para a preparacdo de diluicdes decimais seriadas, realizadas de acordo
com a ISO 6887-5, 2020.
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As diluicbes foram inoculadas em trés meios de cultura diferentes: Slanetz Bartley agar -
SBA (Scharlau, Espanha), Man Rogosa and Sharpe- MRS (Pronadisa, Espanha) e M17
(Oxoid, Reino Unido), utilizando o método de espalhamento & superficie. A ficha técnica
para o meio SBA foi acedida em Scharlab (2021), a ficha técnica do meio MRS acedida em
Condalab (2021) e a ficha técnica do M17 acedida em Oxoid (2021). Na Tabela 1 estéo
expressas as condi¢cdes necessarias para multiplicagcdo dos microrganismos em estudo.

Nota: Apesar de Enterococcus spp. e Lactococcus spp. serem géneros
pertencentes as bactérias acido laticas, sera feita uma distingdo ao longo dos materiais e
métodos e resultados, relacionada com os meios de cultura utilizados no isolamento
bacteriano a partir das amostras de queijo. Portanto, para as bactérias isoladas de meio
MRS, vai ser utilizada a designagao de “bactérias &cido laticas”, enquanto os
microrganismos provenientes de SBA ser&o nomeados Enterococcus spp. € os recolhidos
de meio M17, Lactococcus spp..

Tabela 1 - Meios de cultura e detalhes de incubacgéo para cada microrganismo.

Temperatura Caracteristicas
Microrganismos Meios de cultura e periodo de L. Atmosfera
. ~ das colonias
incubacao
Anaerobiose
Bactérias acido  Man Rogosa and 30°C/72h 0,5-2 mm; cor (Genbox anaer,
laticas Sharpe (MRS) bege claro BioMérieux,
Franca)
Aproximadamente
Enterococcus Slanetz Bartley 37°C /48 h 1 mm: cor Aerobiose
spp. agar (SBA)
vermelho escuro
Microaerofilia
Lactococcus M17 30°C/72h 1-2 mm; <.20r (Ge_anx anaer,
spp. branca; BioMérieux,

Franca)
Ap6s incubacédo e multiplicagdo microbiana, procedeu-se a contagem de unidades

formadoras de colonias (UFC) por grama de queijo, contabilizando para cada um dos meios
de cultura apenas as placas de Petri que continham entre 15 e 150 colonias (Roberts and

Greenwood, 2003). Logo que reunidos os dados necessarios foi aplicada a formula que se

1
X
diluicdo ~ volume do inéculo

segue: UFC / g = numero de colbnias x (Nota: a férmula deve ser

aplicada a duas diluices sucessivas contaveis e, apos os valores obtidos, ser realizada a
média.)

De seguida, selecionou-se para cada um dos meios de cultura, a placa de Petri com
0 maior numero contavel de colénias e ~20% dessas (selecionadas aleatoriamente) foram
repicadas para placas quadradas (120x120mm) contendo 0 mesmo meio, exceto para
Enterococcus spp. em que o meio utilizado foi Brain Heart Infusion (BHI) agar (Sharlau,
Espanha). As temperaturas e periodos de incubag¢do continuaram a ser os acima

mencionados.
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Adicionalmente, de modo a garantir a conservagao dos isolados de interesse por
periodos de tempo mais longos, procedeu-se a inoculacdo de cada microrganismo num
eppendorf contendo o respetivo meio agarizado (conservagdo a 4 °C). Também, num
criotubo, ressuspendeu-se cada cultura microbiana em 750 pl de APT (Scharlau, Espanha),
seguindo-se da adi¢cdo de 750 pul de glicerol (Scharlau, Espanha) a 40% (conservacao a -
80 °C). De seguida, a placa de Petri utilizada para selecdo e repicagem das coldnias,
adicionaram-se 500 pl de solucéo de Ringer (Oxoid, Reino Unido), de modo a suspender
todas as células bacterianas existentes. Por fim, retiraram-se 500 pl dessa suspensédo
bacteriana e adicionaram-se a um criotubo com 500 pl de glicerol a 40%, com o intuito de
conservar as suspensoes bacterianas a -80 °C.

4.2. Avaliagdo do potencial antimicrobiano

Os isolados selecionados com base em estudos anteriores (ver Tabela 2) foram
testados quanto a sua atividade antimicrobiana sobre as bactérias indicadoras: Listeria
monocytogenes CECT 935 (CECT-Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo), Enterococcus
faecalis ATCC29212, Bacillus cereus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC15442
e Escherichia coli ATCC25922 (ATCC-American Type Culture Collection).

Tabela 2 - Colec&o de microrganismos isolados de queijos DOP de Azeit&o e Nisa.

Microrganismos Ano Queijo de Azeitdo Queijo de Nisa Total
Al A2 A3 A4 A5 NO N10 isolados
Bactérias 4cido laticas 2016 5 4 5 5 6 5 5 35
2017 3 - 2 - 5 2 3 15
Enterococcus spp. 2016 7 2 5 4 4 4 6 32
2007 7 3 5 4 3 4 5 31
2009 9 5 6 9 - 2 3 34
Lactococcus spp. 2016 4 3 5 2 4 4 3 25
2007 6 6 2 3 4 3 3 27
2018 2 - - 2 - - - 4
203

Colecdo de microrganismos isolados em 2016 por Batista (2017), em 2017 por Baptista (2018), em
2018 por Rocha (2019) e em 2019 por Eusébio (2020).

A avaliagdo do potencial antimicrobiano decorreu tendo por base os estudos de
Cadirci e Citak (2005), Rao e Rao (2016) e Touret et al. (2018). Procedeu-se a inoculagéo
por picada (Ensaio 1) e riscado de 1,5 cm (Ensaio 2) dos microrganismos de interesse em
meio sélido (MRS, BHI ou M17; dependendo do isolado) e incubacdo nas condicdes
anteriormente descritas. Adicionalmente, os isolados em estudo foram inoculados em meio
liquido (MRS, BHI ou M17) e incubados durante a noite. Apos esse periodo, gotas de 20
ul de cada cultura (Ensaio 3) foram inoculadas em meio sdélido (MRS, BHI ou M17), seguida

de incubag&o nas condi¢des anteriormente descritas.
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Em paralelo, foram preparadas suspensfes bacterianas das estirpes indicadoras,
de acordo com o procedimento a seguir descrito: comegou por se inocular 0 microrganismo
em 5 ml de BHI liquido, seguindo-se incubac¢éo a 37 °C durante a noite. Apds esse periodo,
realizou-se uma diluicdo 1:10 da cultura e foi efetuada leitura da densidade 6tica a 600 nm
(Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech, Suécia), de modo a ajusta-las ao padrdao 0,5
McFarland, aproximadamente 1,5x108 UFC/ml (Dalynn Biologicals, 2021). Através da
leitura de densidade 6tica foi calculada a quantidade de UFC/ ml da cultura, sabendo que
o valor 1 de densidade ¢tica corresponde a 1,5x108 UFC/ml. Apés obtencdo do valor de
UFC por ml, realizou-se o célculo para saber quantos ml devem ser retirados da cultura
original, sabendo que a concentracgéo final pretendida é de 5x10° UFC. Assim, a quantidade
necessaria de suspensdo bacteriana foi recolhida para um microtubo e centrifugada
durante 15 min, a 14.000 rpm (Hermle Z233 M-2, Alemanha). O sobrenadante foi
deprezado e o pellet ressuspendido em 100 ul de solucdo de Ringer (Oxoid, Reino Unido)
com o auxilio de vortex (Labnet VX-200, Estados Unidos), para garantir a homogeneizagéao
total.

Nota: Todas as suspensdes bacterianas preparadas ao longo do trabalho
(independentemente de corresponderem a isolados ou estipes indicadoras), foram
realizadas como acima descrito, variando apenas o meio de cultura e condi¢bes de
incubacéo.

De seguida, a suspenséo bacteriana foi adicionada a um tubo de ensaio contendo
15 ml de BHI com 0,7% agar (Sharlau, Espanha) que esteve previamente reservado hum
banho (Memmert W350, Alemanha) a 50 °C. Apoés agitacao ligeira no vortex, o meio de
cultura com a bactéria indicadora foi vertido sobre as placas de Petri em que inocularam
os isolados de interesse (potenciais produtores) em picada (ensaio 1), em riscado (ensaio
2) e em gota (ensaio 3). Assim que a sobrecamada solidificou, a placa foi colocada a
incubar a 37 °C durante a noite. Considerou-se que o isolado possuia potencial
antimicrobiano, sempre que se observaram halos de inibicdo, impedindo a multiplicacéo da
bactéria indicadora em redor do microrganismo em estudo. O diametro dos halos foi

registado (em mm), para posterior comparacao.

4.3. Avaliacao do potencial tecnologico
4.3.1. Multiplicagdo em diferentes condigdes

A capacidade de multiplicacédo a diferentes temperaturas, 4, 10, 20, e 37 °C, foi
avaliada tendo por base a metodologia descrita de Leroi et al. (2012). As BAL foram
inoculadas em MRS agar, Lactococcus spp. em M17 agar e Enterococcus spp. em BHI

agar. Durante os sete dias de incubacédo as placas foram observadas diariamente, tendo
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sido registados como positivos 0s isolados que apresentaram multiplicacdo visivel a
determinada temperatura, e negativos sempre que nao se observou multiplicacéo.

Para avaliar a multiplicacao a diferentes concentra¢cfes salinas, 1, 2,5 e 5% (p/v)
NaCl (Merck, Alemanha), recorreu-se ao método descrito por Meng et al. (2018). Cada
meio de cultura, BHI agar, M17 agar ou MRS agar, foi suplementado com as concentracdes
salinas anteriormente referidas. Apés inoculacao por riscado e incubacao durante 48 h, a
30 °C para as BAL e Lactococcus spp. e 37 °C para Enterococcus spp., foram registados
como positivos os isolados que apresentaram multiplicacdo visivel a determinada
concentracao salina, e negativos os isolados em que ndo se observou multiplicacéo.

A capacidade de multiplicagdo em meios suplementados com 0,5% de bilis foi
avaliada tendo por base a metodologia descrita por Argyri et al. (2013). Cada meio de
cultura, BHI agar, M17 agar ou MRS agar, foi suplementado com 0,5% (p/v) bilis (Biokar
Diagnostics, Franca). Apoés inoculagéo por riscado e incubacgéo durante 48 h, a 30 °C para
as BAL e Lactococcus spp. e 37 °C para os Enterococcus spp., foram registados como
positivos para resisténcia a bilis os isolados com multiplicacao visivel, e negativos os
isolados em que ndo se observou multiplicagao.

A reprodutibilidade dos ensaios em placa foi avaliada pela realizacdo de 10% de

réplicas bioldgicas.

4.3.2. Capacidade de acidificacdo do leite

A capacidade de acidificacdo do leite foi determinada por inoculagéo dos isolados
de interesse em 1 ml de leite de ovelha (fornecido pelas queijarias), metodologia adaptada
de Fuka et al. (2017). Posteriormente, procedeu-se a incubacgéo durante 24 h a 30 °C para
as BAL e Lactococcus spp. e a 37 ‘C para Enterococcus spp.. Apés 2, 6 e 24 h de
incubacéo foi registado o valor de pH utilizando tiras indicadoras. A reprodutibilidade dos

ensaios foi avaliada pela realizagdo de 10% de réplicas biologicas.

4.3.3. Producéao de lipase e protease

A producéo de lipase foi avaliada utilizando o meio de cultura Spirit Blue Agar (Difco,
Estados Unidos) suplementado com substrato de lipase (Difco, Estados Unidos),
metodologia adaptada de Camara et al. (2019). O meio, inoculado por picada, foi incubado
durante 48 h a 30 °C para as BAL e Lactococcus spp. e a 37 °C para Enterococcus spp.. O
teste foi considerado positivo sempre que se observaram halos transparentes a volta das
coldnias, correspondentes a degradacéo dos lipidos presentes no meio de cultura.

A producdo de protease foi avaliada apds inoculacdo em meio de cultura preparado
com 20 g de skim milk (PanReac AppliChem, Alemanha), 4 g de agar (Scharlau, Espanha)

e 200 ml de &gua destilada, metodologia adaptada de Carlos et al. (2009) e Dias et al.
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(2019). O meio, inoculado por picada, foi incubado durante 48 h a 30 °C para as BAL e
Lactococcus spp. € a 37 °C para Enterococcus spp.. O teste foi considerado positivo
sempre que se detetaram halos transparentes a volta das colonias.

A reprodutibilidade dos ensaios foi avaliada pela realizacdo de 10% de réplicas

bioldgicas.

4.4. Avaliacdo do potencial patogénico
4.4.1. Atividade hemolitica e gelatinolitica

A atividade hemolitica foi avaliada através da inoculag¢é@o dos isolados de interesse
em placas de Columbia agar suplementado com 5% de sangue de cavalo (Frilabo,
Portugal), metodologia adaptada de Touret et al. (2018). As placas inoculadas por riscado
foram incubadas durante 72 h a 30 °C para as BAL e Lactococcus spp. e a 37 °C para
Enterococcus spp.. Os isolados rodeados por um halo transparente foram classificados
como B-hemoliticos (lise total dos eritrécitos), os rodeados por um halo verde classificados
como a-hemoliticos (lise parcial dos eritrdcitos) e os isolados sem halo foram classificados
como y-hemolitico (ndo ocorre lise).

A atividade gelatinolitica foi avaliada através da inoculagdo dos isolados de
interesse em meio de cultura preparado com 2,5 g de peptona (Difco, Estados Unidos), 1,5
g de extrato de levedura (Scharlau, Espanha), 15 g de gelatina (Oxoid, Reino Unido), 10 g
de agar (Scharlau, Espanha) e 500 ml de agua destilada, metodologia adaptada de
Domingos-Lopes et al. (2017). Os isolados foram incubados durante 48 h a 30 °C para as
BAL e Lactococcus spp. e a 37 °C para os Enterococcus spp.. Apos o periodo de incubagéo
foi adicionada uma solucdo saturada de sulfato de amonio, de forma a cobrir a superficie
do meio, por 1 h a temperatura ambiente e 15 minutos a temperatura de refrigeracdo. Os
isolados rodeados de um halo transparente foram considerados gelatinoliticos.

A reprodutibilidade dos ensaios em placa foi avaliada por realizagdo de 10% de

réplicas biolégicas.

4.4.2. Resisténcia a antibioticos

A técnica da difusdo em disco foi utilizada para avaliar a resisténcia aos antibioticos
(CLSI, 2016). As BAL foram incubadas em meio MRS agar, Lactococcus spp. em meio
M17 agar e Enterococcus spp. em BHI agar. Cada cultura bacteriana, proveniente de
placas incubadas durante a noite, foi adicionada a 500 pl de Ringer (Oxoid, Reino Unido)
e ajustada ao padrdo 0,5 McFarland (aproximadamente 1,5x108 UFC/ml). De seguida a
suspensdo bacteriana foi inoculada numa placa de Petri quadrada (meio de cultura
adequado para cada tipo de microrganismo) com o auxilio de um espalhador.

Posteriormente foram distribuidos os discos de antibiéticos, (Liofilchem, Italia) devidamente
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separados para facilitar a visualizacdo e medi¢cédo dos halos. As placas foram incubadas a
37 °C para Enterococcus spp. e a 30 'C para BAL e Lactococcus spp. durante 24 h. Apés
incubacao, foram medidos os didmetros dos halos (mm) e interpretados de acordo com os
critérios definidos por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016) e European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2021) para Enterococcus spp.
e interpretados de acordo com Charteris et al. (1998) e Touret et al. (2018) para
Lactococcus spp. e BAL. Todos os antibiéticos utilizados, a concentra¢do correspondente,
a classe e alvo sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Concentracdo (ug), classe e alvo dos antibidticos utilizados no ensaio de difuséo

em disco.

Antibiético BAL Enterococcus Lactococcus Classe Alvo
Teicoplanina - 30 - Glicopéptidos
Vancomicina 30 30 30 .

— Sintese
Aquwllma/ i da

Acido 30 - Penicilinas Parede

clavulanico Celular

Ampicilina 10 10 10
Tetraciclina 30 30 30 Tetraciclinas
Ciprofloxacina - 5 - Quinolonas Sintese
Levofloxacina - 5 - de DNA
Canamicina 30 - 30

Estreptomicina 10 300 10 Aminoglicosideos

Gentamicina 10 120 10
Cloranfenicol 30 30 30 Cloranfenicol .
Quinupristina/ ; Slnte_se

. - 15 - Estreptograminas  Proteica
Dalfoprostina
Clindamicina 2 - 2 Lincosamides
Eritromicina 15 15 15 Macrolidos
Linezolide - 30 - Oxazolidinonas

4.5. Avaliacdo do potencial probidtico
4.5.1. Multiplicagédo a diferentes valores de pH

A capacidade de multiplicacdo a pH 2, 7 e 8,5 foi avaliada em ensaios, utilizando
microplacas de 96 pocos (VWR, Estados Unidos), metodologia adaptada de Touret et al.
(2018). Utilizaram-se os meios liquidos MRS, BHI e M17 ajustados aos diferentes valores
de pH. Para esse ajuste utilizou-se NaOH ou HCI até obtencédo dos valores pretendidos.
Para inoculacdo das microplacas utilizaram-se 2 pl de suspenséo bacteriana, preparada
como previamente descrito (ver 4.2.), que foi adicionada a 198 ul de meio de cultura (MRS,
BHI ou M17; ajustados a pH 2, 7 ou 8,5). Estes ensaios ocorreram em triplicado e as
microplacas foram incubadas durante 48 h a 37 °C. Apls 24 e 48 h de incubacéo foi
registada leitura de densidade 6tica a 620 nm, utilizando um leitor de microplacas (Tecan

Sunrise, Suica) e o software XFLUORA4.
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4.5.2. Atividade enzimatica

A capacidade de produzir diferentes enzimas, foi avaliada utilizando galerias API
ZYM (BioMérieux, Franca), de acordo com as instru¢ces do fabricante. Com este método
€ possivel estudar rpida e simultaneamente a producao de 19 enzimas: fosfatase alcalina,
esterase (C4), esterase lipase (C8), lipase (C14), leucina arilamidase, valina arilamidase,
cistina arilamidase, tripsina, a-quimotripsina, fosfatase acida, naftol-AS-Bl-fosfohidrolase,
a-galactosidase, B-galactosidase, B-glucuronidase, a-glucosidase, B-glucosidase, N-acetil-
B-glucosaminidase, a-manosidase e a-fucosidase. O registo dos resultados foi realizado

seguindo as indicacdes do fabricante.

4.6. Métodos moleculares
4.6.1. Identificacdo ao nivel de género e espécie

O DNA de cada isolado foi extraido tendo por base o método da fervura (Millar et
al. 2000). Deste modo, com auxilio de um palito estéril, foi retirada parte da colénia de
interesse para um eppendorf contendo 50 pl de tampao Tris-EDTA com Tris-HCI 10mM e
EDTA 1mM (Sigma-Aldrich, Reino Unido) e Tween 20 a 0,1% (v/v). De seguida, a amostra
foi submetida a temperatura de 100 ‘C durante 10 min, seguida de choque térmico por
colocacdo em gelo. Por fim, procedeu-se a centrifugacao a 14000 rpm durante 5 min, numa
centrifuga Hermle Z233 M-2 (Hermle, Alemanha) e o sobrenadante foi utilizado nas
reacOes de PCR subsequentes.

A identificacdo ao nivel de género e espécie foi avaliada por PCR-multiplex (ver
Tabela 4). As estirpes de referéncia utilizadas como controlo foram Enterococcus durans
QN10 (Colecéo de Enterococcus spp., Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
de Lisboa), Enterococcus faecalis MMH594 (gentilmente cedida por Pascale Serror, Unité
des Bactéries Lactiques et Pathogenes Opportunistes, INRA, Jouy-en-Josas, Franca),
Enterococcus faecium DSMZ 20477 (obtida de Deutche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkuturen GmbG, Braunschweig, Alemanha), Lactococcus lactis ATCC19435
(gentilmente cedida por Dragica Damnjanovic, School of Biotechnology and Biomolecular
Sciences, Faculty of Science, UNSW Sydney, Kensington, Australia), Lactococcus lactis
spp. cremoris (gentiimente cedida por Dragica Damnjanovic, School of Biotechnology and
Biomolecular Sciences, Faculty of Science, UNSW Sydney, Kensington, Australia),
Lactobacillus plantarum CECT 220 (Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo), Lactobacillus
paracasei Lb446R (gentiimente cedida por Luisa Brito, Cole¢&o do Instituto Superior de
Agronomia da Universidade de Lisboa), Leuconostoc mesenteroides CECT 219 (Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo) e Leuconostoc citreum CECT 4025 (Coleccion Espafola de

Cultivos Tipo).
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A mistura da reacao para um volume total de 20 pl foi: 10 pl taq Master Mix 2X (taq

DNA Polymerase, tampao com 55 mM MgCI2 e dNTPs 400 uM de cada) (Bioron,
Germany), 0,25 pl de cada primer (12,5 pmol) e 1 ul de DNA. Para amplificacao foi utilizado

um termociclador Doppio (VWR, Estados Unidos) e as condi¢cdes de amplificacdo estéo

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Detalhes acerca dos primers utilizados para a identificacdo ao nivel de género e

espécie para Enterococcus e identificagdo ao nivel

Lactobacillus e Leuconostoc.

de género para Lactococcus,

Tamanho do

Programa de

Alvo Primers Sequéncia dos primers (5’-3’) produto (pb) PCR Referéncia
DI: 95 °C 5min
35 ciclos 95 °C
Enterococcus Entl TACTGACAAACCATTCATGATG 112 1min Ke et al.
spp. A: 55 °C 1min (1999)
E: 72°C 1min
Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC El: 72 °C 5min
E durans DU1 GCAAGGCTTCTTAGAGA 205 DI: 95 °C 5min
' DU2 CATCGTGTAAGCTAACTTC 35 ciclos 95 °C
E faecalis FL1 ACTTATGTGACTAACTTAACC 360 Imin _ Jackson et
' FL2 TAATGGTGAATCTTGGTTTGG A: 60 °C 1min al. (2004)
E faecium FM1 GAAAAAACAATAGAAGAATTAT 215 E: 72°C 1min
) FM2 TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA El: 72 °C 10min
DI: 95 °C 5min
35 ciclos 95 °C
Lactococcus Hisl CTTCGTTATGATTTTACA 933 1min Corroler et
spp. A: 45 °C 1min al. (1999)
E: 72 °C 1min
His2 CAATATCAACAATTCCAT El: 72 °C 5min
LbLMA1 CTC AAA ACT AAA CAA AGT DI: 95 °C 5min Dubernet
Lactobacillus -rev TTC 250 35 ciclos 95 °C et al
spp. R16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT 30s (2002')
CA A: 55°C 30s
Leuconostoc LeucA CACTTT GTC TCC GAA GAG 613 E: 72°C 1min Macian et
spp. LeucS AAG CAC TGT TGT ATG GGA El: 72 °C 10min al. (2004)

Legenda: DI — Desnaturagao Inicial; A — Anneling; E - Extensdo; El — Elongamento.

Por fim, foi preparado o gel de agarose a 1% com tampédo TBE 0,5X (40 mM de

Tris-Cl, 45 mM de acido borico e 1 mM de EDTA). Na eletroforese foi utilizada uma mistura

de 8 yl de produto de PCR com 1 pl de fluorocromo Gelstar10X (Lonza, Estados Unidos) e

1 pl de azul de bromofenol, realizando-se a separacdo dos amplices a 90 V durante 50

min. O marcador utilizado foi NZYDNA Ladder VI (NZYTech, Portugal) e a visualizag&o do

gel foi feita com o ChemiDoc XRS+ e o software ImageLab (BIO-RAS, Estados Unidos).
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4.6.2. Fatores de viruléncia

Apébs a extracdo de DNA (Millar et al. 2000), a presenca de genes de viruléncia foi
avaliada por PCR-multiplex (ver Tabela 5). A mistura da reacdo para um volume total de
20 pl foi: 10 pl taqg Master Mix 2X (tag DNA Polymerase, tampéao com 5,5 mM MgCI2 e
dNTPs 400 uM de cada) (Bioron, Germany), 0,25 pl de cada primer (12,5 pmol) e 1 pl de
DNA.

Para amplificacéo foi utilizado um termociclador Doppio (VWE, Estados Unidos),
em que foram utilizadas as seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial a 95 °C durante 5
min; seguindo-se de 35 ciclos a 95 °C durante 30 s; annealing a 55 °C durante 30 s;
extensdo a 72 °C durante 1 min e elongamento final a 72 °C durante 10 min.

Por fim, foi preparado o gel de agarose a 1% com tampdo TBE 0,5X (40 mM de
Tris-Cl, 45 mM de acido borico e 1 mM de EDTA). Na eletroforese foi utilizada uma mistura
de 8 pl de produto de PCR com 1 pl de fluorocromo Gelstar10X (Lonza, Estados Unidos) e
1 ul de azul de bromofenol, realizando-se em tampéo TBE 0,5X a 90 V durante 50 min. O
marcador utilizado foi NZYDNA Ladder VI (NZYTech, Portugal) e a visualizagdo do gel foi

feita através do ChemiDoc XRS+ com o software ImageLab (BIO-RAS, Estados Unidos).

Tabela 5 - Detalhes acerca dos primers utilizados para a pesquisa de genes de viruléncia.

Fatores de A . . s Tamanho feranci
Vviruléncia gene Sequéncia dos primers (5-3") do produto Referéncia
(pb)
Citolisina ovia TAGCGAGTTATATCGTTCACTGTA Logo Semedo et al.
y CTCACCTCTTTGTATTTAAGCATG (2003)

Gelatinase olE ACCCCGTATCATTGGTTT 41 Eaton e
9 ACGCATTGCTTTTCCATC Gasson (2001)

Szméﬁ'{;?eddee o TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 0a3 Eaton e
Em%m coccus P GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA Gasson (2001)

Substancia AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC 1553 Eaton e
de agregagdo 299 AAACGGCAAGACAAGTAAATA Gasson (2001)

Foi utilizada a estirpe QSE123 (Colecdo de Enterococcus spp., Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Lisboa) como controlo positivo para os genes agg, cylA, esp e gelE.

4.6.3. Pesquisa de genes codificadores de bacteriocinas

Ap0s extracdo de DNA (Millar et al. 2000), a presenca de genes codificadores para
diferentes bacteriocinas foi avaliada através de PCR-multiplex (ver Tabela 6). A mistura da
reacdo para um volume total de 20 pl foi: 10 ul tag Master Mix 2X (tag DNA Polymerase,
tampéao com 5,5 mM MgCI2 e dNTPs 400 uM de cada) (Bioron, Germany), 0,25 ul de cada
primer (12,5 pmol) e 1 pl de DNA.
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Para amplificacdo foi utilizado um termociclador Doppio (VWR, Estados Unidos),

nas condicdes seguintes: desnaturacao inicial a 95 °C durante 5 min; seguindo-se de 35

ciclos a 95 °C durante 1 min; annealing dependente do primer utilizado (consultar Tabela

6); extensdo a 72 °C durante 1 min e elongamento final a 72 °C durante 5 min.

Tabela 6 - Detalhes acerca dos primers utilizados para pesquisa dos genes estruturais que

codificam para diferentes bacteriocinas.

Tamanho
Enterocina . N . o do Anneling a
AlVO Primers Sequéncia dos primers (5°-3") produto °C) Referéncia
(pb)
A EntA-F TTAGGTGGAGCAATTCCAGG 294 55°C 1 Pangallo et
EntA-R CCAGCAGTTCTTCCAATTTCA min al. (2004)
AS48 -1 AATAAACTACATGGGT 48°C 1 Martinez-
AS-48 AS48-5 CCAAGCAATAACTGCTCTTT 37t min ;”?1”;9;
B EntB-F CGAAAGAGATGAAACAAATTATCG 151 60°C 1 Pangallo et
EntB-R CATGCTAGTGGTCCTTTTGGG min al. (2004)
E21-4 GCAGCTAAGCTAACGACT 48 °C Sanchez-
EJ97 E21-9 AGGGGAAGGGGAACAGA 219 1min :Ild?ZI%gS(?)t
RH114 GGACTAGTGATCTTAATTAGGAGG
Enterolysin GG 1086 60°C 1 Hickey et
A CCCAAGCTTTGCATAATCCTACTGT min al. (2004)
RH115 C
Ent50A
B-E GGAGCAATCGCAAAATTAGTAG 550C 1 Pangallo et
L50AB Ent50A 231 min al. (2004)
B-R TGTCCAATAAATTGCATGATTTG ’
= EntP-F GATGCAGCTACGCGTTCATA 206 55°C 1 Pangallo et
EntP-R GGGTGGCTAATGCTGTTTCA min al. (2004)
GGAATAAGAGTAGTAGTGGAATACT o .
0 EntQ-F GATATGAGAC 653 Gomii 1 ClrEtzaosO(ce)'; al.
EntQ-R AAAGACTGCTCTTCCGAGCAGCC
31 Ent31-F TGTGGCATTATTGGGATTGG 448 55°C 1 Pangallo et
Ent31-R TTTTTGGCCCTCTTTAGTCACA min al. (2004)
1071-F ATGAAGCAATATAAAGTATTGAATG Maldonado-
1071 785 55°C1 Barragéan et
1071-R TTACTTAATTAAATAGTTCAGTACA min al (290 09)

Foram utilizadas as estirpes de referéncia L50 como controlo para Ent31, Ent50AB, EntB, EntQ e RH114 e
RH115, 2771 controlo para 1071, EntA, EntP, EntB, EntQ e RH114 e RH115 e 2772 controlo para 1071, EntA
e EntP. As estirpes de referéncia (L50, 2771 e 2772) foram gentilmente cedidas por Giorgio Giraffa, Agriculture

Research Council, Research Centre for Fodder Crop and Dairy Productions (CRA-FLC), Lodi, Italia.

Por fim, foi preparado o gel de agarose a 1% com tamp&o TBE 0,5X (40 mM de

Tris-Cl, 45 mM de acido borico e 1 mM de EDTA). Na eletroforese foi utilizada uma mistura

de 8 yl de produto de PCR com 1 pl de fluorocromo Gelstar10X (Lonza, Estados Unidos) e

1 pl de azul de bromofenol, realizando-se em tampéo TBE 0,5X a 90 V durante 50 min. O

marcador utilizado foi NZYDNA Ladder VI (NZYTech, Portugal) e a visualizagéo do gel foi

feita com ChemiDoc XRS+ e o software ImageLab (BIO-RAS, Estados Unidos).
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4.7. Tolerancia a condi¢cOes gastrointestinais e capacidade de auto-agregacao
e co-agregacao

Para simular condi¢des presentes no estdmago e intestino, e avaliar a capacidade
de auto-agregacgéo e co-agregacao, teve-se por base o estudo de Grujovi¢ et al. (2019).
Durante 48 h BAL foram inoculadas em MRS liquido, Lactococcus spp. em M17 liquido e
Enterococcus spp. em BHI liquido durante 24 h. Apdés o periodo de incubacgéo, suspensdes
bacterianas foram ajustadas ao padréao 0,5 McFarland, como anteriormente descrito (4.2.).

De modo a simular as condi¢cbes encontradas no estébmago, foi preparada uma
mistura com 0,5% NaCl (Merck, Alemanha) e 0,22% pepsina (Merck, Alemanha) em agua
destilada. O pH da solucédo foi ajustado a 2 com adicdo de HCI, que foi seguidamente
esterilizada utilizando filtro para seringa com poro da membrana 0,2 um (Membrane
Solutions, Estados Unidos). Deste preparado, foram distribuidos por pogos de microplacas
198 pl e adicionados 2 pl de suspenséo bacteriana em cada pogo. As microplacas foram
incubadas durante 3 h a 37 °C, para simular o periodo de tempo que os alimentos
permanecem em contacto com o suco gastrico no estbmago. Por outro lado, para simular
as condi¢bes do intestino delgado, foi preparada uma mistura com 0,5% NaCl (Merck,
Alemanha), 0,2% pancreatina (U.S.P, The Wilson laboratories) e 0,4% bilis (Biokar
Diagnostics, Franca) em agua destilada. O pH foi ajustado a 8 com adicdo de NaOH e a
esterilizacdo realizada com filtro para seringa de poro 0,2 um (Membrane Solutions,
Estados Unidos). Deste preparado 198 ul foram distribuidos por pocos de microplacas e
adicionados 2 pl de suspensao bacteriana. As microplacas foram incubadas durante 4 h a
37 °C, para simular o periodo de tempo que os alimentos permanecem no intestino. Para
ambos 0s ensaios acima descritos, a determinagdo do nimero de microrganismos viaveis,
foi realizada retirando uma gota de 20 pl de cada poco, seguida de inoculagdo em meio de
cultura sélido e incubacéo durante a noite. A percentagem de sobrevivéncia dos isolados
nas condigcbes simuladoras de estdmago e intestino (TGI-trato gastrointestinal), foi
calculada através da férmula abaixo apresentada, em que UFC corresponde a contagem
das unidades formadoras de colénias:

UFC 40 isolado testado nas diferentes condicoes TGI

% Sobrevivéncia = 2%
il do isolado testado em meio sem enzimas a 37 °C

Adicionalmente, para avaliar o potencial de colonizacédo do trato gastrointestinal,
analisou-se a capacidade de auto-agregacao dos isolados. Aos po¢os que, previamente,
continham 198 pl de tampé&o fosfato 0,1 M, adicionaram-se 2 pl de suspenséo bacteriana.
Seguiu-se incubacgdo durante 24 h a 37 °C, sendo que foi registada leitura da densidade
Optica a 620 nm utilizando um leitor de microplacas (Tecan Sunrise, Suica) e software
XFLUOR4 as 1, 2, 3, 4, 5 e 24 h de incubacado. A percentagem de auto-agregacao foi

calculada através da formula apresentada abaixo, em que A: corresponde a absorvancia a
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620 nm do in6culo depois da incubacéo e A, corresponde a absorvancia do inéculo antes

da incubacéo.

% Agregacao = (AE’A_—:”) * 100 (Grujovic¢ et al. 2019)

Para estimar o potencial de co-agregacéo dos isolados em estudo com Escherichia
coli ATCC25922, aos pocos que continham 196 pl de tampéo fosfato 0,1 M e 2 pl de
Escherichia coli (preparada como descrito em 4.2.), adicionaram-se 2 pl de suspensao
bacteriana dos microrganimos em avaliacdo. Seguiu-se incubacéo durante 2 h a 37 °C,
sendo que apds este periodo de tempo foi registada leitura da densidade Optica a 620 nm
em leitor de microplacas e software XFLUOR4. A percentagem de co-agregacao foi
calculada com a férmula acima apresentada, em que A corresponde a absorvancia a 620
nm do inoculo depois de incubacédo a 2 h e A, corresponde a absorvancia do inéculo antes

de incubacédo. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

5. Resultados e Discusséo

O presente estudo, insere-se num projeto que se iniciou em 2016. Desde esse ano
tém vindo a ser estudados queijos de Azeitdo e Nisa com DOP, provenientes de diferentes
gueijarias: as amostras de queijo de Azeitdo pertencem a cinco queijarias (A1-A5) e as
amostras de queijo de Nisa a duas (N9 e N10). O estudo iniciou-se pela caracterizacdo
fisico-quimica e microbiolégica das amostras recolhidas em 2016 (Batista 2017), seguindo-
se 0 estudo e comparacgéao da diversidade microbiana dos queijos de 2016 e 2017 (Baptista
2018). Posteriormente, foi feita a comparacdo da diversidade microbioldgica ao longo do
tempo (queijos de 2016, 2017 e 2018) e, também, a avaliagdo do potencial patogénico
desses isolados (Rocha 2019). No estudo seguinte, foi feita a comparacdo dos isolados
anteriores com microrganismos recolhidos em 2019, tendo sido aprofundada a analise do
potencial de patogenicidade de Enterococcus spp. (Eusébio 2020).

Assim sendo, desde 2016 foram isolados um total de 203 microrganismos (para
detalhes consultar a Tabela 2 do ponto 4.2.): 50 bactérias acido laticas, 97 Enterococcus
spp. e 56 Lactococcus spp. A partir desta colecdo de microrganismos, o presente estudo
teve como intuito avaliar o potencial tecnolégico e probiético de bactérias acido laticas,

isoladas de queijos de Azeitdo e Nisa DOP.

5.1. Avaliagdo do potencial antimicrobiano

O método spot on lawn (por picada, identificado no “Material e Métodos” como
ensaio 4.2.) foi realizado aos 203 isolados em estudo, utilizando como indicadora Listeria
monocytogenes. Segundo Cadirci e Citak (2005), esta metodologia é simples e adequada

para pesquisa de atividade antimicrobiana, uma vez que a formacéao de halo significa que
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o isolado inibe a multiplicacdo da bactéria indicadora. Listeria monocytogenes foi a
indicadora escolhida, por ser uma bactéria patogénica Gram-positiva de origem alimentar,
capaz de multiplicar entre 1 — 45 °C, tolera altos niveis de concentracdo salina e baixos
valores de pH (Ribeiro et al. 2014). Sendo responsavel por causar infecbes, surtos de
origem alimentar e, por vezes, a morte. Os grupos de risco (gravidas, recém-nascidos,
individuos imunodeprimidos e idosos) sdo os mais afetados (Margalho et al. 2020).

Dos 203 isolados submetidos a esta metodologia, 50 BAL (100%), 74 Enterococcus
spp. (76%) e 30 Lactococcus spp. (54%), ou seja, 76% dos isolados, apresentaram
atividade antimicrobiana sobre L. monocytogenes (consultar Tabela 11 do Anexo 1). Estes
resultados vao de encontro ao estudo realizado por Ahmadova et al. (2013), onde foi
demonstrada forte atividade inibitéria de Enterococcus faecium sobre L. monocytogenes,
sendo a maioria das estirpes testadas inibida. Por outro lado, o estudo de Sant'Anna et al.
(2017) e Margalho et al. (2020) em queijos artesanais do Brasil, mostrou que Vvarios
isolados pertencentes as BAL apresentaram elevado potencial antimicrobiano sobre L.
monocytogenes. Ainda, um estudo (Dias et al. 2019) debrugado, sobre Lactococcus lactis
e Enterococcus faecalis, provenientes de leite de ovelha, mostraram inibicdo sobre L.
monocytogenes.

Com base nos resultados de inibi¢cdo, procedeu-se a sele¢éo dos isolados a utilizar
nos estudos subsequentes. Como critério de sele¢éo, teve-se em consideracao os isolados
gue apresentaram maior halo de inibicdo sobre a bactéria indicadora. Para além disso,
procuramos manter a diversidade da amostra, ou seja, foram escolhidos isolados de
diferentes anos e origens (regides e queijarias). Portanto, foram eliminados 160 isolados:
as BAL foram reduzidas de 50 para 12, enterococos de 97 para 20 e lactococos de 56 para
11. Na Tabela 7 estéo representados os didmetros dos halos de inibicdo obtidos para os

isolados selecionados para os estudos seguintes.

Tabela 7 — Diametro dos halos de inibicdo (mm) sobre Listeria monocytogenes, pelo método

spot on lawn.

BAL Enterococcus spp. Lactococcus spp.

2016 H 2017 H 2016 H 2017 H 2019 H 2016 H 2017 H
Al.3 7 Al7 13| A140 45 Al1l6 45 Al1l9 10| Al47 11 N9.14 5
A2.7 6 A3.8 15| A2.48 4 A217 45 A220 12| A260 6,5 N10.29 4
A3.14 5 A523 13| A3.34 45 A39 7 A3.2 8 A36 65

Ad4.44 6 N9.4 15| A4.19 5 A4.6 6 A4.16 5 | A4.60 5 2018 H
A5.19 8 N10.11 20| A5.17 4  AbL.18 6 NO9.1 3 | A531 8 All11 4
N9.16 9 N9.25 5 N9.10 8 N10.14 4 | N948 7,5 A4.10 5
N10.15 17 N10.46 6 N10.27 7 N10.56 6,5

Legenda: H — Halo em milimetros.
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Os resultados mostram que BAL apresentaram maiores halos de inibicdo (5 — 20
mm) sobre L. monocytogenes, comparativamente aos halos produzidos por Enterococcus
spp. (3 — 12 mm) e Lactococcus spp. (4 — 11 mm). Nas BAL os isolados de 2017 exibiram
halos maiores, comparativamente aos de 2016, sendo N10.11.2017 o isolado que produziu
maior halo, dos 43 em estudo. Ja nos enterococos, os isolados de 2017 e 2019 exibiram
halos de dimenséao superior, comparativamente aos de 2016, sendo N9.1.2019 o isolado
gue produziu menor halo. Os lactococos de 2016 foram os que exibiram halos de maior
dimenséao.

Face aos resultados obtidos, os isolados referidos revelaram possuir atividade
antimicrobiana sobre L. monocytogenes, um indicio importante, uma vez que poderao
contribuir para excluir ou inibir competitivamente esta bactéria patogénica de origem
alimentar. No entanto, a natureza desse efeito ndo ficou completamente esclarecida. Esta
descrito que as BAL podem produzir diferentes compostos antimicrobianos
nomeadamente, acidos organicos (latico, acético, formico), peréxido de hidrogénio, diacetil
e bacteriocinas (Ahmadova et al. 2013). Deste modo, teriam de ser realizados mais estudos
para aferir qual a natureza do composto responsavel pelo efeito observado. De qualquer
forma, o facto de os isolados possuirem capacidade de inibir uma bactéria patogénica é
um resultado relevante, uma vez que microrganismos com esta caracteristica, quando

presentes nos alimentos que consumimos, contribuem para a seguranca dos mesmos.

5.2. Avaliacdo do potencial tecnolégico

Os 43 isolados mais promissores (Tabela 7), foram seguidamente avaliados quanto
a capacidade de multiplicagdo em diferentes condi¢cbes, acidificacdo do leite e verificacao
da producédo de lipase e protease. Estes ensaios foram realizados em paralelo e visaram

a caracterizacdo do potencial tecnolégico dos isolados.

5.2.1. Multiplicacao em diferentes condic¢des

Os isolados foram submetidos, durante sete dias, as seguintes temperaturas: 4 °C
para representar a temperatura de refrigeracdo; 10 °C representando uma das
temperaturas utilizadas na industria alimentar; 20 °C como temperatura ambiente e 37 °C
a temperatura corporal humana. A maioria dos isolados conseguiram multiplicar-se as
diferentes temperaturas testadas. No entanto, os isolados presentes na Tabela 8, ndo

conseguiram multiplicar-se em pelo menos uma das condi¢des avaliadas.

39



Tabela 8 — Isolados que n&o se multiplicaram a pelo menos uma das temperaturas testadas.

Isolado Temperatura a que ndo multiplicou
BAL A1.3.2016 4°C
A2.7.2016 4°C
A5.23.2017 4°C
N10.11.2017 4°C
Lactococcus spp. A2.60.2016 4°C,10°C,20°Ce 37°C
A4.60.2016 4°C,10°C,20°Ce 37°C
N10.56.2016 4°C,10°C,20°Ce 37°C

Analisando os resultados obtidos: as BAL que ndo se multiplicaram a 4 °C néo
serdo, provavelmente, viaveis quando o produto alimentar for colocado em refrigeracao.
Situacao distinta do que ocorreu com lactococos, que ndo se multiplicaram a nenhuma das
temperaturas. Este resultado ambiguo estara provavelmente relacionado com problemas
associados as culturas utilizadas, por exemplo perda de viabilidade ao longo do tempo,
uma vez que era expectavel observar multiplicacdo a 20 e 37 °C (temperaturas préoximas
das suas condic@es 6timas de multiplicacao (Ray 2001)).

Quanto a avaliacdo da capacidade de multiplicagdo em diferentes condigcbes
salinas, um dos motivos da utilizagéo de cloreto de soédio na industria alimentar, deriva da
capacidade de este melhorar as caracteristicas sensoriais dos produtos alimentares. Para
além disso, é amplamente utilizado como conservante nos queijos e é importante durante
o periodo de cura. Assim, é fundamental que as BAL sejam tolerantes as concentracées
salinas exigidas durante o fabrico do queijo, nomeadamente durante o periodo de cura
(Meng et al. 2018). Posto isto, para avaliar a viabilidade dos isolados quando submetidos
a condicdes salinas similares as dos queijos, foram observados os rétulos dos queijos DOP
de Azeitdo e Nisa, e os isolados foram submetidos a concentragdes de NaCl equivalentes:
1% e 2,5%, tendo sido definido o valor de 5% NaCl como extremo. A semelhanca dos
resultados anteriores, 0s mesmos lactococos também ndo se multiplicaram a nenhuma das
diferentes concentracdes salinas, reforcando a ideia de que, provavelmente, a auséncia de
multiplicacdo esté relacionada com o processo de repicagem/manutencdo, e ndo com as
condi¢cBes a que foram submetidos. Para além destes isolados, N10.11.2017 (BAL) néo se
multiplicou a concentracdo de 5%. Os 39 isolados restantes, multiplicaram-se em todas as
concentracbes de NaCl testadas. Num estudo (Ribeiro et al. 2014), BAL foram
consideradas resistentes a diferentes concentracdes salinas (2, 6 e 8%). Noutro estudo, de
Meng et al. (2018), dirigido a queijos artesanais de cabra, todas as BAL revelaram
capacidade de multiplicacdo a 2% NaCl e 80% dos isolados revelaram capacidade de se
multiplicar a 6% NacCl.

Relativamente a multiplicacao na presenca de bilis, este composto desempenha um
papel fundamental no mecanismo de defesa do intestino, sendo que a magnitude dessa

defesa depende da concentracdo de sais biliares (Argyri et al. 2013). Assim, a capacidade
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de resisténcia a bilis € uma caracteristica importante dos microrganismos, pois permite-
Ihes sobreviver e exercer a sua acao no trato gastrointestinal. Por este motivo, os isolados
foram submetidos a um meio com 0,5% bilis, sendo os resultados similares aos anteriores.
Os lactococos anteriormente referidos também nao se multiplicaram na presenca de bilis,
bem como A5.19.2016 (BAL). Os restantes 39 isolados multiplicaram-se nas condicbes

testadas.

5.2.2. Capacidade de acidificagdo do leite

No processo de fabrico do queijo € essencial uma rapida diminuicao do pH do leite,
uma vez que é essencial para a coagulacdo e para o controlo de microrganismos
indesejaveis (Ribeiro et al. 2014; Dias et al. 2019). Segundo Beresford et al. (2001), as
bactérias starter podem ser definidas como microrganismos que devem ser capazes de
reduzir o pH do leite para valores abaixo de 5,3 em 6 h a 30-37 °C. No presente estudo o
pH do leite de ovelha foi verificado antes da inoculacdo (pH=7) e como se constata pela
Figura 4, todos os isolados conseguiram acidificar o leite. Pelo grafico entende-se que as
2 h, 12 BAL e 11 lactococos nao acidificaram o leite e 20 enterococos acidificaram o leite
para pH 6. As 6 h, quatro BAL n&o acidificaram o leite e oito BAL, 20 enterococos e 11
lactococos, acidificaram o leite para pH 6. As 24 h, trés enterococos e cinco lactococos,
acidificaram o leite para pH 6 e 12 BAL, 17 enterococos e seis lactococos, acidificaram o

leite para pH 5.
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Figura 4 — Namero de isolados que mantiveram ou alteraram o pH do leite de ovelhaas 2 h, 6
he?24h.

BAL e lactococos, foram os Unicos que ao fim de 2 h de incubacao nédo acidificaram
o leite. No entanto, apés 6 h de incubacéo, a maioria das BAL acidificaram o leite e nas 24

h de incubacéo, esta acidificacdo fez o pH do leite baixar para 5. Relativamente aos
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lactococos apds 6 h de incubacéo, todos acidificaram o leite e depois de 24 h de incubacgéo
a maioria dos isolados, reduziram o pH do leite para 5. Por oposicdo, enterococos
acidificaram o leite ao fim de 2 h de incubacéo, sendo que nos periodos de incubacao
seguintes o pH foi sempre diminuindo (exceto para 3 isolados que apds 24 h mantiveram
pH=6). Assim, verificamos que enterococos acidificaram mais rapidamente o leite
comparativamente a BAL e lactococos, resultados distintos dos relatados em alguns
estudos anteriores. Fuka et al. (2017), verificou que enterococos possuem baixa
capacidade de producgéo de acido, sendo que a maioria s6 consegue reduzir o pH do leite
em apenas 0,4-0,8 unidades. Ainda Perin et al. (2017), a partir de isolados de leite cru de
cabra, indica uma maior reducédo do pH em lactococos, comparativamente a enterococos,
apresentando elevados perfis de acidificacdo, entre 4,90 e 5,73, apds 6 h. Nenhum dos
isolados do presente estudo foi capaz de reduzir o pH do leite para valores abaixo de 5,3
em 6 h, resultados distintos dos relatados por Ribeiro et al. (2014) e Dias et al. (2019).
Assim, segundo o conceito de Beresford et al. (2001) (bactérias starter devem ser capazes
de reduzir o pH do leite para <5,3 em 6 h a 30—-37 °C), os isolados deste estudo ndo podem
ser considerados bons starter. No entanto, poderdo ser promissores como bactérias nao
starter, ou seja, contribuir para o desenvolvimento do sabor e aroma do gueijo, durante o

processo de cura.

5.2.3. Producéao de lipase e protease

A capacidade lipolitica e proteolitica, propriedades tecnolégicas relevantes para o
desenvolvimento do queijo, desempenham um importante papel na cura, no
desenvolvimento da textura e flavour (Domingos-Lopes et al. 2017; Fuka et al. 2017). Para
avaliacdo da capacidade lipolitica dos microrganismos em estudo foi utilizado o meio de
cultura Spirit Blue Agar suplementado com substrato de lipase e na avaliacdo da
capacidade proteolitica foi utilizado um meio de cultura preparado com skim milk. Os
resultados foram considerados positivos quando detetados halos transparentes a volta das
coldnias. No teste da lipolise os halos correspondem a degradacgéo dos lipidos presentes
no meio de cultura, enquanto na protedlise os halos derivam da capacidade de degradar a
caseina, proteina maioritaria do leite. Deste modo, 6% (14/43) dos isolados exibiram
capacidade lipolitica: quatro BAL (N9.16.2016; N10.15.2016; A1.7.2017; N9.4.2017), sete
enterococos (Al1l.6.2017; A2.17.2017; A3.9.2017; A5.18.2017; A1.9.2019; A2.20.2019;
A3.2.2019) e trés lactococos (A2.60.2016; A1.11.2018, A4.10.2018). Os isolados
apresentaram fraca capacidade lipolitica o que, de certo modo, pode ser vantajoso durante
o fabrico de queijo. Durante um longo periodo de cura, a producao de acidos gordos livres
(precursores de compostos aromaticos volateis), pode levar a uma lipdlise excessiva,
criando um sabor amargo e ran¢oso no queijo (Meng et al. 2018). McSweeney and Sousa

(2000) também referem a baixa capacidade lipolitica das BAL analisadas. Ainda no estudo
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de Ozturkoglu-Budak et al. (2016), Lactobacillus spp., Enterococcus faecium e Lactococcus
lactis subsp. Lactis, provenientes de um queijo artesanal de leite de ovelha cru,
apresentaram baixa atividade lipolitica. Entre os principais géneros de BAL, o género
Enterococcus é o que mais contribui para a lipélise do queijo (Domingos-Lopes et al. 2017),
sendo que os presentes resultados sugerem iSso mesmo.

Relativamente a actividade proteolitica, 65% (28/43) dos isolados exibiram essa
capacidade. Cinco BAL mostraram atividade proteolitica (N9.16.2016; N10.15.2016;
A1.7.2017; N9.4.2017; N10.11.2017) e todos os enterococos foram positivos para este
teste, destacando-se A3.2.2019 com halo de 14 mm e A4.16.2019 com halo de 13 mm.
Nos lactococos apenas trés (A1.47.2016; N9.14.2017; A4.10.2018) exibiram atividade
proteolitica. A degradacao da caseina, para além de contribuir para o flavour e textura do
gueijo, pode levar a acumulacdo de péptidos bioativos com potenciais beneficios para a
saude (Dapkevicius et al. 2021). A capacidade proteolitica observada no presente estudo
esta de acordo com relatos anteriores: Meng et al. (2018), em que 60% das estirpes
(Lactobacillus spp.) isoladas de queijo de cabra artesanal, apresentaram capacidade
proteolitica e Dias et al. (2019), em que todas as estirpes (Lactococcus lactis e
Enterococcus faecalis) isoladas de leite de ovelha apresentaram capacidade proteolitica.

Tendo em conta os resultados discutidos no ponto 5.2., estes indicam que a maioria
dos isolados poderao ter potencial tecnoldgico. De 43 isolados, 36 multiplicaram-se nas
varias temperaturas testadas e 39 nas diferentes concentracdes salinas, todos foram
capazes de acidificar o leite de ovelha, a maioria revelou capacidade proteolitica e, alguns,
lipolitica. Estas caracteristicas sdo relevantes, nomeadamente se forem utilizados como
culturas ndo starter para a produgdo de queijo. Apesar de ser completamente interdita a
adicdo de culturas em queijos tradicionais com certificado DOP, o0 mesmo ndo acontece
para queijos sem esse selo. Assim, poderia ser bastante vantajosa a aplicacdo deste tipo
de cultura numa queijaria que produza queijos sem certificagao, pois podera contribuir para
a uniformizacdo das caracteristicas do queijo em termos organoléticos, tanto ao longo do
ano, como de ano para ano, ou seja, evitando as variagfes sazonais.

Para os testes subsequentes foram mantidos os 43 isolados anteriormente
selecionados, visto ndo terem sido reunidas informagdes suficientes para poder excluir

alguns. Por este motivo, avangou-se para a avaliacao do potencial patogénico.

5.3. Avaliacdo do potencial patogénico
Com o objetivo de avaliar o potencial de patogenicidade dos isolados em estudo,
foram avaliadas a capacidade hemolitica e gelatinolitica, assim como a sua resisténcia aos

antibiéticos. Todos estes ensaios foram realizados em paralelo.

43



5.3.1. Atividade hemolitica e gelatinolitica

Os microrganismos foram testados quanto a sua atividade hemolitica, utilizando
placas de Columbia agar suplementado com 5% de sangue de cavalo. Os isolados
rodeados por um halo transparente foram classificados como B-hemoliticos (lise total dos
eritrocitos), os rodeados por um halo verde classificados como a-hemoliticos (lise parcial
dos eritrécitos) e os que ndo apresentaram halo foram classificados como y-hemolitico (ndo
ocorre lise). Mais uma vez, os lactococos referidos na Tabela 8, ndo mostraram qualquer
multiplicacao, por isso optdmos por exclui-los dos ensaios. Dos restantes isolados, 7%
(3/43) mostraram atividade B-hemolitica, 79% (34/43) a-hemolitica e 7% (3/43) A-
hemolitica. Os B-hemoliticos pertencem aos géneros Enterococcus (A4.16. 2019 e N9.1.
2019) e Lactococcus (N9.48.2016). Deste modo, os microrganismos em estudo, revelaram
baixa atividade B-hemolitica, tal como no estudo de Suzzi et al. (2000) e Semedo et al.
(2003). E importante frisar que, uma vez que as hemolisinas provocam a lise dos eritrocitos,
podendo aumentar a severidade de infecdo (Dapkevicius et al. 2021) os isolados -
hemoliticos ndo sado considerados seguros na industria alimentar.

A avaliacdo da atividade gelatinolitica foi realizada com recurso a um meio de
cultura preparado com peptona, extrato de levedura e gelatina. Os isolados rodeados de
um halo transparente foram considerados gelatinoliticos. Apenas 7% (3/43) dos
microrganismos em estudo apresentaram esta actividade, sendo todos do género
Enterococcus: A1.9.2019 (halo de 10 mm); A3.2.2019 (halo de 10 mm); A4.16.2019 (halo
de 20 mm). A baixa atividade gelatinolitica esta de acordo com os estudos de Semedo et
al. (2013) e Ribeiro et al. (2014). O primeiro foi realizado com isolados de leite e queijo de
ovelha, 19% dos quais (todos enterococos) produziram gelatinase. O segundo foi realizado
com microrganismos recolhidos de queijo do Pico, um Lactococcus lactis e trés
Enterococcus faecalis apresentaram resultados positivos para a producdo de gelatinase.
Uma vez que os isolados com capacidade gelatinolitica observados no presente estudo,
pertencem ao género Enterococcus, os resultados devem ser abordados em dois sentidos.
Primeiramente, se os isolados conseguem utilizar a gelatina presente no meio, iSso
significa que estardo mais capacitados para utilizar a proteina presente no leite (matéria-
prima do queijo), sendo este facto visto como uma importante caracteristica tecnologica.
Porém, a gelatinase desempenha um papel importante no processo infecioso, uma vez que
esta envolvida na hidrolise de varias moléculas-alvo, incluindo gelatina, colagénio, caseina,
insulina, elastina e hemoglobina, substratos presentes nos tecidos humanos e animais
(Soares-Santos et al. 2015). Em resumo, para melhor aferirmos a patogenicidade dos
microrganismos em estudo, a analise dos membros do género Enterococcus devera incluir

a pesquisa de outros fatores de viruléncia e a avaliagdo da resisténcia a antibiéticos.
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5.3.2. Resisténcia a antibioticos

Nos dias de hoje, a resisténcia aos antibiéticos é uma grande preocupac¢do na
medicina, sendo a cadeia alimentar uma das principais vias de disseminacdo (Morandi et
al. 2015). No presente estudo foi necesséario comecar por decidir quais os breakpoints a
utilizar para classificagdo dos isolados em estudo como resistentes, ou suscetiveis, a um
determinado antibiético. Ao pesquisar acerca de resisténcia das BAL a antibioticos,
deparamo-nos com a quase inexisténcia de breakpoints estabelecidos na literatura. Uma
vez que ndo h& consenso quanto aos breakpoints a serem aplicados para 0s géneros
Lactobacillus, Leuconostoc e Lactococcus, foram utilizados como base os critérios
estabelecidos por Charteris et al. (1998) e Touret et al. (2018). O mesmo ndo acontece
para o género Enterococcus, cujos breakpoints estdo claramente definidos em diferentes
organizacdes, nomeadamente Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016) e
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2021). Todavia,
existem algumas discrepancias entre os critérios definidos por estas duas entidades. A
titulo de exemplo: segundo EUCAST um enterococos € considerado resistente a
teicoplanina quando o halo de inibi¢cdo é inferior a 16 mm, enquanto para CLSI, o halo de
inibicdo a considerar deve ser igual ou inferior a 10 mm, valores estes que s&o
consideravelmente diferentes. Uma vez que Portugal estd inserido na Comunidade
Europeia, os critérios EUCAST serdo os mais apropriados para interpretacdo de isolados
recolhidos de alimentos produzidos em Portugal, no entanto, esta organizagdo nao possui
breakpoints para todos os antibiéticos usados no estudo (ex: cloranfenicol, eritromicina,
linezolide e tetraciclina). Por este motivo, durante o presente estudo ambas as
organizacdes foram utilizadas para analise de dados.

Os resultados da resisténcia a antibiéticos estdo apresentados na Tabela 9, e no
Anexo 2 esta disponibilizada a Tabela 12 com informagdo complementar. De imediato,
verifica-se que os isolados demonstraram resisténcia a pelo menos um dos antibiéticos em
estudo, a excec¢do dos enterococos A4.6.2017 e N10.27.2017, que ndo apresentaram
fendtipo de resisténcia. Por outro lado, de todos os isolados em andlise, dois enterococos
(A5.17.2016 e A1.9.2019) foram considerados multirresistentes; resisténcia a pelo menos
um antibidtico de trés classes distintas, com alvos celulares diferentes (Magiorakos et al.
2012). Este tipo de resisténcia em microrganismos alimentares pode ser preocupante para
0os consumidores, especialmente para aqueles com sistema imunoldgico debilitado. Em

seguida serdo analisadas as resisténcias mais frequentemente observadas.
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Tabela 9 — Fenétipo de resisténcia observado nos isolados em estudo.

Fendtipo de resisténcia
Al.3 C-CN-K-S-TE
A2.7 DA-S-TE
A3.14 CN-S-TE

g A4.44 CN-DA-S-TE
N A519 CN-DA-S-TE
§ N9.16 C-K-S-VA
N10.15 C-CN-K-S-VA
Al7 AMP-C-K-VA
~  A3.8 K-VA
& A523 AMP-CN-K-S-VA
N9.4 K-S-VA
Al40 QD-TE
A248 OD-S-TE
© A3.34 (OD-S-TE
§ A419 CIP-QD-TE
A5.17 C-LEV-QD-TE
N9.25 C-CN-LZD-QD-S-TE-TEC-VA
N10.46 0D -TE
%' Al6 QD
3 A2.17 QD-S-TE
g L A39  QD-S-TEC-VA
§ § Ad6 -
5 A518 C-E-QD-S-TE-TEC-VA
5 N9.10 TE
N10.27 .
Al9 AUG-C-CIP-E-QD-S-TE-TEC-VA
A220 QD-S-TE-TEC-VA
@ A32 QD-S-TE-TEC-VA
Q& A416 QD-S-TEC
N9.1 C-E-QD-S-TE-TEC
N10.14 AMP-LZD- QD
A1.47 AMP-C-CN-DA-E-K-S
_ © A36 DA-E-K-S
§ Q A531 AMP-C-CN-DA-E-K-S-TE-VA
@ N9.48 C-DA-E-K-S
§ ~ N9.14 CN-DA-E-K-S
§ S N1029 C-E-S
§ o AL1l DA-VA
S A410 K-VA

Legenda: AMP — ampicilina; AUG - amoxicilina/acido clavulanico; C — cloranfenicol; CIP — ciprofloxacina; CN —
Gentamicina; DA — clindamicina; E — eritromicina; K — canamacina; LEV — Levofloxacina; LZD - Linezolide; QD
- Quinupristina/ Dalfoprostina; S — estreptomicina; TE — Tetraciclina; TEC — teicoplanina; VA — vancomicina;
VERDE - isolados considerados resistentes segundo Charteris et al. (1998); VERMELHO - isolados
considerados resistentes segundo CLSI (2016); AZUL - isolados considerados resistentes segundo EUCAST
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(2021); LARANJA - isolados considerados resistentes segundo Touret et al. (2018); PRETO - isolados
considerados resistentes segundo EUCAST (2021) e CLSI (2016) para enterococos e segundo Charteris et al.
(1998) e Touret et al. (2018) para BAL e lactococos.

A analise do perfil de resisténcia das BAL demonstrou que 81% dos isolados séo
resistentes a estreptomicina, 63% resistentes & canamicina, 54% resistentes a gentamicina
e vancomicina e 45% resistentes a tetraciclina. Em alguns estudos realizados com
microrganismos recolhidos de queijos tradicionais (Morandi et al. 2015; Cui et al. 2018;
Margalho et al. 2020), BAL foram consideradas resistentes a estreptomicina, gentamicina
e vancomicina, sendo os presentes resultados concordantes com esses relatos. Segundo
Ruiz-Moyano et al. (2019), o género Lactobacillus é intrinsecamente resistente aos
aminoglicosideos (gentamicina, estreptomicina, canamicina), podendo esta ser uma
explicacdo para as percentagens de resisténcia observadas no presente estudo. A
resisténcia a tetraciclina é mais preocupante, uma vez que o0s genes de resisténcia estao
localizados em elementos genéticos médveis, aumentando o potencial de transferéncia
horizontal (Comunian et al. 2010). Este tipo de transferéncia permite que as bactérias
troquem genes de resisténcia a antibiticos de forma eficiente, podendo constituir uma
ameaca a saude publica (Dapkevicius et al. 2021).

Relativamente a enterococos, 85% dos isolados séo resistentes a quinupristina-
dalfopristina, 70% a tetraciclina, 55% a estreptomicina, 40% a teicoplanina e 30% a
vancomicina. Relatos prévios indicam que as espécies de Enterococcus séao
intrinsecamente resistentes a quinupristina-dalfopristina (Fuka et al. 2017; Dapkevicius et
al. 2021), no entanto os resultados obtidos néo estdo de acordo com essa generalizagéo,
assim como os estudos de Soares-Santos et al. (2015) e Rocha et al. (2021). Apesar da
elevada percentagem de resisténcia observada, 15% dos isolados revelaram
suscetibilidade a esse antibiotico, provavelmente devido a uma mutagdo no gene Isa, uma
vez que uma mutacao nesse gene culmina num fenoétipo suscetivel (Soares-Santos et al.
2015). Mais de metade dos isolados foram considerados resistentes a tetraciclina,
resisténcia considerada adquirida neste género de bactérias, tal como nos estudos de
Pimentel et al. (2007), Soares-Santos et al. (2015), Camara et al. (2020) e Rocha et al.
(2021). A resisténcia fenotipica a estreptomicina, também foi detetada noutros estudos
(Morandi et al. 2015; Soares-Santos et al. 2015). A resisténcia a classe dos glicopéptidos
(teicoplanina e vancomicina) é preocupante, uma vez que antibioticos desta classe séo
utilizados em medicina para tratamento de infe¢cdes graves (Domingos-Lopes et al. 2017).
Sendo, porém, de salientar que os isolados foram considerados resistentes a teicoplanina
pelos breakpoints estabelecidos pelo EUCAST e nédo pelo CLSI. Isto refor¢a a problemética
de existirem diferentes organizacoes para interpretacéo de resultados, pois enquanto para

0 EUCAST alguns dos isolados séo resistentes, de acordo com o CLSI ndo sdo. Por este
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motivo, € de extrema importancia que sejam estabelecidos critérios de forma mais
harmoniosa.

A resisténcia adquirida a vancomicina € de grande preocupacdo, uma vez que faz
parte da lista de medicamentos essenciais, publicada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), sendo de extrema importancia a prevencdo da disseminacdo deste tipo de
resisténcias (Dapkevicius et al. 2021). No entanto, para além de no presente estudo terem
sido detetados enterococos resistentes & vancomicina, outros estudos (Pimentel et al.
2007; Soares-Santos et al. 2015; Camara et al. 2020) também detetaram alguns isolados
com esta caracteristica.

Por fim, lactococos revelaram 75% de resisténcia a clindamicina, eritromicina,
canamicina e estreptomicina e 50% de resisténcia ao cloranfenicol. Como mencionado
anteriormente, as bactérias acido laticas sdo consideradas resistentes a estreptomicina
(Morandi et al. 2015; Cui et al. 2018), logo nao é surpreendente a elevada percentagem de
isolados resistentes a este antibiético. J& para os antibiéticos clindamicina e eritromicina,
as percentagens de resisténcia foram elevadas, ao contrario do estudo de Sant'Anna et al.
(2017) em que todos os isolados foram considerados sensiveis a estes antibibticos. A
resisténcia a eritromicina € preocupante porque, tal como a tetraciclina, os genes de
resisténcia estdo localizados em elementos genéticos mdéveis, aumentando o potencial de
transferéncia horizontal (Comunian et al. 2010).

Apos os ensaios realizados com enfoque no potencial patogénico, foram analisados
os resultados dos diversos ensaios, de modo a selecionar os isolados a utilizar nos testes
subsequentes. Para além da andlise criteriosa dos resultados obtidos (consultar Tabela 13
do Anexo 3), teve-se sempre em consideracdo a manutengéo da diversidade da amostra,
ou seja, perante os resultados, tentou-se prosseguir com isolados provenientes de
diferentes anos e origens. A titulo de exemplo, no caso das BAL do ano 2016, foram
excluidos cinco isolados com resisténcia a tetraciclina, pois € uma resisténcia preocupante
neste grupo de bactérias, restando apenas dois isolados. Entre os dois restantes, foi
selecionado o que produziu maior halo de inibicho na avaliagdo do potencial
antimicrobiano. Relativamente ao ano de 2017, comecou-se por excluir o N10.11.2017 que
apresentou problemas de multiplicacao, sendo o A5.23.2017 excluido por ndo apresentar
capacidade lipolitica nem proteolitica. O mesmo tipo de raciocinio foi seguido para
enterococos e lactococos, mas o nuimero de isolados selecionados para o género
Enterococcus foi maior, pois o numero inicial de isolados também era superior.

Posto isto, dos 43 isolados submetidos aos varios ensaios acima descritos, foram
eliminados 28, ou seja, 0s ensaios subsequentes foram aplicados a 15 isolados: quatro
BAL (N10.15.2016; Al1.7.2017; A3.8.2017; N9.4.2017), oito enterococos (A1.40.2016;
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A2.48.2016; A3.34.2016; A2.17.2017; N9.10.2017; N10.27.2017; A2.20.2019; A3.2.2019)
e trés lactococos (A1.47.2016; N9.14.2017; A4.10.2018).

5.4. Avaliacdo do potencial probidtico

Com o objetivo de avaliar o potencial probittico dos isolados, foi realizado um
ensaio para avaliar a capacidade de multiplicagdo dos microrganismos a diferentes valores
de pH e o potencial antimicrobiano sobre diversos microrganismos patogénicos.

5.4.1. Multiplicagéo a diferentes valores de pH

Um dos desafios que os probiéticos enfrentam, é a sua capacidade de resistir a
diferentes valores de pH. Durante a passagem pelo trato gastrointestinal do hospedeiro,
um probibtico tera de ser capaz de resistir ao pH da cavidade oral (pH=7), do estdmago
(pH=2) e do intestino (pH=8,5), para que os seus beneficios ocorram no hospedeiro (Cruz
et al. 2009). Por esse motivo, foi testada a capacidade de multiplicagdo dos isolados a
diferentes valores de pH, recorrendo a ensaios em microplacas de 96 pocos e leitura da
densidade 6tica a 620 nm. Existe uma proporcionalidade entre o valor da densidade 6tica
e a multiplicagdo microbiana, isto é, quanto mais elevado o valor de densidade 6tica, maior
a multiplicacdo microbiana (Fox et al. 2016). Na Figura 5, esté representada para cada
BAL, a multiplicag@o observada nas diferentes condi¢des a 24 e 48 h. Verificamos que em
todos os isolados, a multiplicacdo a pH 2 foi mais baixa do que a pH 85. ApH 7 a
multiplicacdo de N10.15.2016 e A1.7.2017 foi evidente, quando comparada com pH 2. Por
oposicao, em A3.8.2017 e N9.4.2017, a multiplicacdo a pH 2 e 7 foi similar. Observamos
ainda, que a maioria dos isolados teve maior multiplicacdo a pH 8,5 as 48 h.
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Figura 5 — Multiplicacdo das BAL a diferentes valores de pH (2; 7; 8,5) durante 24 e 48 h.
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Na Figura 6, estd representada para cada enterococos, a multiplicagdo nos
diferentes valores de pH a cada 24 e 48 h. VerificAmos que todos os isolados tiveram
comportamento similar. Em todos, a multiplicagéo a pH 2 foi mais baixa do que a pH 8,5,
tal como nas BAL. A pH 7 a maioria dos isolados teve uma maior multiplicacdo nas 24 h do
que nas 48 h. Em todos os isolados, exceto A3.2.2019, verificou-se que a pH 8,5 as 24 h,

ocorreu a multiplicagdo mais elevada.
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Figura 6 — Multiplicac@o dos Enterococcus spp. a diferentes valores de pH (2; 7; 8,5) durante
24 e 48 h.

Na Figura 7, esta representada a multiplicacdo dos lactococos nos diferentes
valores de pH, a cada 24 e 48 h. Os isolados A1.47.2016 e N9.14.2017, tiveram um
comportamento bastante similar. A pH 2, os isolados tiveram mais dificuldades de
multiplicacdo e a pH 7 e 8,5 observou-se maior multiplicacdo, sendo os valores de
densidade Gtica muito equivalentes. Comparativamente aos anteriores, A4.10.2018 revelou

menor capacidade de multiplicacdo a todos os valores de pH.
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Figura 7 — Multiplicagdo dos Lactococcus spp. a diferentes valores de pH (2; 7; 8,5) durante
24 e 48 h.

O estudo de Favaro et al. (2014) esta de acordo com 0s resultados obtidos. Nesse
estudo, os isolados mostraram menor multiplicagdo a pH acido, comparativamente a pH 7,
8 e 9, onde a multiplicacdo foi maior. Por outro lado, todos os isolados do presente estudo,
conseguiram multiplicar-se a pH 2, ao contrario do estudo de Margalho et al. (2021), que
observou que apenas 41,8% das BAL eram resistentes a baixos valores de pH.

Posto isto, os isolados que avangaram para os estudos seguintes, foram os que
mostraram uma maior capacidade de multiplicacdo em todas as condic¢des testadas, pois
na selecdo de probidticos é importante que os isolados tolerem as diferentes condi¢des
(4cidas, neutras e basicas) durante o percurso pelo trato-gastrointestinal. Assim sendo, dos
15 isolados, foram eliminados sete, tendo sido selecionados oito para 0s ensaios seguintes:
trés BAL (N10.15.2016; A1.7.2017; A3.8.2017), trés enterococos (A2.17.2017; N9.10.2017;
A3.2.2019) e dois lactococos (A1.47.2016; N9.14.2017).

5.4.2. Atividade antimicrobiana

Ap6s uma reducao significativa dos isolados em estudo, com base nos resultados
anteriormente descritos, optou-se por repetir o método spot on lawn, alargando o lote de
indicadoras. No entanto, para além do ensaio realizado com picada (ensaio 1), foram
realizados, em paralelo, ensaios com riscado de 1,5 cm (ensaio 2) e com gota de 20 pl
(ensaio 3), tal como descrito no ponto 4.2.

Foram utilizadas como indicadoras, duas bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus
e Enterococcus faecalis) e duas bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa). Bacillus cereus € capaz de se multiplicar em vérios alimentos
(arroz, vegetais, produtos lateos, carne), tolerando temperaturas entre 4-50 °C, pH entre

4,5-9,3 e concentragao salina abaixo de 10%, tendo capacidade para formar esporos
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termorresistentes. Enterococcus faecalis € encontrada no trato gastrointestinal de
humanos e outros animais, solo, alimentos fermentados, sendo capaz de multiplicar entre
10-45 °C, vasta gama de valores de pH e elevadas concentracdes salinas. Escherichia coli
€ encontrada em vérios alimentos (carne, peixe, produtos lateos, vegetais, agua),
possuindo capacidade de multiplicacdo entre 10-50 °C, pH 6timo entre 6-7 e concentracao
salina entre 6.5-8,5% (Ray 2001). Por fim, Pseudomonas aeruginosa é amplamente
encontrada no meio ambiente, agua, leite e produtos lateos, temperatura 6tima de
multiplicacdo 37 °C, pH minimo para multiplicacdo de ~5,6 e é responsavel por diversas
doengas e manifestagdes clinicas (Ray 2001; Raposo et al. 2017).

Na Tabela 10 estdo apresentados os didmetros dos halos de inibicdo obtidos e na
Figura 12 do Anexo 4 esta exibido um exemplo de halos de inibi¢cdo obtidos por picada,
riscado e gota. Verifica-se que as BAL, inibiram todas as bactérias indicadoras. O mesmo
n&o aconteceu para enterococos e lactococos. Dois enterococos, A2.17.2017 e A3.2.2019,
ndo mostraram qualquer atividade inibitoria sobre B. cereus, e nenhum enterococos, inibiu
E. coli. O género Lactococcus foi o grupo com menor capacidade de inibicao das bactérias

patogénicas analisadas, nomeadamente E. faecalis, E. coli e P. aeruginosa.

Tabela 10 - Didmetro dos halos de inibicdo (mm) de BAL, Enterococcus spp. e Lactococcus

spp. sobre as bactérias indicadoras.

BAL Enterococcus spp. Lactococcus spp.

2016 2017 2017 2019 2016 2017

N10.15 Al1l.7 A3.8 A2.17 N9.10 A3.2 Al.47 N9.14
P 8 23 26 0 10 0 5 7
B. cereus R 16 29 37 0 11 0 9 11
G 24 35 57 0 13 0 10 11
P 10 18 20 4 5 9 0 0
E. faecalis R 12 15 32 5 8 13 0 0
G 12 21 23 7 11 16 0 0
P 4 10 18 0 0 0 0 0
E. coli R 8 19 20 0 0 0 0 0
G 17 30 25 0 0 0 0 0
P 8 21 30 4 8 9 0 0
P. aeruginosa R 8 11 30 15 10 7 0 0
G 10 13 27 11 9 14 0 0

Legenda: Halos em milimetros. B.cereus — Bacillus cereus; E.faecalis — Enterococcus faecalis ; E.coli —
Escherichia coli; P.aeruginosa — Pseudomonas aeruginosa. P — Picada; R — Riscado; G- Gota. A sombreado
estdo os isolados que ndo foram capazes de inibir o microrganismo patogénico.
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O estudo de Sant'/Anna et al. (2017) esta de acordo com os resultados obtidos para
as BAL. Varios isolados deste grupo, provenientes de um queijo do Brasil, foram
submetidos a diferentes indicadores patogénicos, entre os quais, E. coli e E. faecalis,
exibindo halos de inibicdo. Noutro estudo (Dias et al. 2019), foram avaliados E. faecalis e
Lactococcus lactis, proveniente de leite de ovelha, com as indicadoras E. coli e P.
aeruginosa. Todos os isolados foram capazes de inibir E. coli, porém o mesmo nao
aconteceu com P. aeruginosa. Comparando com os resultados obtidos no presente estudo,
enterococos e lactococos nédo inibiram E. coli e P. aeruginosa néo foi inibida por lactococos.
Por fim, num estudo realizado por Favaro et al. (2014) foi avaliada a capacidade de
enterococos inibirem, entre outras bactérias patogénicas, E. faecalis e E. coli. Os
resultados foram similares aos obtidos no presente estudo: E. faecalis foi inibido por
enterococos, que nao foram capazes de inibir E. coli.

A andlise da Tabela 10 permitiu ainda verificar que, na maioria dos isolados, 0
didmetro do halo de inibicdo foi maior quando o ensaio foi realizado com gota, seguindo-
se 0 ensaio realizado em riscado e, por fim, com picada. A titulo de exemplo, N10.15.2016
(BAL), perante Bacillus cereus, apresentou um halo de inibicdo de 8 mm no ensaio com
picada, 16 mm no ensaio com riscado e 24 mm no ensaio com gota. Uma possivel
explicacdo para este acontecimento, esta relacionada com a quantidade de células que
constituem o in6culo. Por outras palavras, no ensaio com picada, a quantidade de células
corresponde a “ponta do palito”, j& no riscado a quantidade de células foi espalhada ao
longo de 1,5 cm e no ensaio com gota, o indculo foi colocado a multiplicar overnight,
fazendo com gque o namero inicial de microrganismos tenha aumentado substancialmente.

Face os presentes resultados, BAL, enterococos e lactococos, mostraram
comportamento distinto quando expostos a diferentes microrganismos patogénicos. Os
isolados mais promissores foram as BAL, pois exibiram um largo espetro de inibig&do sobre
bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas. O facto de um isolado revelar
caracteristicas inibitérias perante uma estirpe patogénica, indica que podera ter capacidade
de controlar a proliferagcdo de microrganismos indesejaveis no alimento (Ribeiro et al.
2016). Pela mesma logica os lactococos foram 0os menos promissores, uma vez que sé
inibiram B. cereus. Na perspetiva da industria alimentar, o facto de isolados possuirem a
capacidade de inibir diferentes microrganismos patogénicos é bastante relevante, pois
significa que podem contribuir para a seguranga microbiolégica do produto final (Dias et al.
2019).
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5.5. Atividade enzimatica

A atividade enzimatica deve ser abordada em dois sentidos. Primeiramente, as
enzimas pepsina, pancreatina e hidrolase de sais biliares sdo fundamentais durante o
processo digestivo (Derrien and Van Hylckama Vlieg 2015). A pepsina, comparativamente
a pancreatina e hidrolase de sais biliares, atua em primeiro lugar sobre os alimentos
(Derrien and Van Hylckama Vlieg 2015). Caso estes carreguem estirpes probiéticas, as
mesmas terdo de ser capazes de sobreviver & pepsina para serem conduzidas até ao
intestino. Nesse 6rgdo, a pancreatina e a hidrolase de sais biliares atuam, sendo que
estirpes probioticas devem resistir-lhes, de modo a conseguirem colonizar o intestino do
hospedeiro e permitir que os efeitos benéficos ocorram (Derrien and Van Hylckama Vlieg
2015). Assim, a capacidade enzimatica esté relacionada com o potencial probi6tico. Por
outro lado, é interessante explorar o perfil enziméatico de isolados alimentares, uma vez que
as atividades enzimaticas sdo fundamentais durante diversas fases de producdo dos
gueijos, nomeadamente, a coagulagéo e cura. Sendo de extrema relevancia durante os
processos bioquimicos da protedlise e lipolise (Freitas and Malcata 2000). Deste modo, 0
perfil enzimatico esta também relacionado com o potencial tecnolégico dos
microrganismos.

Portanto, através da utilizagdo de galerias APl ZYM, verificou-se que 0s oito
isolados em analise, possuem um amplo espetro de atividades enzimaticas. O fundo das
galerias é constituido por um suporte que contém substrato, de modo a favorecer o
contacto entre a enzima produzida pelo microrganismo em estudo e o substrato. Apés
inoculagéo, caso o isolado produza a enzima, ocorrerd uma reacdo durante o periodo de
incubacao, traduzida por viragem de cor. Pelo contrario, se 0 microrganismo nao produzir
a enzima, ndo havera alteragcéo de cor (Biomérieux 2021). Na Figura 8, esta representado

o perfil enzimatico obtido para cada um dos isolados analisados.
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Figura 8 — Perfil enziméatico dos isolados selecionados.
Legenda: Verde — reacdo enzimatica forte; amarelo — reagdo enzimatica fraca; vermelho — reacdo enzimatica
negativa.

Por andlise da Figura 8, verificou-se que todos os isolados apresentaram forte
producédo de leucina arilamidase, como reportado no estudo de Herreros et al. (2003). A
atividade da cistina arilamidase e valina arilamidase, foi bastante similar. Uma BAL
(A1.7.2017), dois enterococos (A2.17.2017; A3.2.2019) e um lactococos (N9.14.2017)
revelaram forte producéo da cistina arilamidase e duas BAL (A1.7.2017; A3.8.2017), dois
enterococos (A2.17.2017; A3.2.2019) e um lactococos (N9.14.2017) revelaram forte
producao da valina arilamidase. As trés peptidases (leucina arilamidase, cistina arilamidase
e valina arilamidase) desempenham funcdes importantes na libertacdo de aminoacidos
aromaticos, envolvidos no desenvolvimento de flavours desejaveis nos queijos (Herreros
et al. 2003).

Observou-se em duas BAL (A1.7.2017; A3.8.2017) e nos enterococos, fraca
producao de fosfatase alcalina, sendo a producéo inexistente nos restantes isolados. Estes
resultados estdo de acordo com Herreros et al. (2003) e Serio et al. (2010), que confirmam
a fraca ou inexistente atividade desta enzima, em enterococos e lactococos. Pelo contrario,
a fosfatase acida, essencial para a hidrdlise de fosfopéptidos na cura do queijo (Serio et al.
2010; Ahmadova et al. 2013), apresentou forte atividade nas BAL, dois enterococos
(A2.17.2017; A3.2.2019) e um lactococos (N9.14.2017). Numa BAL (A1.7.2017) e dois
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enterococos (A2.17.2017; A3.2.2019) evidenciou-se forte producdo de naftol-AS-BlI-
fosfohidrolase e, nos restantes, fraca producéo.

Foi observada em duas BAL (N10.15.2016; A3.8.2017) e um enterococos
(A3.2.2019) fraca producédo de esterase (C4) e esterase lipase (C8), enquanto os restantes
isolados apresentaram producéo forte para as mesmas enzimas. A atividade da esterase
(C4) e esterase lipase (C8), aumenta a concentracdo de acidos gordos de cadeia curta,
contribuindo para sabores picantes, especialmente em queijos obtidos de leite de ovelha e
cabra (Serio et al. 2010). Por oposicéo, a producéo de lipase C14 foi inexistente numa BAL
(N10.15.2016), num enterococos (N9.10.2017) e lactococos €, nos restantes a producao
foi fraca. Estes resultados estdo de acordo com Herreros et al. (2003), Serio et al. (2010)
e Ahmadova et al. (2013) e ndo séo surpreendentes, uma vez que as BAL apresentam, por
norma, uma fraca capacidade lipolitica.

Nenhum isolado produziu tripsina, a exce¢do de A1.7.2017 (BAL) que apresentou
fraca producéo. Metade dos isolados apresentaram forte producdo de a-quimotripsina e
fraca ou inexistente nos restantes.

Nenhum isolado produziu as enzimas oao-fucosidase, a-manosidase e -
glucuronidase. Em seis isolados a producdo de N-acetil-B-glucosaminidase foi baixa ou
inexistente. Nenhum isolado produziu a-galactosidase, a excecao de A3.8.2017 (BAL) que
apresentou producéo fraca e em N9.14.2017 (lactococos) que apresentou forte producéo.
Ainda, uma BAL (N10.15.2016), um enterococos (N9.10.2017) e os lactococos néo
produziram a-glucosidase. Uma BAL (A3.8.2017), um enterococos (N9.10.2017) e um
lactococos (N9.14.2017) mostraram forte producéo da enzima B-galactosidase, sendo esta
responsavel pela hidrélise da lactose que leva a libertagdo de agucares, servindo de fonte
de energia para os microrganismos durante o periodo de cura (Nieto-Arribas et al. 2011).
Por fim, uma BAL (N10.15.2016) n&o produziu B-glucosidase e uma BAL (A1.7.2017), um
enterococos (A3.2.2019) e um lactococos (A1.47.2016) apresentaram fraca produgéo.

Posto isto, A1.7.2017 foi o isolado das BAL com maior producédo enzimatica (9/19),
nos enterococos A2.17.2017 (9/19) e nos lactococos N9.14.2017 (10/19). Estes isolados
tém em comum forte producéo de cistina arilamidase, esterase (C4), esterase lipase (C8),
fosfatase acida, leucina arilamidase e valina arilamidase. Estas enzimas sao fundamentais
para o desenvolvimento de flavours desejaveis nos queijos, contribuindo, também, para a
sua textura (Herreros et al. 2003; Serio et al. 2010). Assim, as varias atividades enzimaticas

influenciam as caracteristicas organoléticas do produto final.
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5.6. Métodos moleculares

Recorreu-se a métodos moleculares para identificacdo ao nivel de género e espécie
dos oito isolados mais promissores. No entanto, a pesquisa de genes de viruléncia e de
genes codificadores para bacteriocinas foi realizada apenas para Enterococcus spp., uma

vez que estes protocolos j& estavam otimizados no laboratorio.

5.6.1. Identificacdo ao nivel de género e espécie

Através da realizacdo de PCR-multiplex, usando primers especificos (Tabela 4,
ponto 4.6.1.), foi identificada a espécie dos Enterococcus spp. e 0 género de duas BAL. Os
resultados mostraram que A2.17.2017 pertence a espécie E. durans, N9.10.2017 e
A3.2.2019 foram identificados como E. faecium. As BAL foram identificados ao nivel de
género: Al1.7.2017 e A3.8.2017 foram identificados como Lactobacillus spp.. Para
N10.15.2016 (BAL), ndo foi possivel comprovar o seu género e para 0s Lactococcus spp.
(A1.47.2016, N9.14.2017), nao foi possivel identificar a espécie. Considerando que nao foi
possivel identificar estes quatro isolados de forma conclusiva pela metodologia adotada, o

ideal seria, no futuro, recorrer a sequenciacado do rRNA 16S, utilizando primers universais.

5.6.2. Fatores de viruléncia

A avaliacdo da patogenicidade de Enterococcus spp. (A2.17.2017; N9.10.2017;
A3.2.2019) foi complementada por pesquisa de genes de viruléncia, através da realizagcéo
de PCR-multiplex, usando primers especificos (Tabela 5, ponto 4.6.2.). Os resultados
mostraram que nenhum dos isolados continha genes de viruléncia (cylA, gelE, esp, agg).
O mesmo aconteceu no estudo de Pimentel et al. (2007) e Ahmadova et al. (2013). No
primeiro estudo o isolado E. durans, proveniente do queijo tradicional do Terrincho, ndo
exibiu genes de viruléncia, assim como no segundo estudo, o isolado de E. faecium,
proveniente de um queijo tradicional, também nao exibiu genes de viruléncia. Tal como
referido em 2.2.3.1., a presenca de citolisina, gelatinase, proteina de superficie de
Enterococcus e substancia de agregacdo, em enterococos provenientes de alimentos,
pode tornar-se um potencial risco para individuos imunocomprometidos quando colonizam
0 intestino humano (Chajecka-Wierzchowska et al. 2017). Os enterococos Ss&o
frequentemente associados a infe¢Bes, sendo que a presenca de fatores de viruléncia
agrava a severidade das mesmas. Isto acontece porque os fatores de viruléncia estdo
associados, entre outros, a colonizagéo e invaséo de tecidos do hospedeiro (Dapkevicius
et al. 2021). Portanto, a auséncia de genes de viruléncia nos isolados em estudo € um
resultado bastante relevante, pois a presenca dos mesmos poderia permitir que as

bactérias atuassem como patogénicos oportunistas.
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5.6.3. Pesquisa de genes codificadores de bacteriocinas

Inimeros enterococos provenientes de gueijos, produzem uma grande diversidade
de bacteriocinas com atividade sobre bactérias patogénicas de origem alimentar, como
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, entre outros
(Dapkevicius et al. 2021). Por isso, os enterococos em estudo (A2.17.2017; N9.10.2017;
A3.2.2019), foram submetidos a PCR-multiplex, usando primers especificos (Tabela 6,
ponto 4.6.3.), para avaliar a presenca de genes codificadores para diferentes bacteriocinas.
Os resultados indicaram que A2.17.2017 contém o gene que codifica para a enterocina P,
N9.10.2017 contém o gene que codifica para a enterocina A e B e em A3.2.2019 néo se
detetou a presenca dos genes codificadores de bacteriocinas em analise. Deste modo, em
nenhum dos isolados, foram detetadas as enterocinas alvo AS-48, EJ97, Enterolysin A,
L50AB, Q, 31,1071. Nos estudos de Moraes et al. (2012), Favaro et al. (2014), Morandi et
al. (2015) e Gaglio et al. (2016), diferentes enterococos, isolados de queijos, foram
identificados como possuindo genes codificadores das enterocinas A, B e/ ou P. Nos
mesmos estudos, apesar de outros genes codificadores de enterocinas terem sido
detetados, as enterocinas A, B e P foram mais frequentes. Para N9.10.2017, o facto de ter
a presenca de mais do que um gene codificador de bacteriocina, ndo significa que esses
genes sejam expressos simultaneamente, ou seja, que esse isolado seja capaz de produzir
multiplas bacteriocinas ao mesmo tempo (Moraes et al. 2012). Assim sendo, é bastante
positiva a presenca de genes codificadores de bacteriocinas nos enterococos, uma vez
que os produtores de bacteriocina podem contribuir para modular a microbiota durante a
cura, promover a autélise das starter e nao starter e inibir microrganismos patogénicos e
deteriorativos (Dapkevicius et al. 2021). Na industria alimentar, o uso de microrganismos
produtores de enterocinas, tem recebido atencdo como método de preservacdo para
controlar bactérias patogénicas (Valenzuela et al. 2009).

AplOs realizagdo das analises anteriormente descritas (direcionadas para o
potencial tecnoldgico e patogénico), os ensaios subsequentes foram determinantes para
verificar o poder probiotico dos isolados em estudo. Assim, 0s microrganismos
considerados mais promissores, foram testados quanto a tolerancia a ambientes
gastrointestinais (simulagéo in vitro de estdmago e intestino), capacidade de auto e co-

agregacéao.
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5.7. Tolerancia a condi¢fes gastrointestinais e capacidade de auto-agregacao

e co-agregacao

Tal como mencionado no ponto 2.2.2., para que um microrganismo possa ser
considerado probiotico, devera sobreviver as condigbes encontradas no trato
gastrointestinal, ou seja, devera tolerar variagdo nos valores de pH, resistir a sais biliares,
enzimas gastricas e deverd ainda ter capacidade para aderir & mucosa intestinal, de modo
a conseguir colonizar o intestino (Plessas et al. 2012; Cui et al. 2018; Margalho et al. 2020).
Por estes motivos, foram realizados ensaios em microplacas de 96 pocos, com o intuito de
verificar o potencial probiético dos oito isolados em estudo: N10.15.2016, A1.7.2017,
A3.8.2017 (BAL); A2.17.2017, N9.10.2017, A3.2.2019 (Enterococcus spp.); A1.47.2016,
N9.14.2017 (Lactococcus spp.). Todos os ensaios foram realizados em paralelo.

De modo a simular as condi¢des do estbmago, foi preparada uma mistura com 0,5%
NaCl e 0,22% pepsina, ajustada a pH 2 e para simular as condi¢des do intestino delgado,
foi preparada uma mistura com 0,5% NacCl, 0,2% pancreatina e 0,4% bilis, ajustada a pH
8 (Grujovi¢ et al. 2019). A capacidade de auto-agregacao e a capacidade de co-agregagao
com Escherichia coli também foi avaliada, sendo a primeira avaliada durante um periodo
de 24 h e a segunda durante um periodo de 2 h.

No ensaio em que os isolados foram submetidos a condi¢des similares as do
estbmago, nenhum mostrou capacidade de sobrevivéncia as condi¢cdes testadas. O
mesmo nao aconteceu quando foram submetidos a condi¢des similares as do intestino
delgado. Verifica-se pela Figura 9 que, a excecao de N10.15.2016 (BAL), todos os isolados
sobreviveram as condic¢fes testadas. Os dois lactococos e A3.8.2017 (BAL), foram os que
apresentaram maior percentagem de sobrevivéncia, 100% e 90,8%, respetivamente.
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Figura 9 — Perfil dos isolados quanto a capacidade de sobrevivéncia em condicbes
intestinais.
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No estudo de Fuka et al. (2017), debrucado sobre um queijo artesanal de leite cru,
observou-se uma sobrevivéncia média de 75,45% dos Enterococcus spp. quando simulado
0 ambiente do estbmago e uma sobrevivéncia média de 55,58% quando simulado o
ambiente intestinal. Ainda, no estudo de Grujovi¢ et al. (2019), dirigido a um queijo
tradicional proveniente da Sérvia, verificou-se que Lactobacillus spp. e Lactococcus spp.
tiveram, tal como no estudo anterior, uma percentagem de sobrevivéncia maior no
ambiente estbmago, ao invés do ambiente intestino. Perante os resultados deste estudo,
verifica-se que no ensaio com condicBes similares a do estbmago, os isolados nédo
cumprem um critério primario para serem aplicados como probiéticos, ou seja, a
sobrevivéncia as condi¢bes do trato-gastrointestinal (Ruiz-Moyano et al. 2019). Nenhum
isolado sobreviveu quando expostos ao ambiente estdmago, sugerindo que néo sdo
benéficos para aplicacdo como probioticos. Por oposicdo, constata-se que quando
simuladas as condic¢des intestino, 0 comportamento dos isolados foi diferente. Neste caso,
cinco, revelaram percentagem de sobrevivéncia superior a 50%. Resumidamente,
N10.15.2016 (BAL) e A1.7.2017 (BAL) destacam-se negativamente pela inexisténcia ou
fraca sobrevivéncia em ambas as condigdes.

A capacidade de auto-agregacdo € importante para analisar a habilidade de
aderéncia dos microrganismos as células epiteliais ou superficies mucosas, sendo que
maiores percentagens de auto-agregacao significam maior potencial de adeséo ao epitélio
intestinal (Ozkan et al. 2021). Através da Figura 10, verifica-se que N10.15.2016 e
A1.7.2017 sdo os Unicos que ndo revelaram possuir capacidade de auto-agregacéo
durante o periodo de 24 h. Comparando BAL com enterococos e lactococos, a capacidade
de auto-agregagdo de enterococos foi ligeiramente superior & dos restantes isolados.
A3.8.2017 apresentou média de 19% de auto-agregacgéo, enterococos capacidade média

de auto-agregacéo entre 32-39% e lactococos entre 22-24%.
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Figura 10 — Perfil da capacidade de auto-agregacéo dos isolados em estudo.

Os resultados para enterococos foram distintos dos relatados por Fuka et al. (2017),
pois nesse estudo exibiram baixa capacidade de auto-agregacdo (média 13,22%).
Situacdo semelhante verificou-se para BAL e lactococos, pois os resultados foram
diferentes dos observados por Grujovi¢ et al. (2019), uma vez que nesse estudo as
capacidades de auto-agregacao foram mais elevadas. Os resultados de A3.8.2017 (BAL),
0S enterococos e lactococos, sugerem que esses microrganismos possuem capacidade de
adesao as células epiteliais intestinais/mucosa intestinal. Este acontecimento € um fator
positivo e importante, pois € um dos critérios para uma estirpe ser considerada probi6tica
(Ruiz-Moyano et al. 2019). Comparando os resultados dos dois isolados BAL (N10.15.2016
e Al1.7.2017) com os resultados anteriores (simulacdo das condi¢cdes estdbmago e
intestino), estes reforcam a ideia de que ndo cumprem os devidos critérios para poderem
ser consideradas potenciais probiéticos.

A capacidade de co-agregacdo dos isolados foi avaliada utilizando a bactéria
Escherichia coli, visto que é a espécie mais abundante no intestino delgado humano (Ray
2001). Desta maneira, se os isolados conseguirem agregar-se a esta bactéria, podem
formar uma barreira que poderd contribuir para impedir/minimizar a colonizagdo por
microrganismos patogénicos (Grujovi¢ et al. 2019). Pela Figura 11, constata-se que todos
os isolados apresentaram capacidade de co-agregacdo, tendo oS enterococos

apresentado as percentagens mais elevadas, seguidos de lactococos e, por fim, as BAL.
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Figura 11 — Perfil da capacidade de co-agregacao dos isolados em estudo.

No estudo de Grujovi¢ et al. (2019), acerca de um queijo artesanal, todos o0s
isolados do género Lactobacillus revelaram capacidade de co-agregacdo em E.coli, sendo
os valores entre 13,92-41,45%. Também foi verificada capacidade de co-agregagdo em
lactococcus, porém valores muito baixos (~3%). No presente estudo, destaca-se
N9.10.2017 com maior capacidade de co-agregacdo (31%) e dois isolados BAL
(N10.15.2016 e A1.7.2017) com menor capacidade de co-agregacéo (inferior a 5%).

Analisando globalmente os ensaios, os isolados em estudo ndo podem ser
considerados potenciais probidticos, visto que ndo mostraram capacidade de
sobrevivéncia quando simulada a condicao estbmago. Porém, este ensaio foi repetido com
uma estirpe probiética (Lactobacillus rhamnosus GG) e o problema manteve-se, ou seja,
era expectavel que esta estirpe sobrevivesse nas condi¢cdes simuladoras de estdmago e
isso ndo aconteceu. Assim, este acontecimento sugere que os resultados obtidos para o
referido ensaio, poderéo advir do procedimento (por exemplo, stock de enzimas utilizadas)
e ndo propriamente da ndo apténcia probiotica dos isolados em andlise. Posto isto, o ideal
sera repetir estes ensaios com um cocktail enzimatico novo.

Fazendo uma andlise profunda aos oito isolados, verificamos que, de modo geral,
todos tém um bom potencial tecnolégico, mas ndo apresentam promissor potencial
probidtico (a confirmar apds repeticdo do ensaio acima referido). Isto significa que os oito
apresentaram capacidade de acidificac&o do leite de ovelha, a maioria revelou capacidade
proteolitica e metade capacidade lipolitica, todos se multiplicaram as diferentes condi¢cbes
a que foram submetidos e nenhum sobreviveu quando simulada a condicdo estdbmago. No
entanto, entre estes isolados, destacam-se as BAL que, comparativamente aos restantes,

produziram halos de inibicdo sobre L. monocytogenes de maiores dimensdes (13-17 mm),
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e foram as Unicas com capacidade de inibir as restantes indicadoras. Ainda, nenhum dos
trés isolados apresentaram caracteristicas gelatinoliticas ou B-hemoliticas, sendo que as
resisténcias a antibioticos que evidenciaram néo séo alarmantes. Por oposi¢céo, destacam-
se o0s lactococos que apresentaram varias resisténcias a antibibticos, informacado
preocupante, uma vez que evidencia um maior potencial patogénico (Morandi et al. 2015).
Em acréscimo, uma das resisténcias é relativa a eritromicina, que como foi anteriormente
referido, € uma resisténcia muito preocupante (Comunian et al. 2010). Além disso, estes
dois isolados foram os que apresentaram menor capacidade de inibicéo, inibindo apenas
Listeria monocytogenes e Bacillus cereus, ambas Gram-positivas. Relativamente aos
enterococos, destaca-se A3.2.2019, por apresentar maior numero de resisténcias,
comparativamente aos outros dois isolados, sendo que duas sdo muito preocupantes neste
género - teicoplanina e vancomicina (Domingos-Lopes et al. 2017). Adicionalmente, este
foi 0 Unico enterococos que ndo apresentou genes codificadores de bacteriocinas. Note-se
que a presenca de enterococos como microbiota autéctone de alguns alimentos, assim
como a sua aplicagcdo como culturas starter, tem originado debate, sendo questionada a
sua seguranga, uma vez que estdo frequentemente associados a infegdes (Dapkevicius et
al. 2021). Por este motivo, apesar de os enterococos A2.17.2017 e N9.10.2017, terem
revelado varias caracteristicas pertinentes, como capacidade proteolitica e lipolitica,
poucas resisténcias e ndo preocupantes, inibicdo de microrganismos Gram-positivos e
Gram-negativos, auséncia de fatores de viruléncia e, ainda, presenca de genes que
codificam para a enterocina P em A2.17.2017 e para a enterocina A e B em N9.10.2017;
seriam necessarios mais estudos, como pesquisa de genes de resisténcia, para completar
o seu perfil de patogenicidade e, s6 depois, equacionar a sua potencial aplicacdo em
alimentos. Por tudo o que foi dito, os isolados de BAL mostraram ser 0s mais promissores
guanto ao seu potencial tecnolégico, ndo esquecendo que os resultados apontaram para

um reduzido potencial patogénico e um amplo espetro enzimatico.
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6. Concluséo

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar o potencial tecnoldgico e
probidtico de bactérias &cido laticas, isoladas de queijos de Azeitdo e Nisa DOP.
Secundariamente, foi avaliado o potencial patogénico dos isolados, homeadamente a
capacidade hemolitica e gelatinolitica, e resisténcia a antibioticos.

A andlise global de todos os parametros estudados permite concluir que, dos 203
isolados em estudo, oito revelaram possuir potencial tecnolégico. Nomeadamente,
capacidade de acidificacdo do leite de ovelha, a maioria apresentou capacidade
proteolitica, capacidade de multiplicacdo a diferentes temperaturas e concentracées
salinas. Por outro lado, revelaram capacidade de multiplicacdo na presenca de bilis,
multiplicacdo em diferentes valores de pH (2; 7; 8,5) e capacidade de inibicdo de diferentes
microrganismos patogénicos, indiciando potencial probidtico. Porém, quando testados
guanto a tolerdncia a ambientes gastrointestinais (simulagédo in vitro de estdmago e
intestino), nenhum dos isolados mostrou capacidade de sobrevivéncia na condicdo
estdbmago (resultado a confirmar por repeticdo do ensaio). Dos oito isolados, nenhum
revelou ser B-hemolitico e apenas um enterococos é gelatinolitico. Nenhum enterococos
possui os fatores de viruléncia pesquisados e dois isolados, A2.17.2017 e N9.10.2017,
revelaram a presenca de genes codificadores para as enterocinas P, A e B,
respetivamente. Revelaram possuir resisténcias a alguns antibiéticos, mas nenhum foi
considerado multirresistente. No entanto, por apresentarem algumas resisténcias
preocupantes, os lactococos (A1.47.2016; N9.14.2017) e A3.2.2019 (enterococos) foram
descartados de possivel aplicacdo na industria alimentar. Para os restantes enterococos
sdo necessarios mais estudos acerca da sua patogenicidade e quanto a seguranc¢a da sua
aplicabilidade em alimentos, devido ao seu historial como patogénicos oportunistas. Posto
isto, este trabalho permitiu selecionar trés isolados (BAL) com potencial utilizagdo no
fabrico de queijos tradicionais, podendo ser util em queijarias que produzam queijos de
ovelha sem certificacdo DOP. A adicao destas culturas como bactérias starter, ou nao
starter podera contribuir para a uniformizacdo das caracteristicas do queijo em termos
organoléticos ao longo do ano e de ano para ano, evitando variacées sazonais.

Como perspetivas futuras, seria aliciante explorar a natureza da atividade
antimicrobiana, ou seja, realizar ensaios para verificar se os isolados sdo efetivamente
produtores de bacteriocinas. Para além da pesquisa de genes de viruléncia e pesquisa de
genes de bacteriocinas nos enterococos (realizado), alargar o estudo a BAL e lactococos.
Seria ainda interessante pesquisar genes de resisténcia a antibiéticos. Por fim, para
completar a andlise do potencial patogénico, seria Util realizar ensaios de adesao e

formacdao de biofilme, dada a preocupacéo que geram na industria alimentar.
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ANEXOS
Anexo 1

Tabela 11 — Didmetro dos halos de inibicdo (mm) dos 203 isolados em estudo sobre Listeria monocytogenes, pelo método spot on lawn.

BAL Enterococcus spp. Lactococcus spp.
2016 H 2017 H | 2016 H 2017 H 2019 H | 2016 H 2017 H 2018 H
Al.3 7 Al.6 11 | Al1.4 3 Ale6 45 Al1l 4 | A1.8 4 Al5 0 All11 4
Al.4 4 Al.7 13 | A1.20 3 Al1l0 4 Al.2 4 | Al1.20 6 Al9 0 Alde 3
Al.6 4 Al1.23 12| Al133 4 Al.12 3 Ale6 4 |A147 11 A110 O Ad46 4
Al.34 5 A34 4 | A1.38 4 Al1.15 4 Al7 0 | Al.42 5 A118 0 A4.10 5
A1.38 6 A3.8 15 | A1.40 4,5 Al.24 0 A1l19 10 | A2.28 4 Al120 O
A2.7 6 A5.4 7 | A1.47 0 Al.27 4 Al.10 0 | A2.42 5 Al122 O
A2.27 4 A5.5 13 | Al.64 4 Al1.29 4 Al1.17 4 | A2.60 6,5 A2.1 0
A2.42 4 A5.6 13 | A2.37 3 A29 4 A1.20 4 | A3.4 6 A2.6 0
A2.56 5 A5.23 13| A2.48 4 A2.17 4,5 Al133 3 | A3.6 6,5 A2.12 O
A3.14 5 A5.30 5 | A3.4 3 A2.21 0 A27 4 | A3.20 0 A215 O
A3.18 6 N9.4 15 | A3.10 4 A3.7 0 A218 11 |A3.7 4 A217 O
A3.23 4 N9.16 13 |A3.34 45 A3.9 7 A2.20 12| A3.31 6 A221 O
A3.30 6 N104 15| A3.45 0 A3.12 6,5 A221 0 | A4.8 45 A3.11 O
A3.35 4 N10.11 20| A3.64 0 A3.24 55 A2.25 10| A4.60 5 A3.17 O
A4.9 5 N10.24 6 | A45 4 A3.28 4 A3.2 8 | A5.4 0 A4.2 0
A4.28 4 A4.19 5 A44 3 A3.7 4 | A5.8 4 A421 O
A4.44 6 A4.28 4 A4.6 6 A3.12 0 | A5.31 8 Ad442 O
A4.45 5 A4.61 4 A4.15 4 A3.20 3 |A556 4,5 A5.4 0
A4.50 4 A5.2 4 A4.29 4 A3.30 3 | N9.1 6 A5.9 0
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A5.17 3 A5.17 4 A5.1 4 A3.31 2 | N9.8 7 A5.15 O
A5.19 8 A5.37 0 AS5.12 3 A47 0 | N9.14 6 A5.20 O
A5.26 5 A5.56 3 AS5.18 6 A4.10 3 [N9.48 7,5 NO9.1 0
A5.27 4 N9.9 4 N9.3 4 A4.11 0 | N10.7 6 N9.5 0
A5.39 4 N9.25 5 N9.10 8 A4.14 0 | N10.17 6 N9.14 5
A5.55 5 N9.33 4 N9.16 8 A4.15 3 | N10.56 6,5 N10.3 O
N9.4 5 N9.48 5 N9.17 6 A4.16 5 N10.24 O
N9.15 3 N10.7 4 N10.8 3 A4.21 0 N10.29 4
N9.16 9 N10.10 O N10.14 O A4.28 0

N9.37 8 N10.19 4 N10.15 5 A4.31 0

N9.44 O N10.21 4 N10.16 O N9.1 3

N104 7 N10.46 6 N10.27 7 N9.22 O

N10.15 17 N10.56 4 N10.14 4

N10.16 5 N10.17 O

N10.31 3 N10.26 O

N10.36 3

Legenda: H — didmetro do halo de inibicdo em milimetros.
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Anexo 2

Tabela 12 — Perfil de resisténcia a antibiéticos de 43 isolados de BAL, Enterococcus spp.

e Lactococcus spp..

AMP AUG C CIP CN DA E K LEV LZzD QD S TE TEC VA

Al1.3 s/I siR SIS

A2.7 s/I s/I SIS

o A3.14 S/I slI SIS

S  Ad44 S/I slI SIS

o O A519 s Sl SIS

< N9.16  SII I SISl SIS SIS Sl I
N10.15  S/I Bl sn si BIR S/l

ALl.7 SR SR S s s RIR SIS Sl "RIR

N A38 S/I SlI SI SIS s RIR IS SIS "RIR

 A523 SR S/l BR si1 sn RR BB s/ "RIR

N9.4 SIS SIS S SII SIS BR R "RIR

Al40 S/- SIS S/- SIS SIS Sl- s- s- BB sis B- sis sk

A248 S/- SIS S/- SIS SIS Sl- s- si- s sB R- sis -

o A334 S/- SIS S/- SIS SIS I/- s- si- IR sB BR- sis -

S A419 S/- SIS s/- BIR sis I/- S- si- R sis R- sis -

N A517 S/- SIS W- SIS SIS S/- "B- s- /B sis B- sis -

N9.25 S/- SIS R- sis RIR I/- s- B- "B sB R- sBR W-

" N10.46 S/- SIS S/- SIS SIS Sl- s- sS- IR sis R- SIS s

o Al.6 SI- SIS S/- SIS SIS SI- Sl- sl- SBR SIS S- SIS SI-

w

@ A217 S/- SIS S/- SIS SIS I/- s- si- RIR sB R- sis s

S o  A39 S/- SIS sl- S SIS I/- I/- - R SBR s- SR K-

S 8 A6 SI- SIS S/- SIS SIS SI- Sl- Sl SIS SI-

S N A518 s/- s/is R- s sis K- s- s- RIR BB BR- sR K-

g N9.10 S/- SIS /- IS SIS /- Sl- sl- siIS siIs R- SIS sSi-

‘“ N10.27 S/- SIS S/- 1S SIS /- SI- SI- SIS SIS SI- SIS SI-

Al1.9 s’- KR R- BR sis K- - s- RIR sBR B- R K-

A220 S/- SIS S/I- IS SIS I/- I/- - /R BIR R- SR R-

2 A32 S/- SIS sl- S SIS I/- s- s- BIR sR R- R R-

& A416 S/- SIS S/I- IS SIS I/- S- sSi- RIR SB s- SR -

N9.1 s/- sis R- Us sIs K- s- s- RIR sR R- sBR -

N10.14 R/- SIS s/- IS SIS I/- s- B- VR SIS S SIS -

AL47  SIR BR BB s/ SIS

%’ ©  A36 S/l S/ S/l S/S

o & As31 SR sﬂ ‘RIR Bis

3 N9.48 slI S SlI SIS

§ N N9.14 S/l S/ S/l S/l

S & N1029 s/ siR Si sh S/I SIS

3§ 8 ALl S/l SIS sis SB sis sis SIS sl "RIR

& Ad10 S/l S/I sis sis sis EBIR SIS sl "RIR

Legenda: CLSI/ EUCAST para Enterococcus spp. e Charteris/Touret para BAL e Lactococcus spp.. AMP —
ampicilina; AUG - amoxicilina/acido clavulanico; C — cloranfenicol; CIP — ciprofloxacina; CN — Gentamicina;
DA — clindamicina; E — eritromicina; K — canamacina; LEV — Levofloxacina; LZD - Linezolide; QD -
Quinupristina/ Dalfoprostina; S — estreptomicina; TE — Tetraciclina; TEC — teicoplanina; VA — vancomicina.
S — Sensivel; | — Intermédio; R — Resistente.
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Anexo 3

Tabela 13 — Compilacdo dos varios estudos realizados para os 43 isolados.

Potencial tecnoldgico Potencial probidtico Potencial de patogenicidade
Capagédade Capacidade Capactide Diferentes | Diferentes Bilis F’OFE”Ci?" Capacidgple Capacidade - oA
acidificacdo | lipolitica proteolitica [NaCl] |temperaturas 0,5% [antimicrobiano | gelatinolitica hemolitica Fenotipo de resisténcia
do loite (mm) (V) (mm) (mm)
Al.3 5 - - +++ +++ + 7 - a -CN-K-S-
A2.7 5 - - +++ +++ + 6 - a DA-S-TE
© A3.14 5 - - +++ +++ + 5 - a CN-S-TE
S | Ad.44 5 - +++ +++ + 6 - A -DA-S-TE
~ A5.19 5 - - +++ +++ - 8 - a CN - -S-TE
:(l N9.16 5 4 + +++ +++ + 9 - a C-K-S-VA
o0 N10.15 5 4 + +++ +++ + 17 - a C- -K-S-VA
Al.7 5 4 + +++ +++ + 13 - a -C-K-VA
g A3.8 5 - - +++ +++ ++ 15 - A K-VA
S | A5.23 5 - - o+ o+ ++ 13 - a -CN-K-S-VA
o N9.4 5 + + +++ +++ ++ 15 - a K-S-VA
N10.11 5 - + +++ ++ + 20 - a X
Al1.40 6 - + +++ +++ +++ 4,5 - a QD-TE
a A2.48 5 - + +++ +++ +++ 4 - a -S-TE
% A3.34 5 - + +++ +++ +++ 45 - a -S-TE
3 S | 419 5 ; + T+t T+t et 5 - a CIP- QD -TE
§ N | A5.17 5 - + +++ +++ 4+ 4 - a C-LEV- -TE
é N9.25 5 - + +++ +++ +++ 5 - a C- CTI\IIE'_LZD . VA- )
Tl N10.46 5 - + +++ +++ +++ 6 - a -TE
Q! Als6 5 + +++ +++ +++ 45 -
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A2.17 5 + +++ +++ +++ 45 - QD-S-TE
A3.9 5 +++ +++ +++ 7 - -S- - VA
A4.6 6 4+ 4+ +++ 6 - -
A5.18 5 + -+ +H+ e+ 6 . C-E- QD-VSA- TE -
N9.10 5 4+ 4+ 4+ 8 - TE
N10.27 5 4+ 4+ 4+ 7 - _
Al1.9 5 £l o+ o+ 4+ 10 10 AUG '(I':E _C”D - EVSD -
A2.20 5 + +++ +++ +++ 12 - -S-TE- - VA
g A3.2 6 14 +++ +++ +++ 8 17 QD-S-TE- - VA
N1 A4.16 5 13 et et 4+ 5 20 QD-S-
N9.1 5 +++ +++ +++ 3 - C-E-QD-S-TE-
N10.14 5 +++ +++ +++ 4 - AMP - LZD -
Al1.47 5 + o+ o+ i+ 13 - -C- i s_ -E-K
A2.60 5 - X X X 7 - X
.| o | A36 5 - +++ +++ 4+ 6,5 - CE-K-S
& S | A4.60 5 - X X X 5 ) X
5 -C-CN-DA-E-K
§ A5.31 6 - +++ +++ +++ 8 - s Te.
8 N9.48 5 - e+ e+ e+ 7.5 - _ _E-K-S
S N10.56 6 - X X X 6,5 - X
9 '~ Noaa 5 + . . " 5 - CN—-DA—E—K-S
& [N10.29 6 - +++ +++ +++ 4 - _E-S
® | ALI11 6 - +++ +++ + 4 - -VA
& | A4.10 6 + +t +t + 5 - K - VA
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Legenda: amarelo — isolados selecionados para avaliagdo do potencial probidtico; vermelho — isolados B-hemoliticos; verde — isolados com halo de inibi¢do superior a 10 mm e
isolados positivos na capacidade lipolitica e proteolitica. X - Existiu algum problema na multiplicacdo do isolado; para a capacidade gelatinolitica, lipolitica e proteolitica: -
negativo; + positivo; para bilis, diferentes concentracdes NaCl e temperaturas: + atividade fraca; ++ atividade intermédia; +++ atividade forte. AMP — ampicilina; AUG -
amoxicilina/acido clavulanico; C — cloranfenicol; CIP — ciprofloxacina; CN — Gentamicina; DA — clindamicina; E — eritromicina; K — canamacina; LEV — Levofloxacina; LZD —
Linezolide; QD - Quinupristina/ Dalfoprostina; S — estreptomicina; TE — Tetraciclina; TEC — teicoplanina; VA — vancomicina. Azul - isolados considerados resistentes segundo
EUCAST (2021); Laranja — isolados considerados resistentes segundo Touret et al. (2018). Preto — isolados considerados resistentes segundo EUCAST (2021) e CLSI (2016)
para enterococos e segundo Charteris et al. (1998) e Touret et al. (2018) para BAL e lactococos; Verde — isolados considerados resistentes segundo Charteris et al. (1998);
Vermelho - isolados considerados resistentes segundo CLSI (2016).
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Anexo 4

Figura 12 - Exemplo de halos de inibicdo obtidos pelo método spot on lawn por picada (A),

riscado (B) e gota (C).
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