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AMINAS BIOATIVAS, AMINOACIDOS LIVRES E AMONIA
COMO INDICES DE QUALIDADE DE LEITES FERMENTADOS

Bioactive amines, free amino acids and ammonia as quality indexes of
fermented milk

Naiara Meireles Ciriaco’, Gisela de Magalhdes Machado Moreira'?, Guilherme Coelho
Lopes dos Reis', Valterney Lima Deus', Maria Beatriz Abreu Gloria'*

RESUMO

Leites fermentados sdo alimentos saudaveis por serem veiculadores de
microrganismos probioticos. O objetivo deste estudo foi investigar o perfil e teores
de aminoacidos, aminas bioativas € amodnia em cinco marcas distintas de leites
fermentados antes ¢ apos a validade. Dentro da validade, as amostras apresentaram
pH de 4,04 a 4,06, acidez titulavel de 0,82 a 0,99 g acido latico/100 g, solidos
totais de 7,33 a12,0 g/100 g, e teores de espermina de 0,28 a 0,80 mg/kg. Trés a 11
aminoacidos livres foram encontrados, dependendo da marca, em teores totais de
4,19 a 17,77 mg/kg. Arginina ¢ asparagina estavam presentes em todas as marcas,
enquanto acido aspartico, leucina e lisina estavam presentes em apenas uma marca
cada. Fenilalanina estava presente em duas marcas. Arginina, asparagina, histidina,
prolina e treonina foram os aminoacidos predominantes. Apos a validade, ndo houve
altera¢do no pH, acidez e sélidos totais para todas as marcas. O perfil e teores de
aminoacidos, aminas e aménia mudaram para trés marcas. Novos aminoacidos
(glicina e serina) ¢ a amodnia foram detectados. Em geral, os teores de prolina,
leucina, lisina e fenilalanina aumentaram; enquanto os de asparagina, histidina
e treonina diminuiram. Novas aminas foram detectadas: serotonina e agmatina.
Analise multivariada (PCA e HCA) confirmou que os aminoacidos glicina e serina
e as aminas serotonina e agmatina sdo potenciais diferenciadores da qualidade de
trés das cinco marcas pesquisadas de leites fermentados.
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ABSTRACT

Fermented milk is considered a healthy food because it carries probiotic
microorganisms. The objective of this study was to investigate the profile and levels
of free amino acids, amines and ammonia in five different brands of fermented milk
before and after the expiration date. Within shelf life, the samples had pH of 4.04-
4.06, titratable acidity of 0.82-0.99 g lactic acid/100 g, total solids of 7.33-12.0
g/100 g, and spermine levels of 0.28-0.80 mg/kg. Three to 11 amino acids were
found depending on the brand, at total levels of 4.19 to 17.77 mg/kg. Arginine and
asparagine were present in every brand, whereas aspartic acid, leucine and lysine
were present each in only one brand. Phenylalanine was present in two brands.
Arginine, asparagine, histidine, proline and threonine were the predominant amino
acids. After the expiration date, there was no change in pH, acidity and total solids
for all brands. The profile and levels of amino acids and amines changed for three
brands. New amino acids (glycine and serine) and ammonia were detected. Overall,
the levels of glycine, serine, proline, leucine, lysine and phenylalanine increased;
whereas the levels of asparagine, histidine and threonine decreased. New amines were
detected — serotonin and agmatine. Multivariate analysis (PCA and HCA) confirmed
that the amino acids glycine and serine and the amines serotonin and agmatine are
potential differentiators of the quality of three of the five brands of fermented milk.

Keywords: Lactobacillus, arginine, proline, spermine, biogenic amines.

INTRODUCAO

Leites fermentados sdo produtos tra-
dicionais e bem estabelecidos na industria de
laticinios (COSTA et al., 2015). As vendas
de leite fermentado no Brasil sdo da ordem
de R$400 milhdes por ano e duas marcas
representam 82% destas vendas. Em volume,
essas empresas produzem 100 mil toneladas
de leite fermentado por ano (MILKPOINT,
2018).

Os leites fermentados tém sido valo-
rizados por serem nutritivos, saudaveis e
apresentarem fun¢des probioticas, visando
a manuten¢do da saude gastrointestinal.
As bactérias acido lacticas (BAL) sd@o am-
plamente utilizadas no preparo destes pro-
dutos, estas promovem o decréscimo do pH
pela conversdo da lactose em acido latico.
Ocorre protedlise gerando peptideos e ami-
noacidos livres, acidos graxos ¢ aglcares
simples, todos contribuindo para uma melhor

digestibilidade do produto e oferecendo pro-
priedades nutricionais e funcionais (SHIBY;
MISHRA, 2013). Os beneficios da fer-
mentagdo por BAL tém sido amplamente
reportados (LIEVIN-LE MOAL; SERVIN,
2014; DI CERBO et al., 2016). Lactobacilli
pode aderir e colonizar a mucosa do trato
gastrointestinal, trazendo beneficios na
regulacdo do sistema imune intestinal, esti-
mulando a maturagdo da mucosa intestinal,
desenvolvendo papéis relevantes na nutrigao
e na resisténcia a bactérias patogénicas
gastricas e entéricas (LIEVIN-LE MOAL;
SERVIN, 2014). Além disto, BAL podem
produzir poliaminas as quais s3o fatores de
crescimento, importantes na maturagao e
regeneragdo da mucosa intestinal e redug@o
da mutagenicidade no intestino de adultos
saudaveis (MATSUMOTO; BENNO, 2004;
GLORIA, 2006).

Por outro lado, as BAL podem tam-
bém produzir aminas biogénicas, incluindo,
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tiramina e histamina (BENKERROUM,
2016), as quais, em concentracdes elevadas,
podem causar efeitos adversos a saide humana
(EFSA, 2011). A histamina e a tiramina sdo
as aminas mais associadas a intoxicagdes
alimentares, com sintomas que incluem:
cefaleia, sudorese, queimagdo, tontura, ede-
ma, urticaria, e diarreia para histamina e
enxaqueca e crise hipertensiva para a tiramina
(EFSA, 2011; ALVAREZ; MORENO-
ARRIBAS, 2014). Putrescina e cadaverina
podem potencializar os efeitos adversos destas
aminas (ALVAREZ; MORENO-ARRIBAS,
2014). Além dos efeitos prejudiciais a saui-
de dos consumidores, podem prejudicar
as caracteristicas sensoriais dos alimentos
(GLORIA, 2006).

Os principais fatores que afetam a for-
magdo e o acimulo de aminas nos alimentos
sdo a disponibilidade de aminoacidos, e,
portanto, a atividade proteolitica, a presen-
ca de bactérias capazes de descarboxilar
aminoacidos e condi¢des favoraveis a ativi-
dade descarboxilante. Outros fatores que
podem contribuir para a formagdo de aminas
biogénicas em produtos lacteos fermentados,
incluem a qualidade do leite, o tipo de produto,
pH, atividade de agua, cultura iniciadora,
tempo de fermentagao, atividade proteolitica,
condi¢des no processamento, temperatura e
duragdo do armazenamento (GALGANO et
al.,2012; ALVAREZ; MORENO ARRIBAS,
2014). A produgao e armazenamento de leite
fermentado podem favorecer a formagao de
aminas biogénicas por aumentar a atividade
proteolitica, que incrementa a liberagdo de
aminoacidos (LINARES et al., 2012).

Estudo recente, realizado com bebidas
lacteas fermentadas, indicou que as amostras
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
e microbioldgicas satisfatorias, bem como
contagens totais de bactérias laticas viaveis
superiores ao minimo estabelecido pela
legislagdo (ANDRADE et al., 2015). En-
tretanto, como resultado da atividade meta-

bolica microbiana, a concentragdo de aminas
pode aumentar durante o armazenamento,
podendo servir como um indice de qualidade
(LORENCOVA et al., 2012). Sio escassas as
informagdes sobre aminas em leite fermentado.
Inclusive, ndo estdo disponiveis pardmetros
fisico-quimicos que possam ser utilizados
como indice de qualidade do produto. O
objetivo deste estudo foi investigar o perfil
e os teores de aminoacidos livres, aminas
bioativas livres e amdnia em cinco marcas de
leites fermentados mais consumidos no Brasil,
durante e apds o vencimento da validade.
As alteragdes em alguns parametros fisico-
quimicos também foram investigadas.

MATERIAL E METODOS
Reagentes e amostras

Padroes de aminas bioativas e ami-
noacidos e acetonitrila (grau cromatografico)
foram adquiridos da Sigma/Aldrich Co.
(St. Louis, MO, EUA), cloreto de amonio
(100%) foi adquirido da Synth (Diadema, SP,
Brasil) e 6 aminoquinolil-N-hidroxisuccini-
midil carbamato (AQC) — kit Waters AccQ.
Fluor® foi adquirido da Waters (Milford, MA,
EUA).

As solugdes foram preparadas com agua
ultrapura obtida de Sistema Milli-Q Plus
(Millipore Corp., Milford, MA, EUA). As
fases moveis foram filtradas em membrana
de 0,22 um de tamanho do poro (Millipore
Corp., Milford, MA, EUA).

Amostras de leite fermentado de cinco
marcas (A a E) mais comercializadas no
territério nacional (3 lotes diferentes de
cada marca) foram adquiridas em trés locais
diferentes no mercado varejista de Belo
Horizonte (MG), Brasil. Os leites fermentados
foram adquiridos aos 6 a 15 dias de fabricagao
e foram armazenados a 9 = 1 °C por até
60 dias. Imediatamente ap6s a chegada ao
laboratdrio e em intervalos de 15 dias ao longo
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do armazenamento, amostras foram coletadas
¢ analisadas. As amostras foram agrupadas
em dois grupos: na validade (dentro da
validade); vencida ou fora da validade (5
dias apo6s o vencimento da validade). Estas
foram analisadas quanto as caracteristicas
fisico-quimicas (pH, acidez e sélidos totais),
e teores de aminoacidos e aminas bioativas
livres e amonia.

Determinacido das caracteristicas fisico-
quimicas

O pH, acidez titulavel e solidos totais
foram determinados de acordo com Pereira
et al. (2001).

Determinac¢io de aminoacidos, aminas
bioativas e amonia

Os aminodacidos livres, aminas bioati-
vas livres e amonia foram quantificados
simultaneamente por cromatografia liquida
e deteccdo no ultravioleta (MOREIRA et al.,
2017). Para tal, foram utilizadas amostras
liofilizadas (K105 Liotop, Sdo Carlos, SP)
ap6s pré-congelamento a —18 °C/48 h. Os
analitos foram extraidos com 7 mL de acido
cloridrico 1 mol/L, seguido de agitagdo em
agitador orbital Tecnal® modelo TE-140 (250
rpm por 10 minutos), centrifugagdo (11.180
g por 10 minutos a 4 °C) e filtragdo em papel
de filtro qualitativo. Foram realizadas trés
extragOes sucessivas vertendo os filtrados no
mesmo baldo volumétrico, sendo adicionado o
padrao interno L-norvalina para concentracao
final in column de 25 pmol antes de se
completar o baldo volumétrico de 25 mL.

Para derivacgdo, o extrato foi neutraliza-
do com igual volume de NaOH 1 mol/L e
centrifugado (16.000 g, por 10 minutos a
4 °C). A 5 pL de extrato neutralizado foram
adicionados 35 pL de tampao borato AccQ.
Fluor® e 10 pL de reagente AQC. Apos 1
minuto de descanso o extrato foi aquecido

a 55 °C/10 minutos em banho-maria para
completar a derivagdo. As amostras derivadas
foram filtradas em filtros de 0,22 pum de
poro (Whatman®, GE Healthcare, Reino
Unido) para vial Total Recovery® Waters
e, analisadas por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (MOREIRA et al., 2017).
Foi usado um sistema Waters Acquity®
Ultra Performance LC (UPLC®) (Waters,
Milford, MA, EUA), com detector ultravioleta
sintonizavel Acquity® a 249 nm, coluna de
fase reversa BEH C18 (50%2,1 mm d.i., 1,7
um, Acquity UPLC®), e gradiente de elui¢do
de A — tampao acetato de sodio a 0,1 mol/L
ajustado para pH 4,80 com acido acético,
e B — acetonitrila. O volume de injegdo de
amostra foi 2 pL, a vazdo da fase moével foi de
1 mL/min. O software Waters Empower 2 foi
utilizado para controle do UHPLC e aquisi¢ao
dos dados. A concentragdo de aminas e
aminoacidos foi calculada por interpolagdo
nas respectivas curvas analiticas (R2>0,971)
para todos os analitos. Os resultados foram
expressos em mg/kg.

Analise estatistica

O experimento foi conduzido em trés
repeti¢des (lotes diferentes adquiridos em
diferentes estabelecimentos). Os resultados
foram sujeitos a testes de adequagdo dos
residuos a pressupostos de normalidade,
independéncia e homocedasticidade. ANOVA
e teste de Tukey foram aplicados aos dados,
ao nivel de significancia de 5%.

Duas técnicas de andlise multivariada
foram utilizadas para caracterizacao dos leites
fermentados na validade e apos vencimen-
to da validade: analise de componentes
principais (PCA) e analise de agrupamento
hierarquico (HCA). Para a PCA, pH, acidez
titulavel, aminas livres (espermina, agmatina
e serotonina), aminoacidos livres (acido
aspartico, alanina, arginina, asparagina,
fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina,
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leucina, lisina, prolina, serina, tirosina,
treonina e valina), aminoacidos livres totais,
aminas bioativas totais e amonia foram usadas
como varidveis ativas para a determinagdo
dos componentes principais, e a variavel
suplementar (validade ou vencida) foi
projetada no plano fatorial. A PCA foi
conduzida com padronizagdo das variaveis
usando matriz de correla¢do de Pearson. Para
analise de HCA, o dendrograma foi obtido
por agrupamento das variaveis (utilizando
os mesmos parametros da PCA). Todas
as analises foram conduzidas utilizando o
software Minitab® (versdo 2017.17.3.1, State
College, PA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacio dos leites fermentados
durante a validade

Caracteristicas fisico-quimicas

Os leites fermentados mais comumente
consumidos no Brasil foram produzidos
com diferentes espécies de Lactobacillus
(L. casei difensis, Lactobacillus, L. fortis,

L. casei, e L. casei Shirota, para as marcas
A a E, respectivamente) e apresentaram
formulag¢des distintas. Os leites fermentados,
durante a validade (Tabela 1), apresentaram
valores médios de pH que variaram de 4,04
a 4,06; de acidez titulavel de 0,82 a 0,99 g
acido latico/100 g e de solidos totais de 7,33
a 12,00 g/100 g. Houve diferenca significativa
(p<0,05) entre todas as marcas com relagdo
aos teores de solidos totais. Esta diferenca
pode ser devida as diferentes formulacdes
usadas por cada industria. Inclusive, agua
foi usada como ingrediente em algumas
marcas, entretanto, estas nao foram as que
apresentaram menores teores de sdlidos
totais. A acidez na marca A foi menor que
a das demais marcas. Todas as amostras de
leite fermentado estavam de acordo com a
legislagao brasileira (BRASIL, 2007), que
limita a acidez titulavel a valores de 0,6 a 2,0
g de acido latico/100 g.

Teores de aminodcidos livres e amonia
Os tipos e teores de aminoacidos livres

e os teores de amodnia encontrados nas dife-
rentes marcas de leite fermentado durante

Tabela 1 — Valores médios (+ desvio padrio) de pH, acidez titulavel e solidos totais de diferentes
marcas de leite fermentado (na validade e vencido) obtidos no mercado consumidor de Belo

Horizonte, MG

Marca Acidez Solidostotais
pH (g acido latico/100 g) (g/100 g)
Validade Vencido Validade Vencido Validade Vencido
A 4,06+0,08**  4,08+0,14*~ 0,82+0,09°* 0,90+0,08** 12,0+£0,00~*  12,0+0,00**
B 4,04+0,02*  4,23+0,27** 0,99+0,06%* 0,98+0,14%x 9,37+0,11=*  9,33+0,00*
C 4,04+0,04**  4,06+0,03*~ 0,99+0,10%% 0,96+0,05%* 7,33£0,37¢*  7,22+0,17°*
D 4,05+0,07**  3,99+0,08** 0,90+0,03%>*  0,92+0,04** 10,4+0,7>* 11,00£0,0>*
E 4,04+0,04>*  4,06+0,02~ 0,99+0,06%* 0,93+0,02%x 8,39+0,25%  8,33+0,334*

n (validade) > 9; n (vencido > 6) para cada marca.

Valores médios (+ desvio padrdo) com letras diferentes [x,y] para um mesmo produto, na validade ou vencido e
[a-e] para um mesmo analito em diferentes marcas separadamente na validade e vencidos sdo significativamente

diferentes (teste de Tukey, p<0,05).
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a validade estdo indicados na Tabela 2. Den-
tre os 20 aminoacidos pesquisados, apenas
13 foram detectados nos produtos: acido
aspartico, alanina, arginina, asparagina,
fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, prolina, tirosina, treonina e valina.
Amonia ndo foi detectada em nenhuma
marca. Ndo foram encontrados nas amos-
tras os aminoacidos: acido glutamico,
cistina, glicina, glutamina, metionina,
serina ¢ triptofano. Arginina e asparagina
foram os unicos aminoacidos presentes em
todas as amostras de todas as marcas. A
variag¢do dos tipos e teores de aminoacidos
livres encontrados pode estar diretamente
associada aos microrganismos utilizados na
producao dos leites fermentados, pois, varias
propriedades tecnoldogicas importantes,
como o metabolismo do acucar, a atividade
proteolitica e a atividade da urease, também
representam a diversidade fenotipica dentro
da espécie de microrganismo utilizado
(LADERO et al., 2012; BAO et al., 2016).
Esta ¢ a primeira vez que o perfil e os teores
de aminoacidos e de aminas livres e amdnia
sdo comparados em leites fermentados.

Os teores totais de aminodcidos nos
produtos variaram de 4,19 a 17,77 mg/kg,
sendo os maiores teores encontrados nas
marcas B e E (~18 mg/kg), seguidos por A (~14
mg/kg), e pelos produtos das marcas C e D
(~4 mg/kg). Ao analisar a contribui¢do de cada
aminoacido aos teores totais, nos produtos das
marcas A e B, a treonina foi o aminoacido
que mais contribuiu (21-31%), seguido da
histidina (22-27%) e isoleucina (10-12%).
O restante contribuiu com menos de 10%.
Os produtos das marcas C e D apresentaram
maior contribuicdo de arginina para os teores
totais (~45%), seguidos por prolina (~37%)
e asparagina (17%). Os produtos da marca
E tinham vérios aminoacidos com similar
contribui¢do aos teores totais, incluindo
treonina e histidina (~21 a 25%) e alanina,
arginina e leucina contribuindo com ~11%.

A predominancia de treonina e histidina
nos leites fermentados das marcas A ¢ B
pode conferir ao produto o sabor amargo,
caracteristico destes aminodcidos livres (BAO
etal.,2016). Por outro lado, a predominancia
de prolina nos leites fermentados C e D pode
conferir o sabor adocicado a estes.

Bao et al. (2016) encontraram 18
aminoacidos em leite fermentado com L.
casei GBHM-21, ou seja, um maior numero
de aminoacidos. De acordo com Rao et al.
(1982), culturas laticas possuem diferentes
atividades proteoliticas. Estas ndo s6 sao
capazes de digerir proteinas, mas também
podem sintetizar novas proteinas bacterianas,
podendo alterar o perfil de aminoacidos do
leite fermentado.

Teores de aminas bioativas livres

Dentre as dez aminas pesquisadas (Ta-
bela 3), apenas espermina estava presente
nos produtos de todas as marcas, em baixos
teores médios que variaram de 0,28 a 0,80 mg/
kg. Os produtos das marcas A, B e C foram
aqueles que apresentaram concentragdes mais
elevadas (p <0,05) de espermina (0,68 a 0,80
mg/kg) quando comparado aos produtos das
marcas D e E (0,28-0,29 mg/kg).

Sdo escassos os estudos sobre aminas
em leites fermentados. Tiramina, em teores
que variaram de 3,2 a 6,2 mg/kg, foi detectada
em leite fermentado comercializado na
Republica Tcheca, no final da vida de
prateleira (BUNKOVA et al., 2013). Os
teores totais de aminas biogénicas em leite
fermentado sdo geralmente inferiores a 30 mg/
kg (BUNKOVA et al., 2013). Leite e leites
fermentados ndo sdao fontes significativas
de aminas. Em leite de vaca (GLORIA et
al., 2011; UBALDO et al., 2015) e iogurte
(NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2002), a
espermidina e a espermina sao as aminas
predominantes, no entanto, ainda ndo estd
claro se estas tém origem enddgena ou se sao
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sintetizadas por microrganismos (LINARES
et al., 2012). Alguns fatores que afetam as
aminas no leite e derivados incluem a carga
microbiana e celulas somaticas no leite,
a intensidade do tratamento térmico, € o
uso de culturas iniciadoras (NOVELLA-
RODRIGUES et al., 2002; UBALDO et al.,
2015). As bactérias acido laticas sdo descritas
como produtoras de histamina, tiramina e
putrescina (NOVELLA-RODRIGUES et
al., 2002; LADERO et al., 2012) entretanto
o tempo de fermentagdo pode ndo ter sido
longo o suficiente para a formagdo e acimulo
destas aminas.

A presenca de espermina em leite
fermentado ¢ relevante, pois esta poliamina
tem papel importante na sintese de DNA,
RNA e proteinas e na maturagdo da mucosa
intestinal (GLORIA, 2006). Além disso, a
espermina tem outras atividades promotoras
de saude, incluindo atividades antioxidante,
antinflamatoria, e neuroprotetora e inibicdo
da inflamacdo e antimutagenicidade no trato
intestinal (GLORIA, 2006). A presenca desta
poliamina no leite fermentado pode contribuir

para as propriedades funcionais relatadas na
introdugao.

Caracterizacio dos leites fermentados apés
vencimento da validade

Caracteristicas fisico-quimicas

Apbs o vencimento da validade dos
leites fermentados (Tabela 1), os valores de
pH variaram de 3,99 a 4,08; a acidez titulavel
variou de 0,90 a 0,98 g acido latico/100 g;
e os teores de so6lidos soliveis variaram de
7,22 a 12,0 g/100 g. Nao houve diferenga
significativa (p>0,05) nestes pardmetros
fisico-quimicos para amostras na validade
e vencidas. Todos os produtos continuavam
atendendo a legislagdo brasileira (BRASIL,
2007), mesmo depois de vencida a validade.
Desta forma, nenhum destes parametros
fisico-quimicos investigados poderia ser
utilizado com um diferenciador de leite fer-
mentado na validade ou vencido.

Tabela 3 — Teores médios (+ desvios padrao) de aminas bioativas livres em diferentes marcas de
leite fermentado na validade e vencido obtidos no mercado consumidor de Belo Horizonte, MG

Marca Teores de aminas (mg/kg)
Espermina Agmatina Serotonina Total

Validade Vencido Validade Vencido Validade Vencido Validade Vencido
A 0,68£0,00% 093001  nd®  087+0,00°  nd™®  0,77+0,00*  0,68£0,00% 2,57+0,01°*
B 080£0,16"™ 095:0,03*  nd™  089£0,03  nd™  079£0,03** 080£0,16"  2,63+0,03*
C  0,670,01™ 068:0,01°  nd™ nd™ nd*™* nd™ 0,6740,01*  0,68+0,01%
D 029+0,02°* 03140,00®  nd™ nd™ nd*”* nd®™ 0,2940,02°*  0,310,00°%
E  028£000™ 0,12:0,00%  nd®  087£0,00™  nd™  0,78:0,00" 0,28£0,00™  1,77£0,00°"

Valores médios (+ desvio padrdo) com letras diferentes [x,y] para um mesmo produto, na validade ou vencido e
[a-e] para um mesmo analito e diferentes marcas sdo significativamente diferentes (teste de Tukey, p < 0,05).

n (validade) > 9; n (vencido > 6) para cada marca.

nd = ndo detectado (limite de quantificagdo = 0,04 mg/kg).
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Teores de aminodcidos livres e amonia

Com relagdo aos teores de aminoacidos
livres (Tabela 2), ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) no perfil e teores de
aminoacidos para os leites fermentados C e D
entre amostras vencidas e na validade. Estes
resultados sugerem que ndo houve atividade
proteolitica pelas culturas utilizadas nestes
produtos ao longo dos 60 dias de estudo.

Por outro lado, dois aminoacidos nao
detectados nas amostras dentro da validade
foram quantificados nos produtos vencidos
das marcas A, B e E — glicina e serina. Houve
também mudanca no perfil de aminoacidos:
na marca A, deixaram de ser detectadas a
asparagina, histidina e treonina e passaram
a ser detectadas fenilalanina, leucina, lisina,
prolina, glicina e serina. Na marca B, a
asparagina nao foi detectada e passaram a
ser detectadas glicina e serina. Na marca E,
passaram a ser detectadas prolina, glicina e
serina, houve aumento nos teores de arginina
e fenilalanina e diminui¢ao nos teores
de alanina, asparagina, histidina, leucina e
treonina. Assim sendo, para estas trés marcas,
a presenca de glicina e de serina poderia ser
indicadora de vencimento da validade.

Houve também variacdo nos teores
de varios aminoacidos quando o produto
ultrapassou a validade. Para a marca A, houve
aumento significativo (p<0,05) nos teores
de arginina, fenilalanina, glicina, leucina,
lisina, prolina e serina; ¢ houve diminuigdo
nos teores de asparagina, histidina e treonina.
Para a marca B, houve aumento de glicina e
serina e diminui¢do nos teores de asparagina,
histidina, e treonina. Para a marca E, houve
decréscimo nos teores de alanina, asparagina,
histidina, leucina e treonina e incremento
nos teores de arginina, fenilalanina, glicina,
isoleucina, prolina, e serina. Apesar das
diferencas no perfil e teores de aminoacidos
em algumas marcas de leite fermentado
vencido comparado aquele dentro da validade,
os teores totais de aminoacidos nao diferiram

entre as amostras das marcas C e D e também
das marcas A, B e E.

Outra diferenga entre os leites fermentados
durante a validade e vencidos esta relacionada a
presenca de amonia nas amostras vencidas das
marcas A, B e E. A presenga deste composto
indica a existéncia de atividade proteolitica
podendo ser usada como um indice de qualidade.

Sdo escassos os dados na literatura
sobre a alteracdo do perfil de aminoacidos em
leites fermentados como os incluidos neste
estudo. Entretanto, a diminui¢do dos teores
de treonina e o aumento nos teores de lisina e
amonia foram também observados por RAO et
al. (1982), que ainda observaram diminui¢ao
de metionina, treonina e valina e aumento nos
teores de acido glutdmico e lisina e amdnia
durante a fermentagdo por L. acidophilus e
L. bulgaricus, sendo que o primeiro produziu
leucina e tirosina.

Teores de aminas bioativas livres

Com o vencimento da validade houve o
aparecimento de agmatina e serotonina, ndo
detectadas nas amostras dentro da validade.
Isto aconteceu apenas para as marcas A, B e E.
A agmatina pode resultar da descarboxilacdo
da arginina, sendo também um precursor
na formagdo das poliaminas via putrescina
(GLORIA, 2006; BARBIERI et al., 2019).
A serotonina pode ser formada via triptofano
ou triptamina (GLORIA, 2006), mas nenhum
destes precursores foi encontrado nos leites
fermentados durante a validade.

A produg@o de aminas biogénicas por
BAL tem sido descrita na literatura. Estas
bactérias podem produzir energia metabdlica,
utilizando vias catabdlicas que convertem os
aminoacidos nas aminas, visto que as BAL
ndo possuem a cadeia respiratoria como fonte
de ATP (GLORIA, 2006; GEZGINC et al.,
2013). A descarboxilagdo de aminoacidos
pode também aumentar a sobrevivéncia das
bactérias sob condigdes de estresse, pelo
consumo de protons e da excre¢do de aminas
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e CO,, ajudando a restaurar o pH externo.
O pH de leite fermentado ¢ considerado um
fator favoravel para a agdo de descarboxilases
e formagdo de aminas (LORENCOVA et al.,
2012). Ainda, tem sido relatada a relagdo
entre um pH acido e o aumento na produgao
de aminas (GEZGINC et al., 2013). Os
genes codificadores para a descarboxilacdo
podem ser induzidos em baixos valores de
pH (LINARES et al., 2012).

A capacidade das BAL em des-
carboxilizar aminoacidos ¢ variavel, podendo
ser relacionada a estirpe, mais do que a
especie. Esta é uma caracteristica adquirida
por transferéncia de genes horizontal associada
a plasmideo, elementos modveis ou ilhas de
resisténcia a acidez (LINARES et al., 2012).

Assim, a presenca de aminas biogénicas
(além da poliamina espermina), pode ser um
indicador da qualidade de leite fermentado.
Ainda, para minimizar a formagao de aminas
em leite fermentado, a selecdo da linhagem
das bactérias laticas pode ser realizada modu-
lando o perfil de aminas, entretanto, estas
modificagdes podem causar alteragdes no
sabor ou na textura (GEZGINC et al., 2013).

Analise multivariada dos leites fermentados
na validade e vencidos

Pela analise dos componentes princi-
pais (PCA), os dois primeiros componentes
representaram 85% da variancia total.
Foram evidenciados trés grupos dos leites
fermentados, sendo que as amostras A, B e E,
dentro da validade ficaram no lado esquerdo
superior do grafico (Figura 1B); as amostras
A, B ¢ E vencidas (fora da validade) ficaram
no lado direito inferior; ¢ as amostras C e D,
tanto aquelas na validade quanto as vencidas,
ficaram no lado esquerdo inferior do grafico.
PC1 contribuiu com 71% da variancia total
(Figura 1A) e correlacionou positivamente
(+0,3) com varios aminoacidos (cistina,
fenilalanina, glicina, arginina), com a amonia,

€ com a amina, e negativamente com a arginina
(-0,3). PC2 contribuiu com 14% da variancia
total e as maiores correlagdes positivas (0,5)
foram observadas para histidina e treonina
e a negativa (-0,4) para a prolina. HCA
(Figura 1C) das observacdes confirmou a
discriminagdo em trés grupos: (i) A, Be Ena
validade; (ii) C e D tanto na validade quanto
vencido); e (iii) A, B e E vencidos. Este
arranjo sugere que os leites fermentados A,
B ¢ E podem ser diferenciados em funcao de
estarem na validade ou vencidos; mostrando
que a amina agmatina e alguns aminoacidos
podem contribuir para a diferenciagdo da
validade dos leites fermentados. Por outro
lado, os parametros investigados nao foram
capazes de diferenciar os leites fermentados
das marcas C e D.

Consideracdes finais

De acordo com os resultados obtidos
para as analises fisico-quimicas (pH e acidez)
ndo houve diferenca significativa para todas
as marcas de leite fermentado durante e fora
da validade. Ainda, os produtos das marcas C
e D ndo apresentaram variagdo significativa
para todos os parametros investigados
em fung¢do da validade/vencimento. Estes
resultados sugerem nao ter havido ativida-
de das bactérias nas amostras C e D. De
fato, Lactobacillus spp. sdo susceptiveis
a uma serie de estresses ambientais, tais
como térmico, acidez, pressdo osmotica
e oxidacdo (LIN ez al., 2016), o que pode
ter interferido na sua atividade. Por outro
lado, houve diferenca para as amostras A,
B e E, indicando atividade em relagdo aos
aminoacidos: durante a validade, foram
elevados os teores dos aminoacidos histidina,
treonina e asparagina; por outro lado, apds o
vencimento, passaram a ser predominantes
os aminoacidos glicina, serina, prolina, da
amoénia e das aminas biogénicas (serotoni-
na e agmatina). Baseado nestes resultados,
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mais estudos s@o necessarios para o esta-
belecimento de um indice para avaliag¢do da
qualidade de leites fermentados.

CONCLUSAO

Durante a validade, as cinco diferentes
marcas de leite fermentado apresentaram
valores similares para algumas caracteristicas
fisico-quimicas (pH, acidez titulavel e solidos
totais). Foram detectados 3 a 11 aminoacidos
livres dependendo da marca, sendo a arginina e
asparagina comuns a todas as marcas. Apenas
a amina espermina foi encontrada em todas as
amostras, em baixos teores (< 0,80 mg/kg).

As diferentes marcas de leite fermen-
tado, apds o vencimento da validade, apre-
sentaram similares valores de pH e acidez,
comparado aos dos produtos na validade.
Nao houve variagdo nos teores totais e tipos
de aminodcidos e aminas e amdnia ndo
foi detectada em algumas marcas (C e D).
Entretanto, nas demais marcas apareceram os
aminoacidos glicina, prolina e serina, a amdnia
¢ as aminas, agmatina e serotonina. Houve
também reducdo nos teores de asparagina
nestas marcas. Analise multivariada (PCA e
HCA) confirmou que os aminoacidos glicina
e serina e as aminas serotonina e agmatina
sdo potenciais diferenciadores da qualidade
de trés das cinco marcas de leites fermentados.
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