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Avaliacdo Metaboldmica do Processo de Maturacgdo de Queijo Minas
Geovana Manzan Sales, Jeany Delafiori, Flavia Luisa Dias-Audibert e Dr. Rodrigo Ramos Catharino

1. INTRODUCAO

O queijo minas é caracterizado, segundo Lei n°® 14185 de 2002, como um queijo produzido com leite
cru, culturas lacteas naturais como pingo, soro fermentado ou soro-fermento, coalho e sal, e maturado a
temperatura ambiente. Contudo, o periodo minimo de maturacdo varia conforme a microrregido onde foi
produzido, podendo este ser de 14 dias a 22 dias [1,2].

O processo de maturagdo do queijo envolve uma série de reagBes bioquimicas, catalisadas por
microrganismos Vvivos ou por enzimas provenientes de vérias fontes, resultando no desenvolvimento do
sabor, textura e aparéncia da variedade de queijo. Dentre as rea¢fes bioquimicas que ocorrem, podem ser
citados o metabolismo de lactose, lactato e citrato, lipolise, metabolismo de &cidos graxos, protedlise e
catabolismo de aminodcidos [3,4].

Visto a importancia dessa etapa no processo de producédo de queijos, uma elucidacdo de quando esse
processo atinge o esperado nos quesitos de sabor, textura e aparéncia para a variedade de queijo auxiliaria
no melhor controle de qualidade da producdo, uma vez que haveria a possibilidade de padronizagédo
analitica do processo de maturacdo. Assim, uma analise das rea¢des bioquimicas que ocorrem durante esse
processo, de forma rapida e efetiva através da busca por possiveis biomarcadores se faz necessaria.

2. OBJETIVO
Determinar as diferencgas e identificar os marcadores de Queijo Minas utilizando espectrometria de
massas e correlacioné-los com o processo de maturacao.

3. MATERIAIS E METODOS
Ambiente de experimentacdo
Os experimentos foram realizados integralmente no Laboratério INNOVARE de Biomarcadores, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual de Campinas.

Materiais e preparo de amostra

Foi acompanhado o processo de maturacdo de trés lotes do Queijo Minas Artesanal a partir de leite
cru produzido pelo Sitio Real localizado em Araxa/MG. Durante o processo de maturacdo foram coletadas
amostras da casca do queijo em triplicata nos tempos 0, 3, 6, 12 e 30 dias. Foi retirada uma fatia de cada
amostra (0,5 cm x 0,5 cm) e cada uma foi posta em 1 mL de solucdo de metanol:agua (1:1) e
homogeneizado em vortex por 30 segundos, para extracdo dos lipidios presente, em seguida, foi retirado
uma aliquota de 10 pL do sobrenadante e a mesma foi diluida em 490 pL de metanol e homogeneizada em
vortex por 30 segundos e analisada no modo positivo apds a adicdo de 1 pL de acido férmico.

Anélise por espectrometria de massas e identificagdo de biomarcadores

Um ESI-LTQ-XL Discovery (Thermo Scientific, Bremen, Germany) foi usado para a aquisi¢cdo dos
espectros de massas. As condices experimentais foram definidas como: fluxo de 10 uL/min, temperatura
do capilar de 280 °C, corrente de pulverizacdo de 5 kV e gas carreador a 5 unidades arbitrarias. Foram
realizadas 10 replicadas para cada amostra. A aquisi¢cdo de dados foi realizada em modo fullscan na faixa
de m/z entre 150 a 1700 unidades de massa atémica. Os dados foram tabulados em relagdo massa-carga e
intensidade.

As diferencas no processo de maturacdo foram observadas através de tratamento por software
estatistico online MetaboAnalyst 4.0 [5] utilizando-se analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA). Essa abordagem permite agrupar ou diferenciar grupos de amostras baseado nas
semelhancas existentes entre si. Esses compostos tiveram sua identidade proposta através de busca em
bancos de dados em metabolémica, como LIPIDMAPS e METLIN, de reacdes de fragmentacdo (MS/MS)
e calculos estruturais por meio de software Mass Frontier (v. 6.0, Thermo Scientific, California, EUA).
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CondicgOes experimentais gerais para MS/MS foram: dissociacdo induzida por colisdo (CID) utilizando
Hélio como gés de colisdo, com energia variavel de 20 a 50 eV.

4. RESULTADOS

Os resultados dos espectros de massa adquiridos foram submetidos a analise estatistica multivariada
(PLS-DA) para comparacao dos tempos em andlise. Os resultados obtidos por essa analise, observados na
Figura 1, mostram a separacdo do queijo fresco (tempo 0) e do processo de maturacdo (nos tempos 3, 6, 12
e 30) o que nos permite afirmar que ha metabdlitos que estatisticamente diferenciam o queijo fresco do
queijo maturado. O modelo utilizado foi estatisticamente significante (p< 0,001) através da validagdo
realizada (Figura 2) através de testes de permutacdo (Fig.2a Distancia de separacdo; Fig.2b Exatiddo
predita durante treinamento). Através da lista de VIP score gerado pelo software online MetaboAnalyst 4.0
foi possivel selecionar os marcadores distintos entre queijo fresco e queijo nos diferentes estagios de
maturacdo; além disso, através dessa lista € possivel observar quais marcadores sdo comuns dentre 0s
diferentes estagios de maturacao e que podem descrever esse processo.

Através de analise por heat map (figura 3) dos marcadores é possivel observar quais estdo presentes
em maior concentracdo no queijo fresco (tempo 0) e quais estdo em maior concentragdo no queijo maturado
(tempos 3, 6, 12 e 30). Essa diferenciacdo corrobora para a definicdo de quais marcadores melhor
representam o queijo fresco e quais melhor representam o processo de maturagdo. Por fim, os marcadores
identificados foram descritos na tabela 1,
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Figura 1. Imagem contendo os resultados do PLS-DA para as comparagdes entre os tempos de andlise TOXT3 (A), TOXT6 (B),
TOxT12 (C) e TOXT30 (D).
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Figura 2. Teste de permutacdo para validacdo da analise estatistica por PLS-DA. (a) Distancia de Separacédo (p-valor < 0,001); (b)
Exatiddo predita durante treinamento (p-valor < 0,001).

Figura 3. Heat map dos marcadores nos tempos 0, 3, 6, 12 e 30.
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Tabela 1. Tabela contendo os marcadores encontrados para o queijo fresco (T0) e para 0 maturado (T3, T6, T12 e T30).

miz | Molécula | Aduto MSMS ID
Queijo Fresco (T0)
365 | Dissacarideo (lactose, manobiose) [M+Na]* 305-347-203-245-185 267
491 N-oleil-Ala-His [M+H]* 459'365'210'?;17911'403'447'373' LMFA08020220
687 DG(42:11) ° [M+H]* 599-405-431-577-571-383 LMG';‘%%%lOZ%
Queijo Maturado (T3, T6, T12 e T30)
a
504 PE(20:3)° [M+H]* 486-458-446-415-389-436 LMG7P$§§85§°22
a
568 PE(22:4)° [M+K]* 525-520-522-453-439-551-510 LMG?%Q;?O“
a
570 PS(22:6)° [M+H]* 538-524-552-553-497-371-436 LMGfggfgbOOlS
a
680 DG(40:1)° [M+H]* 502-622-648-636-662 "MG';%%(;%OQS
a
710 PE(34:5)° [M+H]* 622-454-430-600-678-406-664 "MGgggf;bOM“
a
738 DG(44:0)° [M+H]* 622-650-570-692-706 LMG';%%?%O%S
a
862 TG(52:1)° [M+H]* 830-606-804-816-844-475-776 LMG';%%OO%
922 TG(58:13)° [M+H]* 640-639-894-585-754-569 LMG;é)732()32870

DG: diacilglicerol; PE: fosfatidiletanolamina; PS: fosfatidilserina; e TG: triacilglicerol.
& LIPIDMAPS:; “METLIN: % ndmero de carbonos: nimero de insaturacoes.
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5. DISCUSSAO

O leite pode ser considerado uma emulsdo 6leo em agua, na qual as micelas lipidicas estdo dispersas
na fase continua (fase aquosa). Conforme descrito em literatura as micelas lipidicas presentes no leite séo
revestidas por uma fina membrana que desempenha um grande papel para melhorar a estabilidade dessa
emulsdo, sendo essa membrana constituida por uma complexa mistura de proteinas, glicoproteinas,
fosfolipidios, triacilglicerideos, colesterol, enzimas e outros componentes, em menores quantidades [6,7].

Dentre 0s componentes da membrana, podemos destacar os fosfolipidios, fosfatidilcolina,
fostatidiletalonamina, fosfatidilserina e fosfatidilinositol pala sua maior importancia para a melhor
estabilizacdo dessa emulsdo devido ao seu caréater anfifilico [6]. Sabendo que o processo de transformacéo
do leite em queijo envolve uma série de etapas, € importante ressaltar a adicdo do coalho. Nesse processo
de adicéo, torna-se possivel o rompimento da membrana que reveste os glébulos lipidicos, provocando a
liberacdo além dos lipidios em seu interior, os componentes da propria membrana, dentre os quais foram
identificados fosfatidiletanolamina [m/z 504 PE(20:3); m/z 568 PE(22:4); e m/z 710 PE(34:5)] e
fosfatidilserina [m/z 570 PS(22:6)].

Foi identificada no queijo fresco a molécula N-oleil-Ala-His [m/z 491 N-oleil-Ala-His], a qual pode
ser formada pela reacdo entre carnosina e acido oleico [8], ambos presentes no leite [9,10]. Propde-se que a
formacdo dessa substancia pode ser desencadeada ap6s adi¢do do coalho, responsavel pela sua catalise, e se
limite ao inicio do processo devido a carnosina possuir potencial antioxidante e capacidade de inibir
lipoxigenases [11] o que provocaria seu consumo durante o periodo de matura¢do do queijo. Além desse
biomarcador também foi identificado, para o queijo fresco, um dissacarideo, podendo este ser lactose ou
manobiose, [m/z 365 Dissacarideo (lactose, manobiose)] o qual estd presente no leite e que sua
concentracdo no queijo maturado reduziria devida sua metabolizacdo para lactato, o qual seguiria por rotas
de metabolizacéo [4,12,13].

Durante o processo de maturagdo uma das principais classes de reacdo ¢ a lipdlise que, devido ao
baixo potencial de oxidacdo do queijo [14], ocorre por meio da acdo de enzimas hidroliticas, também
chamadas hidrolases, presentes, formando seus principais produtos, os quais podem ser acidos graxos
livres, mono- e diacilglicer6is [14,15]. Dentre esses, foi possivel identificar, para o queijo fresco,
possivelmente por causa da quebra das micelas e exposi¢do de triacilglicer6is durante o processo de
producdo do queijo, um diacilglicerol na m/z 687 DG(42:11). J& no processo de maturacdo observa-se a
presenca de triacilglicer6is nas m/z 862 TG(52:1) e m/z 922 TG(58:13), que, possivelmente, ainda nao
sofreram reacdo, e diacilgliceréis nas m/z 680 DG(40:1) e m/z 738 DG(44:0). O aumento dessas espécies de
diacilglicerdis observado no queijo maturado pode ser justificado pelo maior tempo de exposicao desses as
enzimas presentes no queijo durante seu armazenamento para maturacao.

6. CONCLUSAO

E possivel concluir que o queijo fresco e o queijo maturado, ou em processo de maturagio, possuem
caracteristicas moleculares que os discriminam estatisticamente, conforme o observado através da analise
por PLS-DA. Os biomarcadores relacionados a essas diferengas podem ser determinados a partir da analise
da lista de VIP score e na analise por heat map, os quais melhor representam o queijo no estado fresco,
representado pelo tempo 0, e quais melhor representam o queijo em estado de maturagéo, representado nos
tempos 3, 6, 12 e 30.

Assim, foram identificados para o queijo fresco os marcadores [m/z 491 N-oleil-Ala-His; e m/z 687
DG(42:11)] que estdo relacionados com a ac¢ao do coalho no leite, e um dissacarideo [m/z 365 Dissacarideo
(lactose, manobiose)] que esta presente no leite antes de sua transformacdo em queijo. E, para o queijo
maturado, foram identificados os marcadores que estéo relacionados com a reagdo de lipolise [m/z 862
TG(52:1); m/z 922 TG(58:13); m/z 680 DG(40:1); e m/z 738 DG(44:0)] e com a degradagéo das micelas
lipidicas e liberacdo de componentes da membrana durante o processo de producdo e maturacdo do queijo
[m/z 504 PE(20:3); m/z 568 PE(22:4); m/z 710 PE(34:5); e m/z 570 PS(22:6)].

Agradecimentos ao CNPq pelo apoio financeiro, e ao pessoal do laboratério INNOVARE por todo o
apoio durante a realizacdo desse projeto.
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