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RESUMO 

 

 

HERMANNS, Gislaine. Potencial bacteriocinogênico e probiótico de bactérias 
ácido láticas isoladas de leite e queijos artesanai s. 2013. 100p. – Tese 
(Doutorado) – Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de 
Alimentos. Universidade Federal de Santa Maria, San ta Maria - RS. 
 
 

Dentre a variada gama de produtos fermentados naturalmente por bactérias 
ácido láticas (BAL) encontram-se os queijos artesanais. Estas bactérias são 
inerentes da matéria-prima leite e durante o processo fermentativo produzem 
compostos responsáveis pelo flavor e textura dos produtos. Sua utilização constitui-
se em uma das técnicas mais antigas de conservação de alimentos, já que são 
capazes de produzir substâncias com caráter antagônico frente a micro-organismos 
deteriorantes e patogênicos, com destaque a Listeria monocytogenes, comumente 
encontrada em produtos lácteos refrigerados. Além disso, muitas bactérias ácido 
láticas possuem potencial probiótico, constituindo-se em um atrativo a mais para sua 
utilização. Na região Fronteira Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul é 
produzido um queijo típico, popularmente denominado queijo colonial, cujo 
conhecimento das técnicas de fabricação tem sido transferido verbalmente ao longo 
das gerações. Por ser fabricado, na grande maioria dos casos, com leite cru, sem a 
adição de culturas iniciadoras e sob condições deficientes de higiene, possui uma 
diversificada população microbiana indesejada. Este aspecto se caracteriza como 
um perigo aos consumidores, já que além de micro-organismos deteriorantes pode 
também servir como veículo de micro-organismos patogênicos. Assim, o objetivo do 
presente estudo foi isolar e identificar bactérias ácido láticas com características 
bacteriocinogênicas e probióticas, de leite e queijos artesanais desta região. Para 
isso, inicialmente, as BAL foram isoladas e testadas quanto a sua capacidade 
antagonista frente a micro-organismos patogênicos e então verificada a capacidade 
de produção de substâncias antimicrobianas de natureza protéica (bacteriocinas). A 
resistência a barreiras biológicas, como um dos critérios para seleção de isolados 
com potencial probiótico também foi avaliado. A identificação molecular dos isolados 
potencialmente bacteriocinogênicos e probióticos foi realizada por meio da obtenção 
e sequenciamento do rDNA 16S ou da região ITS. Posteriormente, os isolados foram 
avaliados quanto à resistência a antimicrobianos de uso clínico e à produção da 
enzima β-hemolisina, como fatores de virulência. Os isolados selecionados foram 
utilizados como inoculo em queijos produzidos a nível piloto, com monitoramento de 
parâmetros físico-químicos e microbiológicos, ao longo de vinte e oito dias de 
maturação, sob refrigeração. Do total de bactérias láticas isoladas, vinte e uma 
(34,43%) demonstraram potencial antagonista frente a micro-organismos 
patogênicos de referência. Destas, sete (33,33%) mostraram-se capazes de produzir 
substâncias antimicrobianas de natureza proteica, sendo classificadas como, 
possivelmente, bacteriocinogênicas e cinco (23,81%) dos isolados demonstraram 
possuir potencial probiótico. A identificação molecular destes revelou se tratarem de 
Enterococcus durans, Enterococcus faecium e Lactobacillus plantarum. Os isolados 
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F9 e U5 foram selecionados e adicionados como cultura bacteriocinogênica e 
probiótica, respectivamente, em queijos a nível piloto, artificialmente contaminados 
com Listeria monocytogenes. Nenhum dos isolados foi capaz de eliminar este micro-
organismo patogênico nos queijos, porém o cultivo bacteriocinogênico se mostrou 
capaz de manter as contagens de células viáveis deste micro-organismo estáveis 
durante o período de maturação. A cultura probiótica se revelou capaz de resistir 
durante a maturação do queijo, mantendo um número de células viáveis na ordem 
de 107 - 108UFC.g-1 de queijo, o que permite sua utilização com propósito probiótico. 

 
PALAVRAS-CHAVE: leite, queijo, bactérias ácido láticas, bacteriocinas, probióticos. 
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ABSTRACT 

 

 

HERMANNS, Gislaine. Bacteriocinogenic potential and  isolated probiotic lactic 
acid bactéria from milk and homemade cheeses. In 20 13. 100p. - Thesis (Ph.D.) 
- Graduate Program in Science and Food Technology. Universidade Federal de 
Santa Maria – RS. 
 
 

Among the wide range of products naturally fermented by lactic acid bacteria 
(LAB), there are the homemade cheeses. These bacteria are inherent to the raw milk 
and the fermentation process for producing compounds responsible for the flavor and 
texture of the products. Its use is one of the oldest food preservation techniques, 
since they are able to produce substances with antagonistic action against spoilage 
and pathogenic microorganisms, particularly Listeria monocytogenes, commonly 
found in refrigerated dairy products. In addition, many lactic acid bacteria have 
probiotic potential, thus becoming the most attractive one for its use. In North West 
Frontier region of Rio Grande do Sul a typical cheese is produced, popularly called 
colonial cheese, which its knowledge of fabrication techniques have been transferred 
verbally through  generations. For being manufactured, in most cases, with raw milk 
without the addition of starter cultures and under poor conditions of hygiene, it has a 
diverse unwanted microbial population. This aspect is characterized as a danger to 
consumers, as well as spoilage organisms that can also serve as a carrier of 
pathogenic microorganisms. The objective of this study is to isolate and identify lactic 
acid bacteria with probiotic characteristics and bacteriocinogenic from milk and 
artisan cheeses produced in this region. Thus initially the BAL were isolated and 
tested for antagonist ability against pathogens, and then checked the ability to 
produce antimicrobial substances of proteinaceous nature (bacteriocins), as well as 
resistance to biological barriers, as a criteria for the selection of isolated with probiotic 
potential. Molecular identification was performed by obtaining and sequencing of 16S 
rDNA or the ITS region. Subsequently, the isolated were evaluated for antimicrobial 
resistance of clinical use and the production of the enzyme β-hemolysin as virulence 
factors. The selected isolated were used as inoculum in cheese produced at a pilot 
level, with monitoring of physical-chemical and microbiological, over twenty-eight 
days of maturation under refrigeration. Of total lactic acid bacteria isolated twenty-
one (34.43%) showed antagonistic potential against pathogenic microorganisms 
reference. Of these, seven (33.33%) were able to produce antimicrobial substances 
of nature protein, being classified as possibly bacteriocinogenic and five (23.81%) 
isolated were shown to possess probiotic potential. The molecular identification of 
these proved to treat Enterococcus durans, Enterococcus faecium and Lactobacillus 
plantarum. The isolated F9 and U5 were selected and added as bacteriocin and 
probiotic culture, respectively, as a pilot project in cheese artificially contaminated 
with Listeria monocytogenes. No isolated was able to remove this pathogenic 
organism in the cheese, and the cultivation of bacteriocinogenic shown to be capable 
of maintaining viable cells of the microorganism stable during the maturation period. 
The probiotic proved to be able to withstand during the ripening of the cheese, while 
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maintaining a viable cell number in the order of 107 - 108UFC.g-1 cheese, which 
allows its use with probiotic purpose. 
 
KEYWORDS: milk, cheese, lactic acid bacteria, bacte riocins, probiotics.  
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INTRODUÇÃO 

 
 

A produção de leite no Estado do RS vem crescendo nos últimos anos. As 

regiões com maior produção são Noroeste Colonial com 11,3%, Produção com 11%, 

Fronteira Noroeste com 9,4% e Serra com 8,1% do leite produzido no Estado (IBGE, 

2010). 

Como método de agregação de valor, os produtores têm se utilizado da 

tecnologia de fabricação de queijos, por ser este um alimento de grande aceitação, 

altamente nutritivo e de vida útil muito maior que a do leite “in natura”.  

Na região Fronteira Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul é produzido um 

queijo artesanal, popularmente denominado queijo colonial, cujo conhecimento das 

técnicas de fabricação tem sido transferido verbalmente ao longo das gerações. Por 

ser fabricado, na grande maioria dos casos, com leite cru e sem a adição de um 

inoculo inicial, possui uma diversificada população microbiana indesejada, 

proveniente do próprio leite e também das condições higiênico-sanitárias às quais é 

submetido. Este aspecto se caracteriza como um perigo aos consumidores, já que 

além de micro-organismos deteriorantes pode também servir como veículo de micro-

organismos patogênicos, como Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positiva, 

Salmonella sp. e Listeria monocytogenes.  

Além dos micro-organismos indesejáveis, estão presentes as bactérias ácido 

láticas (BAL), inerentes da matéria-prima leite, que desempenham um papel 

primordial no processo de fermentação do mesmo, sendo sua utilização um dos 

métodos mais antigos de preservação. A redução do pH devido à produção de 

ácidos orgânicos, especialmente ácido lático, a partir da fermentação de 

carboidratos disponíveis nos alimentos é responsável pelo principal efeito 

antagonista contra diferentes micro-organismos. Contudo, a competição por 

nutrientes e a produção de outras substâncias com efeito inibitório (peróxido de 

hidrogênio, diacetileno e bacteriocinas) são também importantes mecanismos 

antimicrobianos exercidos pelas bactérias láticas (NASCIMENTO, 2007; CORBO et 

al., 2009). 
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Além disso, as BAL podem apresentar potencial probiótico, o que torna sua 

utilização em alimentos um atrativo a mais, já que passam a auxiliar na manutenção 

da saúde dos consumidores (DEL PIANO et al., 2006). O isolamento e a 

caracterização de novas linhagens probióticas de nichos não investigados podem 

ser vantajosos para obtenção de linhagens com particularidades funcionais 

interessantes (ORTU et al., 2007).  

Nos últimos anos, é crescente o interesse nos estudos genotípicos e 

fenotípicos sobre os isolados obtidos de queijos artesanais produzidos 

principalmente sem a adição de culturas iniciadoras. A identificação de isolados 

microbianos, com características funcionais e tecnológicas de interesse, 

provenientes de leite “in natura” e queijos artesanais pode ajudar a prevenir a perda 

da biodiversidade microbiana em alimentos típicos e, consequentemente, manter a 

grande variedade de queijos produzidos por diferentes métodos (FORTINA et al., 

2003; MARTUSCELLI et al., 2005; MADRAU et al., 2006). 

Diante dos aspectos mencionados é que se justifica o objetivo geral deste 

estudo em isolar e identificar bactérias ácido láticas com características 

bacteriocinogênicas e probióticas, de leite e queijos artesanais da região Fronteira 

Noroeste do Estado do RS.  
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1 OBJETIVOS 

 

1.1 Objetivo geral 

 

Isolar e identificar bactérias ácido láticas com características 

bacteriocinogênicas e probióticas, de leite e queijos artesanais da região Fronteira 

Noroeste do Estado do RS.  

 

1.2 Objetivos específicos 

 

* Isolar BAL de leite e queijo artesanal em diferentes tempos de maturação 

(Tempo um dia – T1 e Tempo sete dias – T7 de maturação), produzidos em 

pequenas propriedades rurais da região Fronteira Noroeste do Estado do RS; 

* Verificar a atividade antagonista das BAL isoladas frente a micro-organismos 

patogênicos de referência: E. coli, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella 

sp. e Listeria monocytogenes; 

* Classificar as BAL, com atividade antagonista, em homo ou 

heterofermentativas, de acordo com seu perfil fermentativo frente à glicose; 

* Testar a capacidade das BAL, com atividade antagonista, de produzir 

substâncias antimicrobianas de natureza proteica, frente a enzimas proteolíticas, 

caracterizando-as como supostamente produtoras de bacteriocinas; 

* Verificar a capacidade de produção de substâncias antimicrobianas de 

natureza proteica, em temperatura de refrigeração, das BAL anteriormente 

caracterizadas como supostamente bacteriocinogênicas; 

* Caracterizar as BAL, com atividade antagonista, quanto ao potencial 

probiótico; 

* Avaliar a sensibilidade a antimicrobianos de uso clínico e a atividade da 

enzima β-hemolisina, das BAL supostamente bacteriocinogênicas e probióticas; 

* Identificar as BAL com características supostamente bacteriocinogênicas e 

probióticas por meio da obtenção e sequenciamento do rDNA 16S; 

* Sugerir um dos isolados de BAL, com base nas análises realizadas, como 

cultura supostamente bacteriocinogênica; 

* Sugerir um dos isolados de BAL, com base nas análises realizadas, como 

cultura potencialmente probiótica; 
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* Produzir queijos a nível piloto com adição dos isolados sugeridos como 

supostamente bacteriocinogênico e potencialmente probiótico e verificar seus 

comportamentos frente à Listeria monocytogenes ao longo de um período de 

maturação de 28 dias; 

* Analisar características microbiológicas e físico-químicas dos queijos 

produzidos com adição das culturas, ao longo de 28 dias de maturação. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Produção de leite e queijos no Estado do RS 

 

O Estado do RS é atualmente o segundo maior produtor de leite do Brasil, 

com uma produção anual superior a 3,6 bilhões de litros, o que representa 12% da 

produção nacional (EMBRAPA, 2011). A produção de leite vem crescendo em 

escala e produtividade nos últimos anos, principalmente nas bacias leiteiras ligadas 

às cooperativas, responsáveis pela maioria da captação. As regiões1 com maior 

produção são: Noroeste Colonial com 11,3%, Produção com 11%, Fronteira 

Noroeste com 9,4% e Serra com 8,1% do leite produzido no Estado (IBGE, 2010). 

A produção de leite tem se tornando uma das principais fontes de renda de 

pequenas famílias rurais nestas regiões, que o comercializam, geralmente de 

maneira informal na forma “in natura”. Porém para aumentar a vida útil deste produto 

e agregar valor à matéria-prima, diversos métodos de conservação são empregados, 

tanto em pequenas como em grandes agroindústrias. Os produtores tem se utilizado 

da tecnologia de fabricação de queijos, por ser um alimento de grande aceitação, 

altamente nutritivo e de vida útil muito maior que do leite “in natura” (CAVALCANTE 

et al., 2007). 

O queijo artesanal é um produto típico de algumas regiões do país, como no 

Rio Grande do Sul e também em Minas Gerais e no Nordeste. Este produto 

assegura renda e emprego aos moradores do campo. O processo de produção em 

pequena escala é, em geral, realizado em propriedades familiares que têm o 

derivado como a principal fonte do orçamento mensal. Muitas delas seculares, a 

receita é passada de geração em geração, com o objetivo de manter as 

características “terroir” do produto, que estão relacionadas ao clima, à pastagem e 

ao tipo de bactérias de cada região (ROMANOTTO, 2012). 

                                                           
1Classificação dos Conselhos Regionais de Desenvolvimento – COREDES – RS. 
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2.2 Produção artesanal de queijos 

 

Na região Fronteira Noroeste do RS é produzido um queijo artesanal, 

popularmente denominado queijo colonial, cujo conhecimento das suas técnicas de 

fabricação tem sido transferido verbalmente ao longo das gerações. Este é bastante 

apreciado e consumido pela população local, motivado por hábitos alimentares 

bastante sedimentados, que acredita que estes produtos são saudáveis, possuem 

alto valor nutricional e preços mais acessíveis. Estes queijos são produzidos de 

forma artesanal, muitas vezes, sem as condições adequadas de higiene, que são 

imprescindíveis para obtenção de produtos de qualidade e sem risco à saúde do 

consumidor (CAVALCANTE et al., 2007). 

O emprego do leite cru e sem a adição de fermentos lácteos, na grande 

maioria dos processos de produção artesanal de queijos, em diferentes regiões do 

país, fornece a este produto uma diversificada população microbiana indesejada, 

proveniente do próprio leite e também das condições higiênico-sanitárias às quais é 

submetido. Este aspecto se caracteriza como um perigo aos consumidores, já que 

além de micro-organismos deteriorantes pode também servir como veículo de micro-

organismos patogênicos, como coliformes termotolerantes, Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella spp. (FEITOSA et al., 2003; 

ZAFFARI, et al., 2007; MENEZES, et al., 2009).  

Além dos micro-organismos indesejáveis, a microbiota é composta também 

de bactérias ácido láticas (BAL). Essas são inerentes da matéria-prima leite, e 

desempenham um papel primordial no processo de fermentação do mesmo, sendo 

sua utilização um dos métodos mais antigos de preservação (GARABAL, 2007). 

Até novembro de 2011, de acordo com a legislação em vigor na época, 

Portaria 146 de 1996, do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento – 

MAPA, os queijos em geral deveriam ser obtidos a partir do leite pasteurizado, 

integral ou padronizado, sendo permitido o uso de leite cru para processamento de 

queijos somente se este fosse maturado a uma temperatura superior a 5ºC e por 

mais de 60 dias (BRASIL, 1996). No entanto, é frequente a comercialização de 

queijos artesanais feitos com leite cru com tempo de maturação inferior a quinze 

dias.  

A partir de dezembro de 2011, a Instrução Normativa 57 do MAPA, prevê a 

possibilidade de maturação de queijos por período inferior a 60 dias e define 
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requisitos para sua produção, garantindo a qualidade do produto e atendendo aos 

aspectos de sanidade e saúde pública. A nova regra, ainda define que a produção 

de queijos artesanais com maturação inferior a 60 dias fica restrita a queijarias 

situadas em regiões certificadas ou tradicionalmente reconhecidas e em propriedade 

produtora de leite cru com status livre de tuberculose, brucelose e controle de 

mastite. Quando o período de maturação for inferior a 60 dias, o mesmo será 

definido por pesquisas e estudos específicos, que devem ser realizados por comitês 

técnico-científicos designados pelo ministério (BRASIL, 2011). 

 

2.3 Bactérias ácido láticas 

 

As BAL estão amplamente distribuídas na natureza e podem ser encontradas 

no solo, água, esterco, esgoto e silagem, bem como nos tratos digestivo, respiratório 

superior e urogenital inferior dos animais (NETO et al., 2005). 

As bactérias ácido láticas (BAL) constituem um grupo composto por 13 

gêneros de bactérias Gram-positivas: Carnobacterium, Oenococcus, Enterococcus, 

Pediococcus, Lactococcus, Paralactobacillus, Lactobacillus, Streptococcus, 

Lactoshaepa, Tetragenococcus, Leuconostoc, Vagococcus e Weissela (JAY et al., 

2005). Apresentam a forma de cocos, coco-bacilos ou bastonetes com as seguintes 

características: baixo conteúdo de Guanina + Citosina: G + C (<55 mol%); ácido 

tolerantes; não esporuladas; nutricionalmente fastidiosas; aerotolerantes mas não 

aeróbias; mesófilas ou termófilas, com temperaturas ótimas de crescimento entre 30 

e 370C e 45 a 500C, respectivamente;  incapazes de sintetizar porfirinas; catalase 

negativas e motilidade negativa. Estão funcionalmente relacionadas devido a sua 

capacidade comum de produzir primariamente ácido láctico a partir de hexoses 

(BROADBENT, 2001; LIN et al., 2006; MAKAROVA; KOONIN, 2007).  

Particularmente, em função do metabolismo da glicose, são classificadas 

como homofermentativas, pela produção de ácido láctico como o principal ou único 

produto; e heterofermentativas, produtoras de igual quantidade de ácido láctico, 

dióxido de carbono e etanol, além da produção de compostos de flavor e aroma, 

como acetaldeído e diacetileno. Representantes das primeiras incluem Lactococcus, 

Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus e alguns Lactobacillus, enquanto as 

últimas apresentam como membros importantes Leuconostoc, Weissela e também 

alguns Lactobacillus (JAY et al., 2005). 
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Essas bactérias têm relevância, tanto na indústria de alimentos quanto em 

saúde pública, por apresentarem características transformadoras, probióticas e 

bioconservadoras. São utilizadas como culturas iniciadoras (culturas starter), 

provocando transformações nas matérias-primas, produzindo ácidos e outras 

substâncias que conferem sabores e aromas específicos em produtos fermentados 

(LEROY; DE VUYST, 2004). No entanto, a produção de ácidos e substâncias 

proteolíticas pelas BAL, pode determinar a deterioração precoce dos alimentos. 

Porém, algumas BAL apresentam características probióticas, sendo capazes de 

colonizar o trato gastrointestinal, e promovendo o balanço da microbiota autóctone 

nesse ambiente. Outra característica importante, é que várias BAL apresentam 

atividade antagonista contra micro-organismos patogênicos e deteriorantes 

importantes em alimentos. Esta atividade antagonista que as algumas BAL possuem 

ocorre por diversos mecanismos, principalmente pela produção de substâncias 

inibitórias potencialmente letais aos micro-organismos (POPPI, 2008; BELLO et al., 

2010). As principais substâncias com potencial antimicrobiano são: ácidos orgânicos, 

dióxido de carbono, alcoóis, aldeídos, peróxido de hidrogênio e bacteriocinas 

(HUGAS, 1998; OLIVEIRA; OLIVEIRA; GLÓRIA, 2008). Muitas BAL são capazes de 

produzir bacteriocinas com atividade antagonista específica contra determinado 

grupo de bactérias ou a diferentes espécies (NES; JOHNSBORG, 2004). Dentre os 

micro-organismos patogênicos destaca-se o potencial das BAL para controlar ou 

inibir o desenvolvimento de Listeria monocytogenes, um importante patógeno de 

origem alimentar. 

 

2.3.1 Bactérias ácido láticas em leite e queijos 

 

As bactérias ácido láticas são os micro-organismos predominantes durante a 

produção e maturação de queijos, desenvolvendo um papel essencial nas 

características organolépticas dos queijos. O estudo da diversidade das bactérias 

láticas envolvidas no processamento de queijos pode ser útil para: diferenciar os 

queijos; estabelecer os efeitos dos parâmetros tecnológicos sobre a especificidade 

da microbiota; desenvolver um sistema para estudo da dinâmica microbiana nas 

fermentações mistas; avaliar a contribuição real das diferentes espécies para a 

maturação dos queijos; obter informações sobre a diversidade. Tais informações 

poderiam permitir a seleção das linhagens adequadas para serem introduzidas como 
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culturas iniciadoras em queijos com leite pasteurizado, de forma a reproduzir o sabor 

obtido em queijo fabricado com leite cru ou a acelerar a maturação do queijo 

(NESPOLO, 2009). 

O processo de maturação é caracterizado por um complexo de reações 

bioquímicas, bem como por mudanças microbiológicas, físicas e sensoriais, 

associadas com o desenvolvimento e atividade metabólica da microbiota nativa. O 

processo fermentativo espontâneo ocorre com a participação de bactérias ácido 

láticas. Estes micro-organismos afetam a qualidade, segurança e formam compostos 

que conferem aroma e sabor (MADERA et al., 2003). 

As bactérias láticas produzem grande número de enzimas glicolíticas, 

lipolíticas e proteolíticas, que transformam os nutrientes fundamentais do leite e do 

queijo em compostos com propriedades sensoriais desejáveis (MADERA, 2003; 

LIMA et al., 2009). 

Os gêneros de BAL mais comumente encontrados em queijos são: 

Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus (FOX et al., 

2000; BERESFORD et al., 2004). As indústrias de alimentos têm demonstrado 

interesse por Enterococcus spp., tendo em vista que várias espécies têm capacidade 

de produzir substâncias antagonistas capazes de controlar ou inibir o 

desenvolvimento de microrganismos patogênicos em alimentos (CAMPOS et al., 

2006; FRANZ et al., 2007). Além disso, algumas bactérias do gênero Enterococcus 

também vêm sendo usadas como probióticos (FRANZ et al., 2003). 

 

2.3.2. Enterococcus spp. e sua importância em queijos 

 

O gênero Enterococcus inclui mais de 20 espécies, sendo Enterococcus 

faecium e Enterococcus faecalis as duas mais frequentes em alimentos. São 

encontrados em grandes proporções no trato gastrointestinal de mamíferos e 

também no solo, superfície das águas e plantas. Os enterococos chegam aos 

alimentos por meio de contaminações intestinais ou ambientais e se multiplicam 

durante a fermentação (GIRAFFA, 2003), ocorrendo em grande número em produtos 

lácteos (SARANTINOPOULOS et al., 2002). Esses micro-organismos sobrevivem a 

condições adversas, como pH, temperaturas e salinidade extremas (CARIDI et al., 

2003). 
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Alguns autores (FRANZ et al., 1999; GIRAFFA, 2003; FOULQUIE-MORENO 

et al., 2006, NASCIMENTO et al., 2009) relatam a influência positiva desses micro-

organismos no desenvolvimento da maturação dos queijos, em decorrência da lise 

celular das culturas, promovendo a liberação de aminopeptidases intracelulares na 

matriz do queijo, contribuindo com a proteólise. Além disso, possuem atividade 

lipolítica, capacidade de utilização do citrato e formação de compostos voláteis, 

como acetaldeído, acetoína e diacetil, responsáveis pelo flavor característico de 

certos queijos (CENTENO et al., 1996; FRANZ et al., 1996). 

Na Europa, os enterococos são muito utilizados na produção de alimentos 

fermentados, especialmente em queijos produzidos a partir de leite cru, como os 

queijos Feta, Kasseri, Manchego e Majonero, onde conferem características 

sensoriais únicas de sabor e aroma (COGAN et al. 1997). No Brasil, a pesquisa com 

queijos artesanais de diferentes regiões, também tem evidenciado a predominância 

de BAL do gênero Enterococcus (SCHITTLER, 2012; BRUNO, 2007; CARVALHO, 

2007).  

Nos alimentos, os enterococos também podem ser utilizados como culturas 

probióticas na elaboração de alimentos funcionais (FRANZ et al., 1999) e ainda 

como culturas protetoras, pois produzem várias substâncias antagonistas, em 

especial as enterocinas, que agem no controle ou na inibição do desenvolvimento de 

diversos micro-organismos patogênicos relevantes para a seguridade dos alimentos, 

bem como em micro-organismos deteriorantes (GIRAFFA et al., 2002; FRANZ et al., 

2003). As formas de utilização mais frequentes das culturas protetoras em alimentos 

fermentados são através da substituição da cultura iniciadora por uma cultura de 

Enterococcus bacteriocinogênica ou da sua adição como cultura coadjuvante 

(ANNAMALAI et al., 2009, BELLEI et al., 2011). 

Achemchem et al. (2006) adicionaram E. faecium F58 como cultura iniciadora, 

juntamente com a cultura patogênica de L. monocytogenes, na elaboração de um 

queijo frescal, observando redução entre 1 e 4 log UFC.g-1 da concentração inicial 

de L. monocytogenes. Os mesmos autores verificaram que houve eliminação do 

patógeno quando os queijos foram elaborados com a cultura iniciadora e, após 12 

horas, foi adicionada a cultura patogênica. 
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2.4 Produção de substâncias antagônicas  

 

As bactérias láticas são capazes de produzir metabólitos, caracterizados 

como substâncias antagônicas, capazes de inibir o desenvolvimento de outras 

bactérias. Dentre estes se encontram os ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio, 

radicais livres, diacetileno, acetaldeido, isômeros D de aminoácidos e as 

bacteriocinas (PIARD; DESMAZEUD, 1992). Destaque é dado ao estudo das 

bacteriocinas pela importância na aplicação em indústrias de alimentos como 

bioconservantes (ORTOLANI, 2009).  

As bacteriocinas são peptídeos antimicrobianos sintetizados ribossonalmente, 

biologicamente ativos, produzidos por diversas espécies de bactérias, caracterizados 

por agirem contra um grupo específico de micro-organismos da mesma espécie, ou 

de diferentes gêneros (MARTINIS et al., 2001; NESPOLO, 2009; ORTOLANI, 2009).  

Muitas bacteriocinas são moléculas catiônicas que apresentam acima de 60 

aminoácidos e são termoestáveis (HUGAS, 1998; GARNEAU et al., 2002). A 

produção de bacteriocinas é favorecida quando o micro-organismo é cultivado em 

condições de estresse, como em temperaturas sub ótimas ou pH ácido. Nestas 

condições, ocorre baixa taxa de multiplicação microbiana, resultando na melhor 

utilização de energia e maior disponibilidade de metabólitos para a síntese das 

bacteriocinas. Em condições ótimas de cultivo há elevada taxa de multiplicação, 

ocasionando a falta de aminoácidos disponíveis para produção das bacteriocinas 

(VAN DEN BERGHE et al., 2006). 

As bacteriocinas produzidas pelas BAL estão divididas em três classes, de 

acordo com seus mecanismos de ação e particularidades da sua estrutura (NES et 

al.,1996; DEEGAN et al., 2006). A classe I é denominada lantibióticos, e são 

pequenos peptídeos (<5 kDa), termoestáveis, modificados pós–translacionalmente, 

formando aminoácidos desidratados, denominados de lantioninas e metilantioninas. 

Dentro da classe I, ainda há outra subdivisão: Ia e Ib. A subclasse Ia inclui peptídeos 

longos, flexíveis e com carga positiva, que causam a destruição dos micro-

organismos sensíveis pela ligação e formação de poros na membrana 

citoplasmática. A subclasse Ib é composta por peptídeos globulares, mais 

rígidos,que apresentam ou não carga negativa, e atuam nos micro-organismos 

sensíveis interferindo em suas reações enzimáticas (DEEGAN et al., 2006). O 

principal representante da classe I é a nisina, produzida por algumas cepas de 
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Lactococcus lactis subsp. lactis, sendo composta por 34 aminoácidos. A molécula de 

caráter ácido, o que explica a sua completa estabilidade em pH 2,0, podendo ser 

estocada durante longos períodos a temperaturas de 2 a 7°C (GÁLVEZ et al., 2007). 

No entanto, a nisina é inativada em pH superior a 7, inclusive em temperatura 

ambiente. 

Na classe II estão incluídos pequenos peptídeos antimicrobianos não 

modificados (<10 kDa), termoestáveis e que não apresentam resíduos de lantionina 

(NES; JOHNSBORG, 2004; COTTER et al., 2005). Geralmente apresentam uma 

estrutura helicoidal anfifílica, a qual permite sua interação na membrana 

citoplasmática da célula (DRIDER et al., 2006). Esta classe é subdividida em IIa 

(pediocina e enterocina), IIb (lactocina G) e IIc (lactocina B) (CINTAS et al., 2001; 

FOULQUIÉ-MORENO et al., 2006; GÁLVEZ et al., 2007). 

Na subclasse IIa estão os peptídeos ativos contra Listeria spp., que são 

conhecidos como pediocin-like (similares a pediocina) (RENYE et al., 2009; KHAN; 

FLINT; YU, 2010). Os representantes desta classe possuem entre 37 e 48 

aminoácidos, com uma porção N-terminal com configuração de folha pregueada e 

com uma porção C-terminal, contendo uma ou duas α-hélices (FIMLAND et al., 

2005). As bacteriocinas desta classe se inserem na membrana celular do 

microrganismo alvo pela porção C-terminal, promovendo a formação de poros e 

consequente dissipação da força próton motriz, causando uma aceleração no 

consumo de ATP e posterior morte celular (KAISER; MONTVILLE, 1996). 

Devido a sua natureza proteica e sensibilidade a enzimas proteolíticas, 

incluindo as de origem pancreática (tripsina e α-quimiotripsina), permitem a 

realização de testes de inibição com diferentes enzimas, podendo-se assim 

caracterizar as bacteriocinas produzidas por BAL. A sensibilidade das bacteriocinas 

à degradação por enzimas proteolíticas é bastante interessante com relação à 

segurança alimentar, uma vez que a ingestão de bacteriocinas não promove 

alterações na ecologia do trato gastrointestinal e, por isso, não apresenta os 

mesmos riscos relacionados ao uso de antibióticos. Contudo, estudos toxicológicos 

são necessários para a aprovação do uso de novos tipos de bacteriocinas em 

alimentos (MORENO, 1995). 

A capacidade de conservação, por parte das bactérias, que ocorrem 

naturalmente nos alimentos, tem auferido grandes aliados nos últimos anos, devido 

à demanda dos consumidores para o uso reduzido de conservantes sintéticos 
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(VOULGARI et al., 2010). Bactérias ácido láticas com atividade bacteriocinogênica 

são encontradas normalmente em quantidades significativas em leite e queijos 

(RODRÍGUEZ et al., 2000), mas podem também ser adicionadas com intenção de 

bioconservação (DEEGAN et al., 2006). Além das culturas propriamente ditas, as 

bacteriocinas purificadas podem ser adicionadas também a alimentos com os 

mesmos objetivos, mas para isso, tanto estas quanto aquelas, devem atingir o status 

GRAS (generally recognized as safe – usualmente reconhecido como seguro) 

(CHEN; HOOVER, 2003; DEEGAN et al., 2006). 

Embora várias bacteriocinas com potencial de emprego nos alimentos, já 

tenham sido purificadas e caracterizadas, a nisina e, em menor extensão, a 

pediocina  PA-1,  são  as únicas bacteriocinas produzidas em escala comercial 

(COTTER et al., 2005). No Brasil, a nisina foi aprovada pela Divisão Nacional de 

Alimentos (DINAL) do Ministério da Saúde (Portaria n06, 1990), para ser utilizada em 

preparados à base de queijos fundidos e em queijos fundidos, em uma dose máxima 

de 12,5 mg/Kg. A mesma dose de nisina foi liberada pelo DETEN (Departamento de 

Técnicas Normativas) do Ministério da Saúde para requeijão (Portaria no 34/1992) e 

queijo pasteurizado (Portaria n029/1996) (BRASIL, 1996). Em 1998, a Divisão de 

Operações Industriais do Departamento de Inspeção de Produtos de Origem Animal, 

pertencente ao Ministério da Agricultura e do Abastecimento, aprovou o uso de 

nisina em solução de 200ppm (0,02%) para o emprego em superfícies externas de 

embutidos, mais especificamente de salsichas de todo tipo. 

 

2.5 Probióticos 

 

De acordo com a FAO/WHO (2001), probióticos são definidos como micro-

organismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas conferem 

benefícios à saúde do indivíduo. Consequentemente, várias espécies e gêneros 

poderiam ser considerados potenciais probióticos; porém, comercialmente, as 

linhagens mais importantes são as de bactérias ácido láticas (VASILJEVIC; SHAH, 

2008), já que são encontradas em grande número no intestino de animais e 

humanos saudáveis e muitas delas são geralmente reconhecidas como seguras 

(GRAS), de acordo com o FDA (PARVEZ et al., 2006). Embora Lactobacillus e 

Bifidobacterium spp. mereçam destaque, na literatura têm sido descritos outros 
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gêneros como Enterococcus spp. (FRANZ et al., 1999) e Escherichia spp. (KRUIS et 

al., 2004; HENKER et al., 2007; UKENA et al., 2007). 

O gênero Enterococcus se caracteriza por ser constituído de micro-

organismos colonizadores transitórios do trato gastrintestinal, indispensáveis no 

tratamento das diarreias, principalmente na invasão do rotavírus. É capaz de reduzir 

o LDL colesterol pela ativação do sistema enzimático hepático. A espécie faecium se 

destaca dentre as demais por exercerem tais funções de maneira mais acentuada 

(FISIOQUANTIC, 2005).  

Entretanto, o E. faecium foi, por muito tempo, confundido com o E. faecalis, 

uma espécie patogênica, razão pela qual seus estudos foram prejudicados, tendo 

seu início tardio em relação as demais bactérias benéficas ao organismo humano 

(ECOLOGY HEALTH CENTER, 2005). 

O E. faecium é uma bactéria não patogênica, com um tempo de reprodução 

de 19 minutos, diferente do Lactobacillus e o Bifidobacterium que é de 

aproximadamente 60 minutos. Com reprodução três vezes mais rápida, seu efeito na 

remoção de microbiotas patogênicas nos intestinos, é mais efetivo. É mais resistente 

ao ácido do estômago, sendo menos inibido quando veiculado por suplemento oral, 

com consequente colonização mais rápida nas paredes intestinais. A atividade 

benéfica relatada em vários estudos se refere ao aumento na absorção intestinal de 

nutrientes em relação aos demais micro-organismos, quando comparada com os 

Lactobacillus. Segundo o Ecology Health Center (2005), os efeitos do E. faecium na 

microbiota intestinal são frequentemente visíveis nos primeiros dias após sua 

ingestão, o que não é observado com outros produtos contendo Lactobaccilus spp. 

As pesquisas sobre a utilização na dieta e o potencial probiótico do E. faecium se 

encontram em crescimento em vários países, como na Alemanha e na Eslováquia. 

Estudos de Marciñáková; Simonová e Lauková (2004), Vahjen et. (2005) e Pollman 

et. al (2005) avaliaram o potencial probiótico de diferentes cepas de E. faecium 

(ECOLOGY HEALTH CENTER, 2005). 

E. faecium foi reconhecido no Brasil como micro-organismo probiótico e o seu 

uso foi licenciado pela ANVISA (2008). Já no Canadá, em 2004, seu uso foi proibido 

como cultura probiótica (OGIER; SERROR, 2008). No entanto, na Dinamarca, um 

leite fermentado probiótico é comercializado contendo E. faecium (TAMIME, 2002). 

Nos EUA, uma cultura probiótica é comercializada com o nome de Causido®, que 
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consiste na combinação das culturas de S. thermophilus e E. faecium (GIRAFFA et 

al., 2003). 

Apesar do potencial dos Enterococcus como culturas probióticas, sua 

utilização deve ser feita com cautela. Novos isolados devem ser avaliados quanto a 

habilidade de transferir genes de resistência a antibióticos, sua capacidade 

hemolítica, a presença de gelatinases, a resistência a sais biliares, ao pH e 

sensibilidade a lisozima, antes da sua utilização como cultura probiótica (OGIER; 

SERROR , 2008). 

Os mecanismos pelos quais os probióticos exercem esses efeitos são ainda 

desconhecidos, mas podem envolver modificação do pH (produção de ácidos 

orgânicos), atividade antagonista sobre patógenos por meio da produção de 

compostos antimicrobianos, competição com patógenos por sítios de ligação, efeito 

de barreira no intestino, produção de enzimas (β-galactosidase, sal biliar hidrolase), 

síntese e aumento da disponibilização de nutrientes (hidrólise de proteínas e 

lipídios), estimulação de células imunomodulatórias, redução da atividade de 

enzimas que ativam a carcinogênese e inibição do crescimento ou apoptose de 

células tumorais (produção de ácidos graxos de cadeia curta, como exemplo, 

butirato) (PARVEZ et al., 2006; VASILJEVIC; SHAH, 2008; VENTURA et al., 2009). 

As culturas probióticas são extensivamente exploradas pela indústria de 

laticínios. Como crescem lentamente no leite devido à baixa atividade proteolítica, as 

culturas starters tradicionais do iogurte são juntamente incorporadas aos leites 

fermentados contendo probióticos (DAVE; SHAH, 1998). Recentemente, aplicações 

em queijos e produtos não fermentados como soro de leite e sorvete, além de outros 

produtos não lácteos receberam a adição de probióticos como maionese, sucos de 

frutas, produtos cárneos e produtos à base de aveia, conforme relatado por 

Vasiljevic e Shah (2008). Além disso, probióticos também são vendidos como 

suplementos na forma de tabletes, cápsulas ou preparações liofilizadas.  

Contudo, é essencial que os produtos probióticos contenham um número 

satisfatório de células ativas no momento do consumo. Os valores mínimos das 

concentrações de probióticos para efeitos terapêuticos citados na literatura variam 

entre 105 e 107 UFC-1 (DAVE; SHAH, 1998; BARRRETO et al., 2003; SANZ, 2007; 

VASILJEVIC; SHAH, 2008). Gomes e Malcata (1999) afirmaram que isso foi exigido 

em função da dose terapêutica mínima diária ser geralmente considerada 108 a 109 

células viáveis, alcançada com o consumo de 100 g de produto fermentado 
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contendo 106 a 107 de células viáveis/mL ou g. Além disso, é necessário que haja o 

consumo regularmente para que se mantenha o efeito desses micro-organismos 

sobre a composição da microbiota intestinal, já que a colonização não é permanente 

e sim transiente.  

De acordo com as atualizações de julho de 2008 da lista de alegações de 

propriedade funcional aprovadas da ANVISA, a quantidade mínima viável para os 

probióticos deve estar situada na faixa de 108 a 109 Unidades Formadoras de 

Colônias (UFC) na recomendação diária do produto pronto para o consumo, 

conforme indicação do fabricante, e deve ser declarada no rótulo, próximo à 

alegação da propriedade funcional (ANVISA, 2008). Os micro-organismos 

Lactobacillus delbrueckii subespécie bulgaricus e Streptococcus salivarius 

subespécie thermophillus foram retirados da lista tendo em vista que além de serem 

espécies necessárias para produção de iogurte, não possuem efeito probiótico 

cientificamente comprovado. 

Potenciais linhagens probióticas devem atender a certos critérios para que 

possam ser efetivas e utilizadas: de segurança, tecnológicos e funcionais. A Figura 1 

mostra, segundo Lee et al. (1999), a árvore decisória para desenvolvimento de 

novos probióticos. 

As bactérias probióticas fornecidas por meio de sistemas alimentares devem 

primeiramente sobreviver durante a passagem pelo trato gastrintestinal para, então, 

persistirem no intestino e prover efeitos benéficos ao hospedeiro. Para isso, devem 

apresentar como critérios funcionais: tolerância à acidez e a sais biliares e 

capacidade de adesão à mucosa intestinal. Adicionalmente, atividade antagonista é 

outro requisito fundamental para a sobrevivência no intestino (REINHEIMER, 2003; 

HUANG; ADAMS, 2004; VINDEROLA; SCHILLINGER et al., 2005).  
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Figura 1 – Árvore decisória para o desenvolvimento de novos probióticos. 
Fonte: Lee et. al (1999) 

 

2.6 Susceptibilidade a antimicrobianos e fatores de  virulência dos 

Enterococcus 

 

Há divergência nos diversos estudos sobre a susceptibilidade de 

Enterococcus spp., a antimicrobianos, principalmente no se refere a sua resistência. 

De acordo com a literatura, a resistência parece depender da região geográfica onde 

foi isolado o micro-organismo e do próprio isolado. Kayser (2003) descreve que os 

enterococos são intrinsecamente resistentes a penicilinas semissintéticas e as 

cefalosporinas, possuindo a capacidade de adquirir genes de resistência, através de 

plasmídeos e transposons, a antibióticos como cloranfenicol, eritromicina, 

aminoglicosídeos, tetraciclinas, fluoroquinolonas e vancomicina. 
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As principais espécies de enterococos que causam infecções no homem são 

Enterococcus faecalis (80 a 90%) e Enterococcus faecium (5 a 15%), sendo que a 

resistência a vancomicina é mais frequentemente descrita com o Enterococcus 

faecium. A aquisição da infecção por Enterococos Resistente à Vancomicina (VER) 

geralmente ocorre a partir da microbiota endógena após manipulação do trato 

gastrointestinal, por transmissão cruzada através das mãos cantaminadas dos 

manipuladores que servem como fontes de transmissão. 

No entanto, Teuber et al. (1999) descrevem que poucos enterococos isolados 

de alimentos são resistentes aos antibióticos clínicos de importância, como a 

ampicilina, penicilina, gentamicina e vancomicina. 

Vale ressaltar que para a utilização de Enterococcus como culturas 

iniciadoras ou como cultura coadjuvante é importante, como critério de segurança, a 

verificação da ausência da capacidade de transferir resistência a antibióticos 

(FRANZ et al., 2001; DE VUYST et al., 2003). 

Entretanto, a patogenicidade desses micro-organismos não pode ser 

explicada apenas pelo perfil de resistência aos antimicrobianos, devendo-se levarem 

consideração, também, outros fatores de virulência. Os principais fatores de 

virulência conhecidos associados a Enterococcus spp. são: aderência a tecidos, 

invasão e formação de abscessos, modulação da resposta imune e secreção de 

toxinas (EATON; GASSON, 2001). 

Um importante fator de virulência é a β-hemolisina, uma enzima que é capaz 

de lisar eritrócitos humanos e de animais como equinos e coelhos (EATON; 

GASSON, 2001). De acordo com Abriouel et al. (2008) nenhum isolado de E. fecalis 

e E. faecium proveniente de alimentos vegetais, água e solo apresentou atividade β-

hemolítica. 

A presença de tais fatores de virulência e a aquisição de genes de resistência 

a antibióticos pode indicar a associação destes micro-organismos com infecções em 

humanos (GIRAFFA, 2002). A classificação taxonômica do gênero Enterococcus não 

permite distinção entre isolados patogênicos e não patogênicos, pois as diferenças 

entre ambos não são evidentes e o potencial para aquisição de genes de virulência 

não é bem elucidado (EATON; GASSON, 2001). 

No entanto, Khan et al. (2010) avaliaram isolados de Enterococcus de várias 

fontes e testaram os seus fatores de virulência, verificando que os isolados de 

amostras clínicas apresentam maior frequência de fatores de virulência, seguidos de 
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isolados provenientes de animais e de alimentos. Já Mannu et al. (2003) 

compararam a ocorrência de fatores de virulência e de resistência a antibióticos de 

E. faecium isolados de produtos lácteos, animais e clínicos, e observaram resultados 

semelhantes entre os isolados. 

De acordo com De Vuyst et al. (2003) isolados de Enterococcus spp. que não 

apresentam atividade hemolítica e não carregam genes da citolisina e da resistência 

a vancomicina podem ser considerados seguros e utilizados como culturas 

iniciadoras, culturas coadjuvantes ou probióticas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

A pesquisa foi realizada, inicialmente, junto a propriedades rurais, da região 

Fronteira Noroeste do estado do RS, de onde foram coletadas amostras de leite “in 

natura” e queijos artesanais. Os experimentos foram realizados junto aos 

Laboratórios de Microbiologia, Físico-química e Planta Piloto da UNIJUÍ – 

Universidade Regional do Noroeste do Estado do RS, contando com suporte dos 

laboratórios da UFSM – Universidade Federal de Santa Maria. A extração do DNA, 

para identificação molecular das bactérias ácido láticas foi realizada junto ao 

Laboratório de Bioquímica, do ICTA – Instituto de Ciência e Tecnologia de 

Alimentos, da UFRGS – Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O 

sequenciamento do DNA das BAL foi realizado junto à empresa ACTGene – 

Análises Moleculares, de Porto Alegre. 

 

3.1 Materiais 

 

Com apoio da EMATER regional de Santa Rosa/RS foram selecionadas dez 

propriedades rurais de diferentes municípios (Doutor Maurício Cardoso, Horizontina, 

Três de Maio, Nova Candelária, Tuparendi, Tucunduva e Santa Rosa) da região 

Fronteira Noroeste do Estado do RS (Figura 2) que produzem queijos artesanais, 

com leite cru e sem adição de cultivo iniciador. Em cada propriedade foram 

realizadas duas coletas, uma durante os meses de primavera-verão e outra durante 

os meses de outono-inverno. De cada propriedade foram coletadas: 01 amostra de 

leite “in natura”, totalizando 20 amostras (n=20) e dois queijos, com 01 dia de 

fabricação, totalizando 40 amostras (n=40). Um dos queijos foi analisado 

imediatamente, caracterizando o Tempo 01 dia (T1). O outro queijo foi maturado, por 

sete dias, sob refrigeração a 7ºC, caracterizando o Tempo 07 dias (T7), conforme 

prática adotada pelos produtores. 
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Figura 2 – Mapa geográfico demonstrando a localização e os municípios da Região 
Fronteira Noroeste do Estado do RS.  
O número ligado ao município onde foram realizadas as coletas refere-se ao número de propriedades 
amostradas. 
Fonte: Corede Fronteira Noroeste, 2011. 
 

3.2 Métodos 

 

3.2.1 Isolamento, purificação e armazenamento das BAL 

 

As BAL foram isoladas, das amostras de leite “in natura” e dos queijos 

artesanais, em trabalho conjunto com Funck (2012). O isolamento foi realizado em 

ágar De Man, Rogosa e Sharpe – MRS (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, 

Inglaterra), sob anaerobiose (Anaerobac, Probac do Brasil) a 35°C por 72h (IDF, 

1983). Após este período, foram selecionadas, de cada amostra, cinco colônias 

pequenas, opacas e arredondadas, características típicas de bactérias ácido láticas. 

Estas foram purificadas em ágar MRS (Oxoid). Da placa purificada, foi selecionada 

uma colônia isolada e esta cultivada em caldo MRS (Oxoid), a 350C por 24h. O 

cultivo foi acrescentado de 20% de glicerol (v/v) e armazenado em ultra-freezer a 

temperatura de – 50ºC para testes posteriores de coloração de Gram, catalase, 

segundo MAPA (2003) e atividade antagonista. 
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3.2.2 Determinação da atividade antagonista das BAL frente a micro-organismos 

patogênicos 

 

Os isolados purificados, que foram identificados como Gram-positivos e 

catalase negativa, foram transferidos para caldo MRS (Oxoid) e cultivados a 350C 

por 18 – 24h, para então ser realizada a determinação da atividade antagonista. 

Estes isolados também foram, anteriormente, testados por Funck (2012).  

A fim de verificar a manutenção da capacidade antagonista de tais isolados, 

os mesmos foram novamente testados quanto à atividade antagonista frente a 

linhagens de referência Gram positivas: Listeria monocytogenes ATCC 7466 e 

Staphylococcus aureus ATCC 1901, bem como Gram negativas: E. coli ATCC 8739, 

Salmonella Typhimurium ATCC 13076 e a linhagem de Lactobacillus plantarum 

ATCC 8014, como controle positivo, tendo como foco principal a verificação da 

atividade antagonista frente a Listeria monocytogenes. O teste de antagonismo e a 

leitura dos halos de inibição foram realizados de acordo com o teste da gota (spot-

on-the-lawn) proposto por Jacobsen et al. (1999). Para realização do teste, o 

sobrenadante dos cultivos foi neutralizado, a fim de eliminar o efeito antagônico 

ocasionado pela produção de ácido lático, durante o processo fermentativo e, então, 

uma alíquota de 5µL de cada cultivo, em caldo MRS (Oxoid), foi inoculada, em forma 

de gotas, em placas contendo ágar MRS (Oxoid). Após absorção das gotas, as 

placas foram incubadas a 35ºC em jarra de anaerobiose por 24h. Decorrido este 

período, cada placa recebeu uma sobre camada de 10 mL de ágar BHI (Oxoid) 

semi-sólido (0,8%) contendo aproximadamente 106 UFC.mL-1 da cultura de 

referência, citada anteriormente, previamente cultivada em caldo BHI (Oxoid) por 

24h. Após solidificação do meio, as placas foram incubadas, em aerobiose, a 35ºC 

por 24h. O resultado positivo para atividade antagonista em relação à cultura de 

referência e controle positivo foi determinado pela formação de halo de inibição. O 

diâmetro dos halos foi medido utilizando um paquímetro digital 200 MM-8” (Marca 

Marberg – China). 
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3.2.3 Perfil fermentativo dos isolados de BAL 

 

Os isolados com atividade antagonista foram submetidos a teste para 

verificação de seu perfil fermentativo. A capacidade de fermentar glicose com 

produção de gás foi determinada em tubos de ensaio contendo tubos de Durhan e 

caldo MRS (Oxoid) suplementado com 3% de glicose. A incubação se deu a 37ºC 

por 48h (LIMA et al., 2009). As culturas de referência, Lactobacillus fermentum 

ATCC 9338 e Lactobacillus plantarum ATCC 8014 foram usadas como controle 

positivo e negativo, respectivamente. Os tubos nos quais os isolados produziram 

gás, foram caracterizados como heterofermentativos e os que não produziram, foram 

assinalados como homofermentativos. 

 

3.2.4 Caracterização da natureza proteica das substâncias antimicrobianas 

produzidas pelas BAL 

 

Com base no teste do antagonismo, os isolados de BAL com atividade 

antagonista foram testados quanto à natureza proteica das substâncias 

antimicrobianas produzidas, frente a enzimas (Sigma St. Louis, MO, USA): pepsina, 

α-quimotripsina e proteinase K, segundo Lewus et al., 1991. 

Para isso, inicialmente, os isolados foram cultivados em caldo MRS (Oxoid) a 

350C por 24h. Destas culturas foram inoculadas quatro gotas de 5µL, cada, em 

placas de ágar MRS (Oxoid). As placas foram incubadas em anaerobiose a 350C por 

24h. Decorrido este tempo foram perfurados orifícios de 5mm de diâmetro, a 5mm 

de distância de cada colônia. Cada orifício foi preenchido com solução de cada uma 

das enzimas citadas acima a 20mg/mL. Após absorção, as placas receberam uma 

sobrecamada de ágar BHI (Oxoid) semi-sólido a 0,8% contendo em torno de 

106UFC.mL-1 de Listeria monocytogenes. Em seguida as placas foram incubadas a 

350C/24h em aerobiose. 

A interpretação dos resultados foi feita mediante observação dos halos de 

inibição, sendo que a retração do halo (formato de meia lua), próximo à enzima, 

indicou sensibilidade a referida enzima, caracterizando a substância antimicrobiana 

como sendo de natureza proteica, indicando ser esta, supostamente, uma 

bacteriocina. 
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3.2.5 Verificação da capacidade de produção de substâncias antimicrobianas de 

natureza protéica das BAL, em temperatura de refrigeração 

 

Os isolados de BAL, com atividade antagonista, foram inicialmente inoculados 

em caldo MRS e incubados sob refrigeração (7 – 100C) por sete dias. Após este 

período foi realizado o mesmo procedimento para verificação da produção de 

substâncias antimicrobianas de natureza proteica, descrito anteriormente. 

3.2.6 Caracterização de BAL com potencial probiótico 

 

O potencial probiótico foi testado para aqueles isolados de BAL que 

apresentaram atividade antagonista frente às cepas de referência de micro-

organismos patogênicos, já que esta é uma das condições para classificação de um 

isolado como probiótico. Para isso foram realizados os seguintes experimentos: 

• Resistência a condições ácidas; 

• Resistência a sais biliares; 

• Tolerância ao fenol; 

• Resistência ao trânsito gastrointestinal superior, de forma simulada; 

• Capacidade de auto-agregação e hidrofobicidade; 

• Atividade da enzima β-galactosidase. 

 

3.2.6.1 Resistência a condições ácidas e sais biliares 

 

A resistência dos isolados sob diferentes condições ácidas foi utilizada como 

critério de seleção dos isolados mais resistentes para realização sequencial dos 

demais experimentos, já que inicialmente as BAL probióticas devem resistir às 

condições ácidas estomacais. Ressalta-se que esta se torna condição essencial 

quando os micro-organismos não são protegidos por meio de encapsulação. Assim, 

a resistência dos isolados foi avaliada em caldo MRS (pH 6,5) (Oxoid) ajustado a pH 

2 e 2,5 com HCl concentrado e ainda a pH 2,5 + pepsina (Sigma) (3mg/mL).  

A avaliação da tolerância bacteriana a sais biliares foi realizada em caldo 

MRS (Oxoid) suplementado com bile bovina (Sigma) a 0,3% e 1,0% (m/v). 

Após preparação dos caldos, conforme tratamentos mencionados acima, 

culturas de 24 h com concentração final entre 106 e 107UFC.mL-1foram inoculadas 
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nos mesmos e incubadas a 37ºC por 4 horas, juntamente com controles em pH 6,5. 

A sobrevivência sob diferentes condições foi avaliada por contagem em placas com 

limite de detecção de 1,7 log10 UFC mL-1. Ambas as avaliações seguiram o protocolo 

de Perelmuter et al. (2008). O percentual de sobrevivência dos isolados frente às 

diferentes condições ácidas e aos sais biliares foi calculado com base nas contagens 

de células viáveis iniciais, anterior ao período de incubação. 

De acordo com Charteris et al. (1997), foram considerados micro-organismos 

tolerantes para o teste de sobrevivência à simulação gástrica (resistência às 

condições ácidas), aqueles que diminuíram, no máximo, em 30% a sua 

concentração celular e, para o ensaio de sobrevivência ao trânsito intestinal 

(resistência aos sais biliares), aqueles que apresentaram uma redução de até 1,5 log 

da sua contagem inicial. 

 

3.2.6.2 Tolerância ao fenol 

 

A habilidade de crescimento na presença de fenol foi realizada utilizando 

caldo MRS (Oxoid) adicionado de 0,4% de fenol, conforme Pinto et al. (2006). A 

enumeração das bactérias foi realizada no tempo inicial e após 4 horas de 

incubação a 37ºC.  

 

3.2.6.3 Tolerância ao trânsito gastrointestinal superior, de forma simulada 

 

Um dos isolados, com resistência às condições anteriores, foi selecionado 

para avaliação de tolerância ao trânsito gastrintestinal superior, de forma simulada, 

conforme Huang e Adams (2004). As células bacterianas com 24 h de incubação 

foram separadas por centrifugação (3400rpm por 10min a 4ºC), lavadas duas vezes 

com tampão fosfato pH 7,0 e ressuspendidas em solução salina a 0,5%. Uma 

alíquota de 0,2 mL da suspensão celular foi misturada a 0,3 mL de solução salina e 

1,0 mL de suco gástrico ou intestinal simulado e incubada a 37ºC. A contagem de 

células viáveis foi realizada nos tempos inicial e em 15, 30, 60, 120, 180 e 240min 

para tolerância ao trânsito gástrico e após 240min para a determinação da tolerância 

ao trânsito no intestino delgado.  
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O suco gástrico simulado consistiu em pepsina (Sigma) (3mg/mL) e pH 2,5, 

enquanto, o suco intestinal simulado foi composto por pancreatina (Sigma) 

(1mg/mL), pH 8,0, com e sem adição de 0,5% de sais biliares (Sigma). 

A influência da presença de um alimento, na sobrevivência durante o trânsito 

gástrico em pH 2,5, foi avaliado da mesma forma, porém, substituindo a solução 

salina por 0,3mL de leite desnatado reconstituído a 10% (m/v).  

 

3.2.6.4 Capacidade de autoagregação e hidrofobicidade 

 

As propriedades in vitro de autoagregação e hidrofobicidade foram realizadas 

como screening inicial para detecção das cepas com capacidade de adesão, como 

descrito por Collado et al. (2008). 

Primeiramente, os isolados foram incubados a 300C/24h em caldo MRS 

(Oxoid) e então as células foram coletadas por centrifugação, lavadas duas vezes e 

ressuspendidas em tampão fosfato pH 7,0 10mmol/L, para se ter uma absorbância 

de 0,25+/-0,02 a 600nm. 

A técnica de autoagregação foi realizada como segue: as suspensões 

celulares foram incubadas a 370C e os valores de absorbância a 600nm, da camada 

superior foi medido em diferentes intervalos de tempo (2, 16, 20 e 24h). Os 

resultados foram expressos em percentual, conforme a fórmula: 

 

1 – (A600nm da suspensão superior/A600nm da suspensão bacteriana total) x 100 

 

A avaliação de hidrofobicidade empregou xileno para determinar a adesão 

bacteriana ao hidrocarboneto. Para isso, a suspensão celular (3mL) foi agitada em 

vórtex por 60s com 400µL de xileno. Depois de 2h a 370C, a fase aquosa foi 

cuidadosamente removida e a absorbância a 600nm foi medida. A hidrofobicidade 

foi determinada como o percentual de adesão, de acordo com a fórmula:  

 

[(A0-A)/A] x 100 

 

Onde A0 e A são as absorbâncias antes e depois da extração com xileno, 

respectivamente. 
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3.2.6.5 Atividade da enzima β-galactosidase 

 

A atividade da enzima β-galactosidase foi determinada de acordo com 

Vinderola e Reinheimer (2003). 

Inicialmente, os isolados foram cultivados em caldo MRS (Oxoid) e as células 

lavadas e permeabilizadas com 1:9 (v/v) tolueno:acetona, através de agitação. Após, 

as suspensões bacterianas foram incubadas com o-nitrophenyl-β-D-

galactopyranoside (ONPG, Sigma) a 37ºC/15min e a reação paralisada com 

Na2CO31mol.L-1. Os valores de absorbância foram medidos a 420 e 560nm e os 

resultados expressos como unidades Miller, como a seguir: 

 

Atividade β-galactosidase = 1000 x [(A420 – 1,75x A2560)/(15min x 1mL x A1560)] 

 

Onde: A1 é a absorbância imediatamente antes e A2 a densidade das células 

da reação.  

 

3.2.7 Avaliação da susceptibilidade a antimicrobianos de uso clínico e atividade da 

enzima β-hemolisina 

  

Os isolados de BAL, supostamente bacteriocinogênicos e probióticos foram 

avaliados quanto a susceptibilidade a antimicrobianos e atividade da enzima β-

hemolisina, como fator de virulência. 

A avaliação da suscpetibilidade a antimicrobianos foi realizada pelo método 

de difusão em ágar, utilizando-se o ágar Mueller-Hinton - MH (Merck), conforme 

descrito por Renye et al. (2009). Foram testados quatro diferentes antibióticos: 

ampicilina (10µg), penicilina G (10µg), vancomicina (30µg) e tetraciclina (30µg) 

(Laborclin/Brasil). 

Os isolados foram inoculados em caldo MRS e incubados a 35°C por 24h. 

Inoculou-se 0,1mL das culturas com 107 – 108UFC.mL-1 na superfície do Agar MH e, 

após completa absorção do inoculo, adicionaram-se os discos de antibiótico. As 

placas de petri foram incubadas a 35°C por 24h e, a pós esse período, mediram-se 

os diâmetros das zonas de inibição com auxílio de paquímetro digital 200 MM-8” 

(Marca Marberg – China), os quais foram expressos em milímetros. Os resultados 

foram expressos como isolados resistente (R), sensibilidade intermediária (I) ou 
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sensível (S), com base nos valores de referências indicados pela Clinical and 

Laboratory Standards Institute - CLSI (2005) (Tabela 1). 

 

Tabela 1- Tamanho dos halos de inibição (mm) para classificação dos isolados como 

Resistente (R), Intermediário (I) e Sensível (S) frente a antimicrobianos. 

 

Antimicrobiano 

Halos de inibição (mm) 

Resistente (R) Intermediário (I) Sensível (S) 

Ampicilina 10ug ≤ 14 - ≥ 17 

Penicilina 10ug ≤ 14 - ≥ 15 

Vancomicina 30ug ≤ 14 15 – 16 ≥ 17 

Tetraciclina 30ug ≤ 14 15 – 18 ≥ 19 

 

A atividade da enzima β-hemolisina foi verificada através da visualização de 

zonas claras ao redor das colônias crescidas em ágar sangue (EATON; GASSON, 

2001). Para isso, inicialmente, os isolados foram inoculados em caldo MRS e 

incubados a 350C/24h. Em seguida, os mesmo foram inoculados em placas de ágar 

tripticase de soja – TSA (Merck) suplementado com 5% de sangue de cavalo e 

incubados a 37°C por 24-48h.  

 

3.2.8 Identificação molecular das BAL 

 

Os isolados das BAL, provenientes de leite e queijos artesanais, com 

características probióticas e bacteriocinogênicas foram identificados 

molecularmente, junto ao Laboratório de Bioquímica do ICTA/UFRGS, por meio da 

amplificação, através da técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction) e 

sequenciamento do rDNA 16S e da região espaçadora intergênica (ITS) do 

rDNA16S-23S, no caso do isolado Y5. O DNA total foi extraído pelo método do 

fenol/clorofórmio e as PCRs foram realizadas empregando os primers universais 27f 

(5`-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3‘) e 1525r (5‘-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3‘), 

conforme Lisboa et al. (2006) para a amplificação do gene do 16S e os primers 13BF 

(5'-GTGAATACGTTCCCGGGCCT-3') e 6R (5'-GGGTTYCCCCRTTCRGAAAT-3') 

onde (Y=C ou T, R=A ou G) (Chen et al., 2004) para a amplificação do fragmento 

correspondente à região ITS. A confirmação da amplificação foi realizada através da 

migração em gel de agarose 1%. Os produtos das PCRs foram purificados e 
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enviados para o sequenciamento no laboratório ATCGene (Porto Alegre, Brasil). As 

sequências obtidas foram alinhadas no software Clustal X (THOMPSON et al., 

1997), editadas no software Bioedit7.0.5.3 (HALL, 1999) para a geração dos contigs. 

A busca por similaridade foi realizada através do algoritmo BLAST presente no site 

do GenBank (Disponível em <http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi> Acesso em 03 

de janeiro de 2013. 

 

3.2.9 Produção de queijos a nível piloto 

 

Foram produzidos queijos a nível piloto sob sete tratamentos diferentes: 

1- Queijo controle: sem adição de cultura; 

2- Queijo controle: com adição de Listeria monocytogenes; 

3- Queijo com adição de cultura supostamente bacteriocinogênica, 

previamente definida; 

4- Queijo com adição de cultura supostamente bacteriocinogênica, 

previamente definida, + Listeria monocytogenes; 

5- Queijo com adição de cultura probiótica, previamente definida; 

6- Queijo com adição de cultura probiótica, previamente definida, + Listeria 

monocytogenes; 

7- Queijo com adição das culturas, supostamente bacteriocinogênica e 

probiótica +  Listeria monocytogenes. 

As etapas de produção dos queijos são demonstradas no fluxograma da 

Figura 3, tendo o experimento sido realizado com três repetições. 

O leite cru foi fornecido por uma Plataforma de Recebimento de Leite, de uma 

Cooperativa do Município de Santa Rosa, RS. As análises físico-químicas, os testes 

de fraudes e antibióticos foram realizados pelo Laboratório da Plataforma de 

Recebimento. 

Ao chegar ao laboratório, o leite (65L), foi inicialmente pasteurizado, por 

processo lento, a 63 - 650C/30min, em tacho aberto, sob constante agitação. Após 

resfriamento, o leite foi analisado microbiologicamente, segundo MAPA (2003), 

quanto à presença de Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Número Mais 

Provável (NMP) de Coliformes Totais e Termotolerantes, Staphylococcus coagulase 

positiva, Contagem Total de Bactérias e Contagem de Bactérias Ácido Láticas.  
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Na sequência, o leite pasteurizado foi dividido em sete lotes conforme os 

tratamentos mencionados anteriormente. Para cada tratamento foram produzidos 

cinco queijos, de aproximadamente, 150g cada. 

As culturas foram adicionadas em momentos distintos, dependendo de suas 

características. Desta forma, a cultura supostamente bacteriocinogênica foi 

adicionada ao leite a 33 – 350C e após 20min foram então adicionados os demais 

ingredientes: cloreto de cálcio a 50% (0,4mL/L), ácido lático (0,25mL/L) e coalho 

bovino (0,8mL/L). Já a cultura probiótica e o inoculo de Listeria monocytogenes 

foram adicionados após a dessoragem e imediatamente antes da enformagem. 

 

Figura 3- Etapas da produção de queijos a nível piloto, com adição de culturas de 
BAL e inoculo de Listeria monocytogenes. 
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3.2.10 Preparo dos inoculos 

 

Para preparação dos inoculos e adição da cultura supostamente 

bacteriocinogênica, da cultura probiótica e de Listeria monocytogenes nos queijos, 

seguiu-se metodologia utilizada por Furtado (2010), com modificações. Para isso, 

inicialmente, os isolados foram cultivados em 30mL de caldo MRS e BHI, 

respectivamente, a 350C/24h. Após esse período, as células bacterianas foram 

separadas por centrifugação (3400rpm por 10min a 4ºC), lavadas com tampão 

fosfato pH 7,0 e ressuspendidas em solução salina a 0,5%. O procedimento foi 

repetido mais duas vezes. A fim de se saber o número de células viáveis, realizou-se 

diluições decimais de cada cultura, com posterior plaqueamento em superfície de 

0,1mL dos inoculos em ágar MRS para as BAL e em ágar Oxford para Listeria 

monocytogenes. 

Tomando por base as contagens obtidas, calculou-se o volume de inoculo da 

cultura, supostamente bacteriocinogênica, a ser adicionado no leite, a fim de se ter 

uma concentração de 106UFC.mL-1, conforme Furtado (2010). 

Para adição da cultura probiótica, optou-se em adicionar o inoculo na massa, 

após dessoragem, na intenção de não se ter perda significativa de células viáveis, 

junto ao soro, de acordo com Saad; Cruz; Faria (2011). Assim, com base nas 

contagens prévias das células, calculou-se o volume a ser adicionado, a fim de se 

ter uma concentração de 106 – 107 UFC.mL-1, objetivando atingir uma contagem de 

108 – 109 UFC/100g no produto final, conforme preconiza a ANVISA (2008), para 

designação como produto probiótico. 

A quantia de inoculo de Listeria monocytogenes a ser adicionada foi calculada 

para se ter uma concentração de 103 – 104UFC.g-1, conforme Furtado (2010). O 

inoculo foi adicionado à massa, em capela de fluxo laminar e misturada com 

movimentos sutis, usando luvas cirúrgicas. 

Os queijos foram maturados sobre refrigeração a 70C por 28 dias, sendo 

coletada uma amostra (um queijo) por tempo de maturação: tempo um (T1), tempo 

sete (T7), tempo quatorze (T14), tempo vinte e um (T21) e tempo vinte e oito (T28) 

dias. 

A cada coleta, as amostras foram submetidas a análises microbiológicas e 

físico-químicas. 
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A análise microbiológica de contagem de bactérias ácido láticas foi realizada 

através de plaqueamento em superfície, em Ágar MRS (Oxoid), sob anaerobiose a 

350C/24-48h. Já a análise de enumeração de Listeria monocytogenes foi realizada 

apenas nos tratamentos onde foi adicionado o inoculo deste micro-organismo, 

seguindo metodologia proposta por Pagotto (2001). 

As análises físico-químicas de pH, umidade e atividade de água foram 

realizadas em todas as amostras, ao longo do período de maturação,de acordo com 

as Normas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2004). 

 

3.2.11 Análise estatística 

 

Os resultados dos dados obtidos de experimentos e análises em triplicata 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e ao teste de Tukey, com nível de 

significância de 0,05, utilizando o programa Statística (Statsoft versão 7.0). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Isolamento de BAL 

 

Durante os dois períodos de coleta de amostras de leite “in natura” e queijos 

artesanais (verão e inverno), foram isoladas cento e doze colônias com 

características semelhantes de BAL. Estas foram submetidas à caracterização 

morfológica, teste de coloração de Gram e teste da catalase. De acordo com a 

Tabela 2, pode-se verificar que 54,46% dos isolados demonstraram-se positivos 

para coloração de GRAM e negativos para catalase, caracterizando-se como BAL. 

Destes, 26,23% apresentaram morfologia de bacilos e 73,77% apresentaram 

morfologia de cocos ou coco-bacilos. Os 44,64% restantes dos isolados não se 

caracterizaram como BAL.  

 

Tabela 2 - Características fenotípicas (coloração de GRAM, teste de catalase e 

morfologia celular) de bactérias isoladas de leite e queijos artesanais produzidos na 

região Fronteira Noroeste do RS. 

 Características fenotípicas  
Coloração de Gram  Teste de Catalase  Morfologia Celular  

Positiva Negativa Positiva Negativa Bacilos Cocos/ 
Coco-bacilos 

Isolados 
(n/%) 

61 
(54,46%) 

51 
(44,64%) 

51 
(44,64%) 

61 
(54,46%) 

16 
(26,23%) 

45 
(73,77%) 

 

Da mesma forma que neste estudo, em que a maioria dos isolados, 

demonstrou-se como cocos, também Moraes et al. (2010), ao estudar leite cru e 

queijos elaborados a partir deste, provenientes da região de Viçosa/MG, isolaram 

culturas características de BAL e obtiveram predominantemente cocos GRAM 

positivos e catalase negativa de seus isolados. Lima et al. (2009) avaliou a presença 

de BAL em queijos Minas artesanais e as espécies mais encontradas em sua 

pesquisa foram Lactococcus lactis, Enterococcus spp., Enterococcus faecalis e 

Streptococcus agalactiae. Já Souza et al. (2003), analisando queijos artesanais da 

Serra Gaúcha, encontrou Lactobacillus como gênero mais abundante, seguidos de 

Enterococcus e Lactococcus. 
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Além destes, outros autores têm demonstrado que a microbiota nativa 

encontrada em produtos provenientes de fermentação natural de alimentos de 

origem animal é bastante diversificada. Segundo Moraes et al. (2010) a população 

microbiana de cada produto lácteo varia de acordo com a região geográfica onde 

este é produzido, podendo se atribuir variações em razão do leite utilizado, do clima 

predominante e dos métodos empregados no processamento. 

 
4.2 Detecção da atividade antagonista dos isolados de BAL 

 

As BAL são utilizadas há muito tempo em alimentos como uma forma de 

conservação natural. Estas, através de seu metabolismo, transformam carboidratos 

principalmente em ácido lático. Porém, outros peptídeos antimicrobianos são 

produzidos por BAL. Estas substâncias são responsáveis por inibir diversos 

microrganismos deteriorantes e patogênicos. A pesquisa por BAL que produzam 

substâncias potencialmente antagônicas é de fundamental importância para 

aplicação destas como culturas iniciadoras, para produção de alimentos com 

qualidade e com características que identifiquem determinada região.  

Os 54,46% dos isolados que se caracterizaram como BAL foram testados 

através do teste da gota (spot-on-the-lawn) proposto por Jacobsen et al. (1999), 

quanto a sua atividade antagonista, frente a micro-organismos patogênicos de 

referência: E. coli ATCC 8739, Listeria monocytogenes ATCC 7466, Staphylococcus 

aureus ATCC 1901, Salmonella Typhimurium ATCC 13076 e como controle positivo 

a linhagem de Lactobacillus plantarum ATCC 8014. Do total de isolados, 

caracterizados como BAL, vinte e um (34,43%), demonstraram atividade 

antagonista, já que desenvolveram halos de inibição contra todos os micro-

organismos testados, conforme Tabela 3. Estes isolados conferem com àqueles, 

anteriormente encontrados por Funck (2012). Destes, quinze isolados foram 

provenientes de amostras coletadas no verão e seis de amostras coletadas no 

inverno. Conforme os dados apresentados também se pode observar que a maioria 

dos isolados com atividade antagonista foi isolado de queijos com um dia de 

maturação. 
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Tabela 3 – Atividade antagonista de BAL nativas de leite e queijos artesanais da 

região Fronteira Noroeste do RS, frente a patógenos de referência, com base na 

medida dos halos de inibição.  

Isolados com atividade antagonista frente a patógen os 

Isolado  Procedência  L.monocytogenes S. aureus S.Typhimurium  E. coli 

AC4 V-Q7 30,13 mm 15,83 mm 15,12 mm 18,18 mm 

J4 V-L 26,88 mm 19,80 mm 19,50 mm 22,77 mm 

R4 V-Q1 29,37 mm 20,41 mm 18,81 mm 21,81 mm 

R1 V-Q1 23,64 mm 17,92 mm 16,52 mm 20,19 mm 

R3 V-Q1 21,76 mm 19,01 mm 20,26 mm 23,83 mm 

Y5 V-Q7 29,57 mm 26,70 mm 26,06 mm 28,23 mm 

F4 V-Q7 25,36 mm 16,86 mm 21,94 mm 22,70 mm 

E4 V-Q1 29,68 mm 22,17 mm 27,17 mm 25,79 mm 

R2 V-Q1 24,15 mm 16,48 mm 20,83 mm 21,72 mm 

U4 V-Q1 24,49 mm 20,10 mm 20,74 mm 23,13 mm 

P2 V-Q7 21,97 mm 19,89 mm 20,77 mm 23,45 mm 

A5 V-L 29,35mm 28,25mm 35,69mm 44,37mm 

C4 V-Q7 21,85 mm 18,07 mm 17,54 mm 18,75 mm 

U3 V-Q1 27,45 mm 22,24 mm 20,28 mm 21,58 mm 

U5 V-Q1 22,75 mm 20,87 mm 19,66 mm 22,40 mm 

F9 I-Q7 24,50mm 17,40mm 22,95mm 27,34mm 

B6 I-Q1 20,40 mm 30,62 mm 36,98 mm 28,47 mm 

I6 I-Q7 22,72 mm 24,12 mm 25,23 mm 20,97 mm 

R7 I-Q1 22,20 mm 19,75 mm 24,70 mm 22,58 mm 

AB7 I-Q1 18,50 mm 26,78 mm 29,03 mm 34,88 mm 

BB9 I-Q1 20,57 mm 29,46 mm 28,53 mm 28,68 mm 
V – Amostras coletadas no verão; I – Amostras coletadas no inverno. 
L – Leite; Q1 – Queijo com um dia de maturação; Q7 – Queijo com sete dias de maturação. 

 

Outros pesquisadores também observaram atividade antagonista de BAL 

nativas procedentes de diversos produtos fermentados. Nero et al. (2008) 

verificaram o potencial antagônico de 360 colônias de BAL isoladas de leite cru e 

observaram que 25,3% mostraram atividade antimicrobiana contra Listeria 

monocytogenes e apenas 9,2% demonstraram antagonismo contra Salmonella 

Enteretidis. Os autores sugerem que alimentos com altas populações microbianas 

nativas interferem diretamente no crescimento e desenvolvimento de patógenos 
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como Listeria monocytogenes e Salmonella spp., pois estes precisam de condições 

muito específicas para crescer. 

Meira et al. (2010) avaliaram seis isolados de bactérias láticas obtidos de leite 

e queijo de ovelha em relação à atividade antagonista contra seis bactérias 

patogênicas – Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Bacillus cereus, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium – e também contra 

a bactéria láctica Lactobacillus fermentum. Os resultados da atividade antagonista 

pelo método spot-on-the-lawn, evidenciaram que todas as linhagens de BAL 

exibiram zonas de inibição frente às bactérias indicadoras. Os sobrenadantes das 

culturas não foram capazes de inibir nenhum dos patógenos testados tanto pelo 

método spot-on-the-lawn quanto pelo método de difusão em ágar. Somente quando 

empregado o método em placa de micro titulação os sobrenadantes ácidos das 

linhagens apresentaram atividade antimicrobiana contra os microrganismos 

patogênicos. Esses resultados, diferentemente dos encontrados neste trabalho, 

sugerem que a atividade antagonista dos Lactobacillus é principalmente devido ao 

ácido láctico produzido pelas bactérias láticas.  

 

4.3 Perfil fermentativo dos isolados de BAL 

 

Os isolados de BAL que apresentaram atividade antagonista frente a 

patógenos de referência foram submetidos ao teste de fermentação da glicose para 

determinação de seu perfil fermentativo. Este teste é importante quando se deseja 

selecionar BAL para uso como culturas iniciadoras.  

As bactérias homofermentativas produzem ácido lático como o principal 

produto da fermentação da glicose, enquanto que as heterofermentativas produzem, 

além de ácido lático, substâncias como dióxido de carbono, ácido acético, etanol, 

aldeído e diacetileno. É interessante também ressaltar que, no caso específico das 

BAL heterofermentativas, sua utilização em alimentos é, sobretudo, pela sua 

capacidade de produzir compostos flavorizantes, muito mais do que pela sua 

habilidade acidificante (CARR et al., 2002). 

O emprego de culturas homo ou heterofermentativas vai depender do tipo de 

queijo que se deseja produzir, tendo em vista as características de cada variedade. 

Os queijos artesanais de uma maneira geral apresentam-se com uma massa 

fechada, sem olhaduras, típico de um processo homofermentativo. 
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Dos 21 isolados testados, nenhum produziu gás a partir da glicose, o que 

sugere classificá-los como homofermentativos. Esse resultado é positivo visto que 

BAL homofermentativas são desejáveis para utilização como culturas iniciadoras, 

neste tipo de queijo, já que produzem somente ácido lático evitando problemas de 

flavor decorrentes da formação de ácido acético e características indesejáveis, como 

olhaduras, causadas pela produção de CO2. 

Khedid et al. (2009) submeteram os isolados de BAL proveniente de leite de 

camela do Marrocos ao teste do perfil fermentativo e observaram que 68% deles não 

produziram gás e 32% fermentaram a glicose com formação de gás, caracterizando 

os isolados como homo e heterofermentativos, respectivamente. Sengun et al. 

(2009) isolaram de Tarhana, um tradicional produto fermentado a base de iogurte 

proveniente da Turquia, e caracterizaram 73,5% destes como BAL homo 

fermentativas. Frâncios et al. (2009) isolaram de leite cru bovino linhagens de BAL e 

submeteram-nas a caracterização  da sua atividade metabólica. Os autores 

observaram que apenas uma linhagem, E. durans S15 foi capaz de produzir gás a 

partir da glicose. Estes salientam ainda, que linhagens com estas características são 

impróprias para uso na produção de alguns queijos porque podem causar a 

formação de olhaduras indesejadas. Souza et al. (2003) isolaram de queijos 

artesanais um baixo número de lactobacilos heterofermentativos e Leuconostoc spp. 

e sustentaram sua hipótese de que grande número de olhaduras nos queijos são 

provenientes das altas contagens de coliformes. 

 

4.4 Caracterização da natureza proteica das substân cias antimicrobianas 

produzidas pelas BAL 

 

Considerando os resultados obtidos no teste do antagonismo, vinte e uma 

culturas de bactérias ácido láticas, seis oriundas de amostras do inverno e quinze de 

verão, supostamente bacteriocinogênicas, foram testadas quanto à natureza 

proteica das substâncias antimicrobianas produzidas, frente a enzimas (Sigma): 

pepsina, α-quimotripsina e proteinase K, a 20mg/mL, segundo Lewus et al. (1991), 

com modificações, usando Listeria monocytogenes como micro-organismo indicador. 

A confirmação da produção de bacteriocinas pelas culturas se deu pela 

sensibilidade frente a uma ou mais enzimas, identificada pela retração do halo, com 

formato de meia lua, próximo à enzima. 
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A sensibilidade dos isolados de BAL frente às enzimas testadas pode ser 

observada na Tabela 4. 

Tabela 4 – Avaliação do caráter proteico das substâncias antimicrobianas 

produzidas por BAL, com base na susceptibilidade a enzimas proteolíticas. 

 
Isolados 

Sensibilidade às enzimas 
Pepsina Proteinase K α – Quimotripsina 

BB9 (I) + + + 
AB7 (I) + + + 
R7 (I) + + + 
F9 (I) + + + 
I6 (I) + + + 
B6 (I) - - - 
U5(V) - - - 
U3 (V) - - - 
U4 (V) - - - 
R3 (V) - - - 
R2 (V) - - - 
F4 (V) - - - 
E4 (V) - - - 
J4 (V) - - - 
P2 (V) - - - 
R1 (V) + + + 
C4 (V) - - - 
AC4 (V) - + + 
Y5 (V) - - - 
A5 (V) - - - 

(+): indica sensibilidade do isolado frente à enzima; (-): indica que o isolado não se mostrou sensível 

frente à enzima. (I): isolado proveniente de amostra coletada no inverno; (V): isolado proveniente de 

amostra coleta no verão. 

  

De acordo com os dados obtidos, constatou-se que sete dos isolados 

(33,33%) com atividade antagonista, demonstram ser capazes de produzir 

substâncias antimicrobianas de natureza proteica, frente à Listeria monocytogenes, 

sendo caracterizados como supostamente produtores de bacteriocinas. Destes, 

cinco isolados foram oriundos de amostras coletadas no inverno e dois de amostras 

coletadas no verão. Em relação ao tipo de amostra, três dos isolados foram 

provenientes de queijos com sete dias de maturação e quatro isolados foram 

provenientes de queijos com um dia de maturação. 
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Os resultados deste estudo são semelhantes aos encontrados por Schittler 

(2012), que isolando e caracterizando BAL de leite “in natura” do oeste de Santa 

Catarina, observou que 36% dos seus isolados com atividade antagonista frente à 

Listeria monocytogenes, apresentarem-se capazes de produzir bacteriocinas. Em 

contra-partida demonstrou um percentual superior de isolados com capacidade de 

produzir substâncias antimicrobianas de natureza proteica, em relação a trabalho 

similar desenvolvido por Ortolani (2009), que detectou 14,9% dos isolados de leite 

cru e queijo frescal com sensibilidade a enzimas proteolíticas, sendo estes 

classificados como supostamente produtores de bacteriocinas. Furtado (2010), 

através do isolamento de BAL de queijo frescal de leite de cabra, também obteve 

percentual inferior aos encontrados neste estudo, tendo identificado 10% de seus 

isolados como sendo produtores de bacteriocinas. 

Desta forma, percebe-se que os isolados de queijos artesanais da região 

Fronteira Noroeste do RS, apresentam potencial promissor para serem usados como 

conservantes naturais devido sua habilidade de inibir o crescimento de bactérias 

patogênicas, como Listeria monocytogenes. 

 

4.5 Verificação da capacidade de produção de bacter iocinas sob refrigeração 

 

Os isolados de BAL testados previamente quanto à natureza proteica das 

substâncias antimicrobianas produzidas foram também testados quanto a sua 

capacidade de produzir tais substâncias sob temperatura de refrigeração (7 -100C) 

em um período de sete dias de incubação. Na Tabela 5 pode se observar a 

sensibilidade das BAL, frente às enzimas testadas, nestas condições. 

Comparando-se os resultados apresentados na Tabela 5 com os 

apresentados na Tabela 4, observa-se que os isolados se mostraram capazes de 

produzir substâncias antimicrobianas de natureza proteica, mesmo em temperatura 

de refrigeração. Porém, em relação ao isolado BB9, pode-se observar que o mesmo 

não foi capaz de produzir tais substâncias com sensibilidade frente à α-quimotripsina 

e à proteinase K, quando sob refrigeração. Ainda, o isolado AC4 não produziu 

substâncias antimicrobianas de natureza proteica na temperatura de refrigeração 

frente à enzima pepsina. 
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Tabela 5 – Sensibilidade dos isolados de bactérias ácido láticas (BAL) frente a 

enzimas proteolíticas, após incubação a 7 – 100C por sete dias. 

 
Isolados 

Sensibilidade às enzimas 
Pepsina Proteinase K α – Quimotripsina 

BB9 (I) + - - 
AB7 (I) + + + 
R7 (I) + + + 
F9 (I) + + + 
I6 (I) + + + 
R1 (V) + + + 
AC4 (V) - + + 
(+): indica sensibilidade do isolado frente à enzima; (-): indica que o isolado não se mostrou sensível 

frente à enzima. (I): isolado proveniente de amostra coletada no inverno; (V): isolado proveniente de 

amostra coleta no verão. 

Estes resultados estão de acordo com os encontrados por Furtado (2010) que 

em trabalho similar, também verificou esta capacidade em seus isolados de queijo 

frescal de leite de cabra. Isso demonstra que tais cepas são promissoras para o 

controle de Listeria monocytogenes em queijos refrigerados. 

A fim de selecionar um dos isolados capaz de produzir substâncias 

antimicrobianas de natureza proteica frente a enzimas proteolíticas, usando Listeria 

monocytogenes, como micro-organismo indicador, foi considerada a atividade 

antagonista frente a este patógeno, analisando os halos de inibição, conforme 

Tabela 03 e ainda a capacidade de produzir substâncias supostamente 

bacteriocinogênicas sob refrigeração, conforme Tabela 05. 

De acordo com estes resultados, os isolados BB9 e AC4 não foram 

considerados para serem utilizados como culturas supostamente 

bacteriocinogênicas, já que não demonstraram manutenção da capacidade de 

produção de substâncias antimicrobianas de natureza protéica sob temperaturas de 

refrigeração, frente a todas as enzimas testadas (pepsina, proteinase K e α – 

quimotripsina). Além disso, o isolado AC4 não pode ser utilizado, por perda de 

viabilidade até o momento da análise, conforme Tabela 13. Os isolados AB7 e R1, 

também foram desconsiderados já que estes foram identificados, conforme Tabela 

13, como Phyllobacterium myrsinacearum e Phyllobacterium catacumbae, 

respectivamente. O gênero Phyllobacterium foi descrito pela primeira vez por Knösel, 

em 1962 e inclui espécies que se desenvolvem dentro de nódulos de plantas 

ornamentais tropicais, sendo algumas classificadas como bactérias promotoras de 
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crescimento vegetal (MERGAERT; CNOCKAERT; SWINGS; 2002). Assim, 

pressupõe-se que a presença de tais isolados nos queijos possa ser decorrente de 

contaminação, já que os mesmos são produzidos com leite cru e, na maioria dos 

casos, sem condições adequadas de higiene. 

Dentre os demais isolados (R7, F9 e I6) que apresentaram capacidade de 

produzir substâncias antimicrobianas de natureza proteica, mesmo sob temperatura 

de refrigeração e que foram identificados, como Enterococcus durans, conforme 

Tabela 14, optou-se pelo isolado F9, por este apresentar maior halo de inibição 

(24,50mm) frente à Listeria monocytogenes, micro-organismo indicador utilizado 

neste estudo. 

 

4.6 Identificação de isolados de BAL com potencial probiótico 

 

Para a triagem inicial de potenciais bactérias probióticas, testes in vitro são 

recomendados pela FAO/WHO (2001).  

As bactérias probióticas fornecidas por meio de sistemas alimentares devem 

primeiramente sobreviver durante a passagem pelo trato gastrintestinal para, então, 

persistirem no intestino e promover efeitos benéficos ao hospedeiro. Para isso, 

devem apresentar como critérios funcionais: tolerância à acidez e a sais biliares e 

capacidade de adesão à mucosa intestinal. Adicionalmente, atividade antagonista é 

outro requisito fundamental para a sobrevivência no intestino (REINHEIMER, 2003; 

HUANG; ADAMS, 2004; VINDEROLA; SCHILLINGER et al., 2005). 

 

4.6.1 Tolerância ao pH ácido 

 
Cerca de 2,5L de suco gástrico a um pH de aproximadamente 2,0 é secretado 

diariamente no estômago, o que causa a destruição de muitos micro-organismos 

ingeridos, já que a maioria é sensível em valores de pH abaixo de 3,0. Normalmente, 

os alimentos permanecem no estômago entre 2 a 4 horas, entretanto, a digestão de 

líquidos no estômago é mais rápida que a dos sólidos, levando apenas 20 minutos. 

Neste sentido, a resistência ao trânsito gástrico humano é um importante critério de 

seleção para micro-organismos probióticos (REINHEIMER, 2003; HUANG; ADAMS, 

2004; VINDEROLA). 
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Na Tabela 6 são apresentadas as contagens de células viáveis em 

log10UFC.mL-1 e os percentuais de sobrevivência dos isolados que se apresentaram 

mais resistentes às diferentes condições ácidas testadas, após 4h de incubação. Os 

demais isolados de BAL que apresentaram atividade antagonista, também foram 

testados quanto à sua resistência a tais condições. No entanto, os resultados não 

são apresentados, por terem apresentado baixa ou nenhuma contagem de células 

viáveis após os tratamentos, o que sugere tratarem-se estes, de isolados não 

resistentes à passagem pelo estômago. 

 

Tabela 6 – Sobrevivência (%S) das BAL, isoladas de leite e queijos artesanais, a 

diferentes condições ácidas, após quatro horas de incubação, com base na 

contagem de células viáveis. 

Isolado  Controle  pH 2,0 pH 2,5 pH 2,5 + pepsina 0,3%  

 log10UFC.mL-1 log10UFC.mL-1 

% S log10UFC.mL-1 

% S log10UFC.mL-1 

% S 

A5 6,72±0,007a 4,7 ±0,06b 
10,68 5,68±0,007c 

92,23 5,70±,09cd 97,08 

U3 6,66±0,06a 5,27±0,05b 
38,46 5,4 ±0,05c 

43,08 5,19±0,01cd 23,85 

U4 8,25±5,23a 5,23±0,07b 
25,56 5,67±0,10c 

71,43 5,72±0,08cd 69,17 

U5 6,34±0,02a 5,45±0,21b 
46,15 5,64±0,04bc 

66,92 5,77±0,04cd 89,23 

Y5 7,09±0,04a N.D.b 
0 6,03±0,18c 

28,57 6,10±0,03cd 32,73 

N.D: Não detectado 
Limite de detecção = 1,7 log10UFC.mL-1 

Valores de contagem de células viáveis expressos como médias de triplicatas ± desvio padrão. 
Médias seguidas de letras minúsculas distintas, na linha, diferem significativamente entre si pelo teste 
de Tukey a 5% de significância. 
 

Como observado, o isolado Y5, proveniente de queijo com sete dias de 

maturação e identificado como Lactobacillus plantarum (Tabela 13), não foi capaz de 

se desenvolver em pH 2,0 após 4h de incubação, o que vem ao encontro de outros 

estudos, nos quais linhagens de Lactobacillus foram capazes de reter sua 

viabilidade a valores de pH entre 2,5 e 4,0, mas apresentaram perda de viabilidade a 

valores de pH inferiores (HWANHLEM et al., 2010; MEIRA, et al., 2012). 

Os demais isolados (A5), proveniente de uma amostra de leite “in natura” e 

(U3, U4 e U5), provenientes de amostras de queijos com um dia de maturação e, 

identificados como Enterococcus faecium (Tabela 13) foram capazes de sobreviver 

em todas as condições ácidas a que foram submetidos, sendo que os maiores 

percentuais de sobrevivência se observaram em pH 2,5 e em pH 2,5 adicionado de 

pepsina a 0,3%. A contagem de células viáveis (log10UFC.mL-1) não diferiu nestes 
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dois tratamentos a um nível de significância de 0,05, enquanto em relação ao 

controle todos os isolados se mostram afetados pelas condições ácidas, tendo uma 

diminuição de 1 a 3 ciclos logarítmicos na contagem de células.  

De acordo com Charteris et al. (1997), percentual de redução inferior a 30% 

da população inicial, torna-se condição essencial para classificação de um 

microrganismo como resistente às condições de stress estomacal. Assim, os 

isolados A5, U5 e U4 foram os que se mostram mais resistentes a estes 

tratamentos, tendo uma redução de 5,35, 21,92 e 29,7%, respectivamente, no 

número de células viáveis (log10UFC.mL-1). Redondo (2008), investigando 

características probióticas in vitro de E. faecium CRL 183, encontrou perda de 

viabilidade, deste isolado, de aproximadamente 20% ao final das 3 horas. 

Cabe ainda ressaltar que estes isolados foram provenientes, unicamente, de 

amostras coletadas no verão. Nenhum dos isolados de amostras coletadas no 

inverno se mostrou resistente a tais condições ácidas. 

 

4.6.2 Tolerância a sais biliares 

 

Outra barreira que as bactérias probióticas devem transpor é a bile presente 

no intestino delgado, no qual o tempo de trânsito do alimento é geralmente entre 1 a 

4 horas. Os sais biliares são os principais componentes da bile, capazes de 

desorganizar a estrutura de membranas celulares e, dessa forma, tóxicos às células 

vivas (BEGLEY et al., 2006). 

Na Tabela 7 se observa através da contagem de células viáveis e do 

percentual de sobrevivência, a tolerância dos isolados de BAL frente à bile bovina a 

0,3% e 1,0%, após quatro horas de incubação. Todos os isolados foram capazes de 

se desenvolver em ambas as concentrações de bile, mas se mostraram afetados 

pela presença da mesma, tendo seu crescimento sido significativamente diferente (p 

˂ 0,05) do controle. Houve redução de 1 a 2 ciclos logarítmicos na contagem de 

unidades formadoras de colônias, nos tratamentos contendo bile.  

Para classificação dos isolados como resistentes aos sais biliares, estes 

devem apresentar uma redução de até 1,5 log da sua contagem inicial, segundo 

Charteris et al. (1997). Assim, os isolados A5, U3, U5 e Y5 foram considerados 

resistentes ao tratamento com bile bovina, sendo que os isolados U3, U4 e U5 não 
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apresentaram diferença significativa (p ˃ 0,05) quanto ao crescimento a 0,3 e 1,0% 

de bile bovina. 

Tabela 7 – Avaliação da sobrevivência (%S) de BAL frente a diferentes 

concentrações de bile, com base na contagem de células viáveis, após quatro horas 

de incubação. 

Isolado Controle   Bile bovina 0,3%  Bile bovina 1,0% 

 log10UFC.mL-1 log10UFC.mL-1 
% S Log10UFC.mL-1 

% S 

A5 6,72 ± 0,007a 5,69 ± 0,05b 
95,15 5,53 ± 0,05c 

65,05 

U3 6,66 ± 0,06a 5,65 ± 0,01b 
68,46 5,56 ± 0,07b 

56,15 

U4 8,25 ± 0,08a 5,51 ± 0,04b 
48,87 5,46±0,04b 

43,61 

U5 6,34 ± 0,02a 5,65 ± 0,07b 
59,23 5,65 ± 0,04b 

68,46 

Y5 7,09 ± 0,04a 6,52 ± 0,01b 
85,71 6,27 ± 0,13c 

49,35 
Valores de contagem de células viáveis expressos como médias de triplicatas ± desvio padrão. 
Médias seguidas de letras minúsculas distintas, na linha, diferem significativamente entre si pelo teste 
de Tukey a 5% de significância. 

 

Estes resultados são promissores e demonstram o potencial de tais isolados 

serem utilizados como probióticos, já que a concentração de sais biliares de 0,15 a 

0,3% tem sido recomendada para a avaliação in vitro da passagem pelo intestino 

delgado (HUANG; ADAMS, 2004). Meira (2010), em avaliação do potencial 

probiótico de BAL isoladas de leite e queijo de ovelha, verificou que as bactérias 

isoladas foram capazes de tolerar apenas baixas concentrações dos sais biliares 

(0,1 e 0,3%) e somente uma linhagem apresentou contagem celular acima do limite 

de detecção após exposição a 0,5% de sais biliares. Para a concentração de 1% da 

mistura de sais, nenhuma das linhagens alcançou viabilidade acima do limite de 

detecção após 4 horas de incubação. 

 

4.6.3 Tolerância ao fenol 

 

O fenol é um produto catabólico de aminoácidos aromáticos e tem atividade 

bacteriostática (PINTO et al., 2006). Sendo assim, a tolerância das BAL foi testada 

frente a este, a fim de servir como mais um fator de classificação das mesmas como 

potenciais bactérias probióticas. Na Tabela 8 pode ser observado que o crescimento 

dos isolados foi pouco afetado pela presença do fenol, sendo que o percentual de 
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sobrevivência variou de 82,30 a 100%, com exceção do isolado A5, com 

sobrevivência de apenas 56, 25% após 4h de incubação com fenol 0,4%. 

 

Tabela 8 – Avaliação de sobrevivência (%S) de BAL frente ao fenol 0,4%, após 

quatro horas de incubação, com base na contagem de células viáveis. 

Isolado T0 

log10UFC.mL-1 

T4 

log10UFC.mL-1 

% S 

 

Y5 6,45 ± 0,02 6,5 ± 0,28 100 

A5 5,75 ± 0,01 5,50 ± 0,01 56,25 

U5 5,74 ± 0,13 5,67 ± 0,01 82,30 

U3 5,47 ± 0,15 5,57 ± 0,05 100 

U4 5,81 ± 0,03 5,75 ± 0,06 87,50 

Valores expressos como média de triplicatas ± Desvio Padrão.  
 

4.6.4 Identificação dos isolados mais resistentes às barreiras biológicas in vitro 

 

Os isolados de BAL, com potencial probiótico, evidenciado pelos testes de 

resistência às barreiras biológicas in vitro, realizados anteriormente, foram 

comparados em relação aos percentuais de sobrevivência, a fim de se indicar aquele 

com maior resistência a todos os tratamentos empregados. 

Na Figura 4, são demonstrados os percentuais de sobrevivência dos isolados 

frente aos diferentes tratamentos. Os valores estão expressos como a média das 

condições ácidas (pH 2,5 e pH 2,5 + pepsina 0,3%) e do fenol (0,4%). 

Para facilitar a identificação dos isolados mais resistentes foi traçada uma 

linha junto ao percentual 70, já que de acordo com Charteris et al. (1997), percentual 

de redução inferior a 30% da população inicial, permite classificar um micro-

organismo como resistente às condições de stress estomacal. 

Desta forma, percebe-se que os isolados resistentes, em ordem decrescente, 

às condições ácidas são A5 ˃ U5 ˃ U4. 

Em relação ao fenol, usando o mesmo parâmetro de avaliação, já que não há 

um parâmetro específico, observa-se que os isolados mais resistentes, em ordem 

decrescente são: U3 = Y5 ˃ U4 ˃ U5 ˃ A5. 
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Figura 4 – Variação dos percentuais de sobrevivência de BAL com base na 
susceptibilidade a condições ácidas e ao fenol. 

 

Para classificação de um micro-organismo como resistentes aos sais biliares, 

Charteris et al. (1997) preconiza que este deve apresentar uma redução de até 1,5 

log da sua contagem inicial. 

Assim, de acordo com a Tabela 9, se observa, segundo a redução 

logarítmica, em relação à contagem inicial de células viáveis (log10UFC.mL-1), que os 

isolados mais resistentes a bile 0,3% foram, em ordem decrescente, A5 ˃ Y5 ˃ U5 = 

U3 ˃ U4. Já em relação a bile 1,0%, o grau de resistência decresce do isolado U5 ˃ 

U3 ˃ Y5 ˃ U4 ˃ A5. 

Desta forma, pode-se dizer que o isolado U5 é o mais resistente frente a 

maiores concentrações de bile. 

Através da comparação dos percentuais de sobrevivência dos isolados frente 

aos diferentes tratamentos ácidos e ao fenol, bem como, quanto à redução 

logarítmica frente à bile, pode-se identificar que o isolado U5 foi o que apresentou 

maior resistência, sendo então utilizado para avaliação de sua tolerância ao trânsito 

gástrico superior simulado. 
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Tabela 9 - Redução logarítmica no número de células viáveis de BAL após 

exposição à bile. 

Isolado 

Contagem 

Inicial 

(log 10UFC.mL -1) 

Bile 0,3% 
Redução 

logarítmica 
Bile 1,0% 

Redução 

Logarítmica  

A5 5,71 ± 0,01a 5,69 ± 0,05a 0,02 5,23 ± 0,05b 0,48 

U3 5,82 ± 0,05a 5,65 ± 0,01b 0,17 5,56 ± 0,07bc 0,26 

U4 5,83 ± 0,02a 5,51 ± 0,04b 0,32 5,46 ± 0,04bc 0,37 

U5 5,82 ± 0,05a 5,65 ± 0,07b 0,17 5,65 ± 0,04bc 0,17 

Y5 6,59 ± 0,04a 6,52 ± 0,01a 0,07 6,27 ± 0,13b 0,32 

Valores de contagem de células viáveis expressos como médias de triplicatas ± desvio padrão. 
Médias seguidas de letras minúsculas distintas, na mesma linha, diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de significância. 

 

4.6.5 Tolerância ao trânsito gastrointestinal superior, de forma simulada 

 

 O isolado U5, considerado o mais resistente frente aos tratamentos 

anteriores, foi utilizado para avaliação de tolerância ao trânsito gatrointestinal 

superior, de forma simulada. Para isso, o isolado foi submetido inicialmente a um 

suco gástrico artificial (pH 2,5 + pepsina 3mg/mL) ao longo de 4h de incubação, 

avaliando-se a tolerância do mesmo nos tempos: T0, T15, T30, T60, T120, T180  e 

T240min. Paralelamente foi avaliada a tolerância do isolado, nestas mesmas 

condições, acrescida a presença de um alimento, no caso, leite desnatado, 

reconstituído a 10%. O comportamento do isolado pode ser visualizado na Figura 6. 

O isolado também foi avaliado quanto a sua tolerância a um suco intestinal 

artificial (pH 8,0 + pancreatina 1mg/mL) e (pH 8,0 + pancreatina 1mg/mL + bile 0,5%) 

após 240min de incubação. 

Na Tabela 10, são apresentados os valores das contagens de células viáveis 

(log10UFC.mL-1) no decorrer de 240min de incubação sob condições gástricas, com 

e sem adição de leite e condições intestinais artificiais, com e sem bile, bem como os 

percentuais de sobrevivência do isolado U5. 

Pelos dados apresentados, em relação ao suco gástrico artificial, observa-se 

que até 60min após a incubação não houve diferença significativa (p ˃ 0,05) na 

contagem de células viáveis entre os tratamentos com a presença de alimento, no 

caso leite, e na ausência deste. A partir de 120min a diferença torna-se significativa 

(p ˂ 0,05), observando-se nitidamente a influência positiva do alimento no suco 
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gástrico artificial, conforme se pode também observar na Figura 5.  No tempo de 

120min, na ausência de alimento, a sobrevivência das células caiu para 15% em 

relação à concentração inicial, enquanto na presença deste, o número de células 

aumentou. Nos tempos 180 e 240min, o crescimento microbiano continuou 

ocorrendo, chegando praticamente a dobrar a população no tempo 180min. Em 

contrapartida, na ausência de alimento, nestes mesmos tempos, não se detectou 

crescimento do isolado. 

Esses dados estão de acordo com o que preconiza a literatura e com outros 

autores. Ranadheera et al. (2010) estabelece que o alimento influencia o 

crescimento, a viabilidade e sobrevivência, a tolerância ao ácido e à bile e 

diferenciada funcionalidade dos probióticos, o que determina sua eficácia no trato 

gastrointestinal. No estudo de Pinto et al. (2006), entre as variáveis que afetam a 

sobrevivência bacteriana durante um modelo de passagem pelo estômago, o veículo 

alimento foi considerado importante e adotado na avaliação in vitro. Meira (2010), 

também observou a ação protetora dos componentes do leite em seu estudo com 

isolados de leite de cabra e atribui o fato, possivelmente, pelo aumento do pH (acima 

de 5) provocado pela adição do leite. 
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Tabela 10 - Sobrevivência (%S) do isolado U5, em distintos intervalos de exposição 

ao suco gástrico artificial, com e sem alimento, e suco intestinal artificial, com e sem 

bile. 

 

Tempos (min) 

Suco Gástrico Artificial  Suco Intestinal Artificial

Ausência de Alimento  (leite)  Presença de Aliment o (leite)  Ausência de Bile

 log 10UFC.mL -1 %S log 10UFC.mL -1 %S log 10UFC.mL -1

0 7,66 ± 0,01a 100 7,64 ± 0,04a 100 7,73 ± 0,08A 

15 7,63 ± 0,02a 93,48 7,58 ± 0,07a 79,59 - 

30 7,71 ± 0,03a 113,04 7,66 ± 0,04a 93,88 - 

60 7,69 ± 0,11a 108,70 7,76 ± 0,01a 118,37 - 

120 6,84 ± 0,08a 15 7,91 ± 0,03b 167,35 - 

180 N.D.a 0 7,98 ± 0,01b 191,84 - 

240 N.D.a 0 7,90 ± 0,01b 163,27 7,98 ± 0,02A 

 Médias seguidas de letras minúsculas distintas, na mesma linha, diferem 
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. 

Médias seguidas de letras maiúsculas distintas, na mesma 
linha,diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% 
significância. 
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Figura 5 – Avaliação da sobrevivência do isolado U5 frente a suco gástrico artificial e 
suco gástrico artificial acrescido de leite, com base na contagem de células viáveis. 
  

A avaliação de resistência do isolado U5 frente ao suco intestinal artificial, 

conforme Tabela 10 demonstrou que na presença de bile (0,5%), o mesmo teve seu 

crescimento significativamente afetado (p ˂ 0,05) quando comparado àquele na 

ausência de bile, com redução de 1 ciclo logarítmico na contagem de células viáveis. 

Em relação à concentração inicial de células, o isolado U5 apresentou um percentual 

de sobrevivência de 20,34% ao suco intestinal artificial acrescido de bile, enquanto 

na ausência desta, o número de células viáveis aumentou, chegando a praticamente 

dobrar a população. 

 

4.6.6 Capacidade de adesão  

 

A aderência da bactéria probiótica à mucosa intestinal, como primeiro passo 

para assegurar ao menos uma colonização temporária, é considerada de grande 

importância para possibilitar os efeitos benéficos à saúde a ela atribuídos. Há 

indícios de que este critério funcional esteja relacionado ao aumento da habilidade 

de estimulação do sistema imune (SCHILLINGER et al., 2005).  

A adesão pode ocorrer às diferentes partes da superfície da mucosa 

intestinal: células epiteliais, camada de muco e/ou matriz extracelular. Como 

compostos mediadores da adesão se destacam as adesinas. Em geral, as adesinas 

apresentam natureza hidrofóbica e assim, o grau de hidrofobicidade da superfície 
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celular é muitas vezes medido, porque pode favorecer a colonização às superfícies 

da mucosa intestinal (associado, algumas vezes, com a capacidade de 

autoagregação) e exercer papel na adesão a células epiteliais e proteínas na matriz 

extracelular (VÉLEZ et al., 2007). Porém, Schillinger et al. (2005) afirmam ao avaliar 

19 linhagens de Lactobacillus que a hidrofobicidade pode ser útil na adesão, mas 

não constituiu um pré-requisito para a forte capacidade de aderência.  

Autoagregação parece ser necessária para a adesão de linhagens probióticas 

às células epiteliais e a habilidade de co-agregação podem formar uma barreira para 

prevenir a colonização por patógenos (COLLADO et al., 2008).  

Na Tabela 11 são demonstradas as propriedades de adesão “in vitro”: 

autoagregação e hidrofobicidade dos isolados de BAL, provenientes de leite e 

queijos artesanais. 

Tabela 11 - Propriedades de adesão (autoagregação e hidrofobicidade) de bactérias 

ácido láticas (BAL) isoladas de leite e queijos artesanais. 

 

Isolado 

% Autoagregação   

% 

Hidrofobicidade 
2h 16h 20h 24h 

A5 16,00±1,3 54,00±0,9 62,00±0,7 62,00±0,8 69,16±3, 4 

U3 13,30±2,1 60,00±1,2 77,00±1,5 70,00±1,8 57,89±2, 6 

U4 12,00±0,8 57,00±2,3 57,00±1,4 48,00±2,3 80,14±3, 7 

U5 20,00±1,4 55,001,2 55,00±2,1 59,00±0,6 70,10±1,5  

Y5 19,60±2,0 44,50±1,0 51,15±1,7 56,70±1,3 70,55±2, 1 

Valores expressos como média de triplicatas ± desvio padrão. 

  

De acordo com os resultados percebe-se que após 16h de incubação os 

isolados apresentaram capacidade de autoagregação, de no mínimo 50%. O isolado 

U3 demonstrou ser o com maior capacidade de autoagregação, 70% após 24h. No 

entanto, este e o isolado U4 apresentaram redução na capacidade autoagregativa 

após 24h, em relação ao tempo de incubação de 20h. Já os isolados A5, U5 e Y5, 

mantiveram esta capacidade ao longo do tempo, atingindo 62, 59 e 56,7% de 

autoagregação ao final de 24h. Estes resultados estão de acordo com os 

encontrados por Meira et al. (2012), onde isolados de queijos de ovelha, também 

apresentaram percentuais de autoagregação superior a 50%, após 24h de 

incubação. 
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Em relação à hidrofobicidade, Tamang et al. (2009) classificou como bactérias 

hidrofóbicas aquelas com percentual de hidrofobicidade maior que 70%. Desta 

forma, de acordo com a Tabela 11, os isolados U4, U5 e Y5, poderiam ser assim 

classificados, já que os mesmos apresentaram percentuais de 80,14%, 70,10% e 

70,55% de hidrofobicidade, respectivamente. 

Diante destes resultados, os isolados U5 e Y5 podem ser indicados como 

aqueles com melhor comportamento em relação à manutenção da propriedade de 

autoagregação e maior percentual de hidrofobicidade. Estes isolados foram 

identificados, de acordo com a Tabela 13, como Enterococcus faecium e 

Lactobacillus plantarum, respectivamente. 

  

4.6.7 Atividade da enzima β-galactosidase 

 

A enzima β-galactosidase (β-gal) catalisa a hidrólise da lactose em seus 

monômeros galactose e glicose, resultando em aplicações para melhoria de 

características tecnológicas e sensoriais de alimentos, como aumento da 

solubilidade e redução de risco de cristalização em leite condensado. 

Nutricionalmente, a β-gal permite a ingestão de alimentos contendo lactose 

por pessoas intolerantes a esse carboidrato. A intolerância à lactose consiste na 

ausência de produção de β-gal pelo intestino delgado provocando sintomas 

caracterizados por diarreia, flatulência e dor abdominal devido à lactose não 

digerida, geralmente utilizada pelas bactérias do intestino produzindo ácidos 

orgânicos e gases (HONDA et al., 2007). No Brasil, apesar de poucos estudos, a 

incidência de intolerantes à lactose entre a população está entre 46 e 67% 

(GRANATO et al., 2010). Dessa forma, alimentos adicionados da enzima pura ou 

fermentados com culturas produtoras de β-gal são capazes de melhorar a digestão 

da lactose com pouco ou nenhum efeito adverso. 

Vinderola e Reinhemer (2003), em estudo sobre características probióticas de 

bactérias láticas caracterizaram uma cultura starter de Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus, e uma cultura probiótica de Lactobacillus acidophilus com as 

maiores produções da enzima β-gal (2053 Miller units) e (1301 Miller units), 

respectivamente. A cultura probiótica por eles estudada, com menor produção foi a 

de Lactobacillus casei, enquanto nenhuma espécie de Lactococcus demonstrou 

produzir β-gal. 
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Também no presente estudo, onde os isolados A5, U3, U4 e U5 foram 

identificados como Enterococcus, houve baixa ou nenhuma produção da enzima β-

gal, conforme Figura 6. Já o isolado Y5, identificado como Lactobacillus plantarum 

demonstrou uma atividade superior da enzima β-gal (115 Miller units). 

A maioria das espécies de lactobacilos são produtoras desta enzima (HONDA 

et al., 2007). Meira et al. (2012), pesquisando a atividade da enzima β-gal, de 

isolados de BAL, provenientes de queijos de ovelha, encontraram como menor valor 

o de 47,7 unidades Miller, para L. casei SM-H e valores mais elevados, de 1941 e 

2503 unidades Miller, para  L. fermentum ATCC 9338 e L. plantarum SM-I, 

respectivamente. 

  
Figura 6 - Atividade da enzima β-gal dos isolados de bactérias ácido láticas (BAL), 
identificados como Enterococcus. 
 
 
4.6.8 Avaliação da susceptibilidade a antimicrobianos e da atividade da β-hemolisina 

 

Os enterococos podem ser utilizados como culturas probióticas ou como 

culturas iniciadoras pelas indústrias de alimentos, entretanto, alguns isolados podem 

ser patogênicos ao homem e animais (OGIER; SERROR, 2008). Desta forma, é 

importante que isolados de Enterococcus sejam avaliados quanto à susceptibilidade 

a antimicrobianos e a atividade da enzima β-hemolisina. 

Neste sentido, nove isolados de Enterococcus, alguns com características 

probióticas e outros de serem bacteriocinogênicos, foram avaliados quanto à 

susceptibilidade frente a antimicrobianos de uso clínico. De acordo com a Tabela 12, 

do total de isolados, 89% se demonstrou sensível à ampicilina, 78% à tetraciclina, 

67% à vancomicina e 44% à penicilina. A maior resistência foi observada em relação 
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à penicilina (56%), sendo que todos os isolados com características 

bacteriocinogênicas se mostraram resistentes a este antimicrobiano. Já dos isolados 

com características probióticas, 20% se mostraram resistentes à penicilina. 

Outros trabalhos também têm buscado demonstrar a sensibilidade de 

isolados de Enterococcus frente a antimicrobianos de uso clínico. Schittler (2012) 

observou que 94% dos 16 isolados de BAL, provenientes de leite “in natura” 

demonstraram sensibilidade a ampicilina, 81% a tetraciclina e 100% a vancomicina. 

Peters et al. (2003), verificaram que 100% dos 118 isolados de Enterococcus de 

alimentos de origem animal, na Alemanha, foram sensíveis aos antibióticos 

ampicilina e vancomicina. Da mesma forma, Renye et al. (2009), nos EUA, relataram 

que todos os 33 isolados de Enterococcus obtidos de queijo apresentaram 

sensibilidade a vancomicina. Cariolato et al. (2008) relataram que nenhum dos 81 

isolados de Enterococcus provenientes de derivados de leite, no norte da Itália, 

apresentou resistência à penicilina e 30,8% apresentaram resistência a tetraciclina.  

De acordo com Giraffa (2002, 2003), a resistência bacteriana a antibióticos 

está relacionada com o uso destas drogas na terapêutica humana e veterinária. No 

Brasil, a penicilina é utilizada em larga escala no tratamento de mastite do gado 

bovino, o que pode explicar os resultados encontrados neste estudo (ZAFALON et 

al., 2008). 

Ressalta-se que para que um isolado de Enterococcus seja utilizado como 

uma cultura iniciadora ou probiótica, além da sensibilidade aos antimicrobianos, se 

faz necessário avaliar alguns outros fatores de virulência, como a presença da 

atividade da enzima β-hemolisina. 

Neste estudo, nenhum dos isolados apresentou atividade da enzima β-

hemolisina (Tabela 12). Embora a ausência da atividade dessa enzima não 

signifique, necessariamente, que o isolado não possui potencial patogênico, tendo 

em vista que pode possuir outros fatores de virulência (FRANZ, 2001), esta é uma 

das características fenotípicas comumente utilizadas como marcador de sua 

patogenicidade. Outros autores, como Poeta et al. (2007), também não encontraram 

isolados apresentando atividade da β-hemolisina, e relatam que esta enzima é mais 

frequentemente encontrada em isolados de origem clínica. Entretanto, Barbosa et al. 

(2010) e Eaton e Gasson (2001), relatam a presença dessa enzima em isolados de 

Enterococcus provenientes de alimentos. 
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Tabela 12 - Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e atividade da β-hemolisina 

de bactérias ácido láticas (BAL), com características bacteriocinogênicas e 

probióticas. 

 
 

 

 
Isolados 

Susceptibilidade a Antimicrobianos 
 

 
Atividade β-
hemolisina Ampicilina 

10µg 
Penicilina 

10µg 
Vancomicina 

30µg 
Tetraciclina 

30µg 
R7 (B) S R I R - 
I6 (B) S R R S - 
BB9 (B) S R S S - 
F9 (B) S R S S - 

 
Percentual de Sensibilidade dos Isolados Bacterioci nogênicos 

 
Sensível (S) (n/%) 4/100 0/0 2/50 3/75  
Intermediário (I) 
(n/%) 

0/0 0/0 1/25 0/0  

Resistente (R) (n/%) 0/0 4/100 1/25 1/25  
      
 
Y5 (P) 

 
R 

 
R 

 
R 

 
R 

 
- 

A5(P) S S S S - 
U5 (P) S S S S - 
U4 (P) S S S S - 
U3 (P) S S S S - 

Percentual de Sensibilidade dos Isolados Probiótico s 
 

Sensível (S) (n/%) 4/80 4/80 4/80 4/80  
Intermediário (I) 
(n/%) 

0/0 0/0 0/0 0/0  

Resistente (R) (n/%) 1/20 1/20 1/20 1/20  
 

Percentual de Sensibilidade Total: Isolados Probiót icos e Bacteriocinogênicos 
 

Sensível (S) (n/%) 8/89 4/44 6/67 7/78  
Intermediário (I) 
(n/%) 

0/0 0/0 1/11 0/0  

Resistente (R) (n/%) 1/11 5/56 2/22 2/22  
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4.6.9 Identificação molecular das BAL 

 

De acordo com a Tabela 13, percebe-se que a maioria dos isolados, deste 

estudo, com características bacteriocinogênicas, foram identificados como 

Enterococcus durans. Dois isolados foram identificados como espécies pertencentes 

ao gênero Phyllobacterium. Segundo Mergaert; Cnockaert; Swings (2002), bactérias 

pertencentes a este gênero são comumente encontradas em nódulos de plantas 

ornamentais tropicais. Isso leva a concluir que tenha havido uma possível 

contaminação durante a produção dos queijos. Estudos similares têm mostrado uma 

diversificação de gêneros e espécies, como o de Schittler (2012), onde houve 

predominância de E. faecium em amostras de leite “in natura”, da região oeste de 

Santa Catarina. Já os resultados obtidos por Ortolani (2009), demonstraram que L. 

lactis foi a BAL, com características bacteriocinogênica prevalente em leite “in 

natura” da região de Viçosa, MG. Esses resultados corroboram outros estudos que 

relatam a interferência do local de isolamento sobre a predominância de certos 

gêneros/espécies de micro-organismos, bem como destacam o potencial que existe 

para se isolar bactérias com capacidade para serem utilizadas como 

bioconservadoras, nas diferentes bacias leiteiras do Brasil. 

Levando-se em consideração as grandes diferenças entre as regiões 

brasileiras produtoras de leite, tanto em clima, quanto em manejo do gado leiteiro, 

infere-se que esses fatores podem influenciar decisivamente na microbiota presente 

e, por consequência, no tipo e potencial bacteriocinogênico das BAL isoladas. 

Entre os isolados de BAL, provenientes de leite e queijos artesanais da 

Região Fronteira Noroeste do Estado do RS, com características probióticas, a 

grande maioria dos isolados (quatro de cinco) foram identificados como 

Enterococcus faecium e apenas um como Lactobacillus plantarum. Diferentemente, 

Meira (2011), demonstrou que BAL, provenientes de leite e queijos de ovelha, com 

potencial probiótico, pertenciam ao gênero Lactobacillus, entre eles Lactobacillus 

plantarum, Lactobacillus casei e Lactobacillus paracasei.  
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Tabela 13 - Identificação por 16S rDNA dos isolados de BAL e através da região ITS 

para o isolado Y5, com características bacteriocinogênicas e probióticas. 

Cepas Característica Origem Identificação por 16S r DNA 

BB9 Bacteriocinogênica Queijo T1 Enterococcus durans (99%) 

R7 Bacteriocinogênica Queijo T1 Enterococcus durans (99%) 

F9 Bacteriocinogênica Queijo T7 Enterococcus durans (99%) 

I6 Bacteriocinogênica Queijo T7 Enterococcus durans (98%) 

AC4  Bacteriocinogênica Queijo T7 N.I. 

R1 Bacteriocinogênica Queijo T1 
Phyllobacterium catacumbae 

(98%) 

AB7 Bacteriocinogênica Queijo T1 
Phyllobacterium myrsinacearum 

(98%) 

A5 Probiótica Leite Enterococcus faecium (99%) 

U3 Probiótica Queijo T1 Enterococcus faecium (99%) 

U4 Probiótica Queijo T1 Enterococcus faecium (99%) 

U5 Probiótica Queijo T1 Enterococcus faecium (95%) 

Cepas Característica Origem Identificação pelo ITS 16S-23S 

Y5 Probiótica Queijo T7 Lactobacillus plantarum (99,9%) 

N.I. – Não identificado. 

 

 

 

 



85 

 

5 ELABORAÇÃO DOS QUEIJOS A NÍVEL PILOTO 

 

5.1 Qualidade do leite 

 

O leite cru fornecido e analisado, pela plataforma de recebimento, em relação 

aos parâmetros físico-químicos listados na Tabela 14, demonstrou estar de acordo 

com os padrões para leite cru, estabelecidos pela Instrução Normativa 62, do 

Ministério da Agricultura (BRASIL, 2011). 

 

Tabela 14 – Condições físico-químicas do leite cru fornecido pela plataforma de 

recebimento, para elaboração dos queijos a nível piloto. 

Parâmetros Físico-químicos Resultados IN 62 doMAPA 

Acidez (g de ácido lático/100mL) 0,15 0,14 a 0,18 

Índice Crioscópico (0H) 0,536 - 0,530ºH a -0,550ºH 

Densidade a 150C (g/ml) 1,030 1,028 a 1,034 

Gordura (g/100g) 3,7 Mín. 3,0 

Proteína Total (g/100g) 3,3 Mín. 2,9 

Sólidos Não Gordurosos (ESD) (g/100g) 8,5 Mín. 8,4 

Antibióticos Ausência Ausência 

Reconstituintes Ausência Ausência 

Redutores Ausência Ausência 

Conservantes Ausência Ausência 

 

Este leite foi filtrado e pasteurizado de forma lenta a 63 – 650C/30min e então 

analisado microbiologicamente quanto aos parâmetros listados na Tabela 15. Os 

resultados demonstraram que o processo de pasteurização foi eficiente na 

eliminação dos micro-organismos patogênicos pesquisados, atendendo o que 

estabelece a Instrução Normativa 62, do Ministério da Agricultura (BRASIL 2011), 

para leite pasteurizado. 
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Tabela 15 – Condições microbiológicas do leite pasteurizado utilizado para 

fabricação dos queijos 

 

Parâmetro 

 

Resultado 

IN 62 do 

MAPA 

Contagem total de bactérias mesófilas (UFC/mL) ˂ 1,0 x 102 8,0 x 104 

Contagem de bactérias láticas (UFC/mL) ˂ 1,0 x 102 ------- 

Coliformes totais (NMP/mL) ˂ 0,3 4 

Coliformes termotolerantes (NMP/mL) ˂ 0,3 2 

Staphylococcos coagulase positiva (UFC/mL) ˂ 1,0 x 102 ------ 

Salmonella spp./25mL Ausência Ausência 

Listeria monocytogenes/25mL Ausência ------ 

 

5.2 Elaboração dos queijos 

 

Após o processo de pasteurização, o leite foi utilizado para fabricação dos 

queijos a nível piloto, conforme descrito no item 4.2.9. 

As culturas foram preparadas conforme descrito no item 4.2.10, inoculando os 

isolados F9 (106UFC.g-1) e U5 (106–107UFC.g-1), como supostamente 

bacteriocinogênico e probiótico, respectivamente. O inoculo de Listeria 

monocytogenes foi adicionado de forma a se atingir uma concentração de 103 – 

104UFC.g-1. 

Os queijos, elaborados a nível piloto, com adição de Listeria monocytogenes, 

cultura supostamente bacteriocinogênica e cultura probiótica, bem como queijo 

isento destes micro-organismos (controle), foram avaliados em relação ao 

desenvolvimento das bactérias láticas e da ação destas sobre a Listeria 

monocytogenes, ao longo de um período de maturação de 28 dias, sob refrigeração. 

Os parâmetros físico-químicos: pH, Aw e umidade, também foram avaliados. 

 

5.2.1 Contagens de bactérias láticas  

 

Os isolados de BAL, com características probióticas e supostamente 

bacteriocinogênicas se mostraram capazes de sobreviver ao longo do período de 

maturação, conforme contagens de células viáveis, apresentadas na Tabela 16. 
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De acordo com estes dados pode-se observar que o queijo contendo apenas 

o isolado probiótico apresentou uma leve diminuição na contagem de bactérias 

láticas, no tempo sete, em relação ao tempo um, sendo que nos tempos quatorze 

(14 dias) e vinte e um (21 dias), o número de bactérias láticas viáveis, não foi 

significativamente diferente ao tempo um (p ˃ 0,05). No tempo vinte e oito (28 dias), 

houve uma redução na contagem de células, embora não diferente estatisticamente 

(p ˃ 0,05) do tempo sete. Ao final do período de maturação verificou-se uma 

contagem logarítmica de 7,32UFC.g-1. Esse valor permite afirmar que tal cultura 

pode ser utilizada com o propósito probiótico, já que é capaz de permanecer viável 

no produto final em quantia suficiente para exercer seus efeitos benéficos, cerca de 

108 a 109UFC/100g de produto, conforme recomenda a legislação em vigor 

(ANVISA, 2008). 

Da mesma forma, o queijo contendo a cultura probiótica, adicionado de 

Listeria monocytogenes, também manteve uma contagem de bactérias láticas na 

ordem de 107UFC.g-1, não diferindo estatisticamente do tratamento sem adição de 

Listeria monocytogenes (p ˃ 0,05), o que demonstra que este micro-organismo 

patogênico não interferiu na multiplicação e sobrevivência da cultura probiótica. 

O queijo contendo somente a cultura bacterionogênica e aquele contendo 

esta adicionado da Listeria monocytogenes apresentaram comportamento similar em 

relação à contagem de bactérias láticas ao final do período de maturação, na ordem 

de 107UFC.g-1, não diferindo estatisticamente entre os tratamentos (p ˃ 0,05). No 

queijo somente com adição da cultura bacteriocinogênica, não houve diferença 

estatística na contagem de bactérias láticas entre os tempos vinte e oito e um dia (p 

˃ 0,05). Já no queijo com a cultura bacteriocinogênica, adicionado de Listeria 

monocytogenes, a multiplicação da bactéria lática foi maior, tendo seu número 

significativamente maior no tempo vinte e oito, em relação ao tempo um (p ˂ 0,05). 

Furtado (2010), em estudo similar, adicionando cultura bacteriocinogênica em 

queijo frescal, também obteve contagens de bactérias láticas de 107UFC.g-1, ao final 

de dez dias de estocagem. 

No tratamento onde foram adicionadas as duas culturas, probiótica e 

bacteriocinogênica, a contagem de bactérias láticas também ficou em torno de 

107UFC.g-1 ao final do período de maturação, não diferindo estatisticamente dos 

tratamentos anteriores (p ˃ 0,05), onde as culturas foram utilizadas isoladamente. 
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Isso demonstra que as duas culturas de BAL, podem ser utilizadas 

concomitantemente na fabricação de queijos. 

 

Tabela 16 - Desenvolvimento das BAL (log10UFC.g-1), com características 

probióticas e supostamente bacteriocinogênicas, nos queijos submetidos a 

diferentes tratamentos, ao longo do período de maturação de 28 dias. 

      
 Contagens de células viáveis de BAL ( log 10 UFC.g-1) 
Tratamentos/  
Tempos 
Tempos  

T1 T7 T14 T21 T28 
C 0 0 0 0 0 
C + L 0 0 0 0 0 
P 7,98 ± 

aAB
7,49 ± 0,02aCD 7,66 ± 0,02bBC 8,08 ± 0,02aA 7,32 ± 0,02aD 

P + L 7,57 ± 0,03bB 7,47 ± 0,02aB 8,08 ± 0,04aA 7,11 ± 0,02cC 7,26 ± 0,02aBC 
B 6,99 ± 0,03cB 7,08 ± 0,02bB 7,11 ± 0,03cB 7,67 ± 0,02abA 7,28 ± 0,02aB 
B + L 6,89 ± 0,03cC 6,67 ± 0,58cC 7,50 ± 0,02bB 7,9 ± 0,02abA 7,38 ± 0,03aB 
P + B + L 7,15 ± 0,01cC 7,60 ± 0,05aAB 7,36 ± 0,02bBC 7,83 ± 0,03abA 7,23 ± 0,04aC 
C = Controle; C + L = Controle + Listeria; P = Probiótica; P + L = Probiótica + Listeria; B = 
Bacteriocinogênica; B + L = Bacteriocinogênica + Listeria; P + B + L = Probiótica + Bacteriocinogênica 
+ Listeria.  
Valores expressos como média de triplicatas ± desvio padrão. 
Médias seguidas de letras minúsculas distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
Médias seguidas de letras maiúsculas distintas, na mesma linha, diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de significância. 

 

5.2.2 Enumeração de Listeria monocytogenes 

 

As culturas de bactérias láticas probiótica e supostamente bacteriocinogênica, 

utilizadas como inoculo, nos diferentes tratamentos, foram analisadas quanto a sua 

ação antagonista frente à Listeria monocytogenes. A Tabela 17 mostra a contagem 

de células viáveis deste micro-organismo, ao longo do período de maturação dos 

queijos. 

Pelos dados apresentados e conforme Figura 7, verifica-se que nos 

tratamentos controle e naquele contendo cultura probiótica, a contagem de Listeria 

monocytogenes se manteve constante nos tempos um e sete, aumentando a partir 

daí seu número de células viáveis. Do tempo quatorze até o tempo vinte e oito as 

contagens não diferiram estatisticamente (p ˃ 0,05), chegando a 105UFC.g-1 no final 

do período de maturação. Isso demonstra que a cultura probiótica não exerceu papel 

antagonista capaz de inibir o desenvolvimento de Listeria monocytogenes. 
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Nos tratamentos contendo a cultura supostamente bacteriocinogênica, as 

contagens de Listeria monocytogenes não diferiram daquelas do controle até o 

tempo sete, sendo que a partir do tempo quatorze, estas foram estatisticamente 

inferiores (p ˂ 0,05) às do controle, com redução de um ciclo logarítmico. Este valor 

permaneceu praticamente constante, não apresentando diferença significativa até o 

final do período de maturação, na ordem de 104UFC.g-1. Os queijos contendo cultura 

supostamente bacteriocinogênica e associação desta com a cultura probiótica, 

demonstraram comportamento semelhante, sem diferença significativa ao 

tratamento em que apenas a cultura bacteriocinogênica foi adicionada (p ˃ 0,05). 

Isso demonstra que o efeito antagônico frente à Listeria monocytogenes foi mesmo 

promovido pela cultura supostamente bacteriocinogênica. 

Tabela 17- Enumeração de Listeria monocytogenes (log10 UFC.g-1) nos queijos 

submetidos a diferentes tratamentos, ao longo do período de maturação de 28 dias. 

      
 Contagens de células viáveis de Listeria monocytogenes (log 10 UFC.g-1) 
Tratamentos/  
Tempos T1 T7 T14 T21 T28 
C + L 4,23 ± 0,02aC 4,41 ± 0,02aC 5,45 ± 0,03aAB 5,75 ± 0,01aA 5,39 ± 0,02aB 
P + L 4 ± 0,05aB 4,27 ± 0,02aB 5,36 ± 0,03aA 5,49 ± 0,02aA 5,36 ± 0,02aA 
B + L 4 ± 0,15aC 4,27 ± 0,04aC 4,78 ± 0,08bB 4,84 ± 0,02bB 4,80± 0,04bB 
P + B + L 4,07 ± 0,03aB 4,14 ± 0,03aB 4,85 ± 0,02bA 4,80 ± 0,02bA 4,84 ± 0,03bA 
C + L = Controle + Listeria; P + L = Probiótica + Listeria; B + L = Bacteriocinogênica + Listeria; P + B + 
L = Probiótica + Bacteriocinogênica + Listeria. 
Valores expressos como média de triplicatas ± desvio padrão. 
Médias seguidas de letras minúsculas distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
Médias seguidas de letras maiúsculas distintas, na mesma linha, diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
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Figura 7 – Enumeração (log10 UFC.g-1) de Listeria monocytogenes nos queijos com 
adição de cultura probiótica, supostamente bacteriocinogênica e associação destas. 

 

Embora não tenha sido possível eliminar a contaminação por Listeria 

monocytogenes nos queijos, os dados levam a concluir que a cultura supostamente 

bacteriocinogênica tenha, realmente, exercido seu papel antagonista frente a este 

microrganismo patogênico, vindo a minimizar sua multiplicação durante o processo 

de maturação, conforme Figura 7. 

Furtado (2010), pesquisando a ação de uma cultura bacteriocinogênica sobre 

Listeria monocytogenes, em queijo frescal, obteve resultado semelhante, em que o 

número de células viáveis do micro-organismo patogênico não aumentou durante a 

estocagem, embora não tenha sido possível a sua eliminação. 

Segundo Galvez et. al. (2007), a produção de bacteriocinas “in situ” depende 

de vários fatores físico-químicos, como pH, temperatura, Aw, presença de O2, CO2, 

etc., assim como fatores relacionados à estrutura ao processamento do alimento. 

Além disso, a interação da cepa bacteriocinogênica com os demais micro-

organismos presentes no alimento, também podem interferir na capacidade de 

produção de bacteriocina (SCHILLINGER et al., 1996). 

 

5.2.3 Valores de atividade de água (Aw) e umidade 

 

A classificação dos queijos é baseada no conteúdo de matéria gorda no 

extrato seco e no conteúdo de umidade (BRASIL, 1996). A perda gradual de 

umidade ocorre durante a maturação de queijos, causada pela evaporação na 
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superfície do queijo (FALLICO et al., 2006), o que leva a uma diminuição da 

atividade de água e aumento nos teores de sólidos totais. Os teores de gordura, 

proteína, cinzas e cloreto de sódio aumentam ao longo da maturação, evidenciado, 

sobretudo, quando os cálculos são feitos com base na matéria seca (MADRAU et al., 

2006). 

A fabricação de queijo é, essencialmente, um processo de desidratação do 

leite, no qual a caseína, a gordura e os sais minerais são concentrados de 6 a 12 

vezes. Cerca de 90% da água presente no leite é removida (AQUARONE et al., 

2001) 

A atividade de água é entendida como a relação, em dada temperatura e, em 

equilíbrio, entre a pressão de vapor do solvente na solução e aquela do solvente em 

estado puro. Desta forma, a Aw pode ser alterada por fenômenos de desidratação 

ou por adição de eletrólitos, como sal, ou outros solutos à solução. 

A atividade de água se constitui em um importante parâmetro de regulação do 

processo de maturação dos queijos, sendo influenciada pelo teor de umidade, teor 

de sal e índice de maturação do queijo (relação entre o nitrogênio não 

protéico/nitrogênio total). Durante a maturação, os queijos perdem água por 

evaporação, diminuindo o teor de umidade e consequentemente a Aw. O 

abaixamento da Aw diminui a intensidade de do fenômeno da maturação, já que 

enzimas proteolíticas e lipolíticas são sensíveis a baixos valores de Aw. As enzimas 

do coalho, renina e pepsina, que atuam, sobretudo, no início do processo de 

maturação, são também sensíveis ao abaixamento da Aw (FURTADO, 1991). 

Na Tabela 18 é possível observar os valores médios de atividade de água nos 

queijos ao longo de vinte e oito dias de maturação. 
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Tabela 18 - Valores médios de atividade de água, nos queijos submetidos aos 

diferentes tratamentos, durante a maturação. 

 
Valores expressos como média de triplicatas ± desvio padrão. 
Médias seguidas de letras minúsculas distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
Médias seguidas de letras maiúsculas distintas, na mesma linha, diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
 

O queijo controle, sem adição de Listeria monocytogenes, apresentou 

diminuição significativa da Aw (p ˂ 0,05) após sete dias de armazenamento, vindo 

então a diminuir de forma gradativa, mas sem diferença significativa (p ˃ 0,05) ao 

longo do período de maturação, atingindo ao final de 28 dias, valor de 0,82. Os 

queijos contendo a cultura probiótica e bacteriocinogênica, sem adição de Listeria 

monocytogenes, também apresentaram redução nos valores de atividade de água, 

nos sete primeiros dias de maturação, tendo o queijo com cultura probiótica maior 

redução. A partir daí, os queijos com estas culturas demonstraram acréscimo nos 

valores de atividade de água, tendo o queijo com cultura bacteriocinogênica 

apresentado valor superior e significativamente diferente do controle (p ˂ 0,05), no 

final do período de maturação. Já o queijo com cultura probiótica, ao final do período 

de maturação, não diferiu significativamente (p ˃ 0,05) do controle, em relação ao 

valor de atividade de água. 

Nos queijos contendo Listeria monocytgenes, não houve diferença 

significativa (p ˃ 0,05), entre o controle e o queijo com cultura bacteriocinogênica, 

bem como aquele com cultura bacteriocinogênica mais probiótica, atingindo-se ao 

final do período de maturação um valor de atividade de água de aproximadamente 

0,84. Este valor foi significativamente maior (p ˃ 0,05) que àquele encontrado no 

queijo controle sem adição de Listeria monocytogenes, mas não diferente daquele 

encontrado no queijo com cultura bacteriocinogênica sem adição de Listeria 

monocytogenes. 
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Em relação à umidade, pode se constatar, de acordo com os dados da Tabela 

19, que os queijos tiveram redução em seu teor durante o período de maturação, em 

todos os tratamentos empregados, tendo o queijo controle apresentado menores 

valores, em torno de 29%, no final da maturação. De acordo com a Portaria 146, de 

1996, do MAPA que estabelece o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade 

de Queijos, os queijos com teor de umidade de até 35,9%, são classificados como 

queijos com baixo teor de umidade ou ainda, como queijos duros. No entanto, os 

queijos ditos coloniais costumam apresentar teores de umidade maior, entre 36 e 

45,9%, sendo classificados como queijos semi-duros. Os baixos valores de umidade 

encontrados neste experimento podem estar associados ao pequeno tamanho dos 

queijos (em torno de 150g cada), o que teria acarretado maior perda de umidade. 

Funck (2012), caracterizando os queijos artesanais, produzidos na região 

Fronteira Noroeste do estado do RS, encontrou valor médio de umidade de 45% 

para queijos com dez dias de maturação. De acordo com a Tabela 19, observa-se 

que os queijos elaborados neste projeto, com tempo de maturação entre sete e 

quatorze dias apresentaram valores médios de umidade entre 40 e 50%, 

assemelhando-se aqueles queijos artesanais produzidos na região. 

Os queijos contendo cultura probiótica e bacteriocinogênica, sem adição de 

Listeria monocytogenes, não apresentaram diferença significativa entre si (p ˃ 0,05), 

em relação à umidade, no final do período de maturação, atingindo valor médio de 

32,60%, conforme Figura 8. 

 

Figura 8 – Teores (%) médios de umidade dos queijos, nos diferentes tratamentos, 
ao longo do período de maturação. 

 

A presença de Listeria monocytogenes nos queijos, conferiu a estes um teor 

médio de umidade levemente superior (33,18%), mas sem diferença significativa 
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daqueles sem este microrganismo patogênico (p ˃ 0,05), com exceção da cultura 

probiótica adicionada de Listeria, cujo valor da umidade foi significativamente (p ˂ 

0,05), superior (41,72%).  

 

Tabela 19- Valores médios de umidade (%), nos queijos submetidos aos diferentes 

tratamentos, durante a maturação. 

 
Valores expressos como média de triplicatas ± desvio padrão. 
Médias seguidas de letras minúsculas distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
Médias seguidas de letras maiúsculas distintas, na mesma linha, diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de significância. 

 

5.2.4 Valores de pH 

 

O pH pode ser utilizado como um indicativo da fermentação do leite, que 

ocorre devido à atividade metabólica dos microrganismos presentes,levando a uma 

diminuição nos valores de pH (MADRAU et al., 2006). A lactose, em geral, é 

completamente metabolizada durante a maturação dos queijos, podendo variar de 

acordo com a duração deste período, elevando o teor de ácido lático (MADRAU et 

al., 2006). 

Segundo Furtado (1991), o pH (potencial hidrogeniônico), dos queijos é 

inicialmente diminuído, devido a produção de ácido lático pelos micro-organismos 

presentes naturalmente ou adicionados como cultura starter. À medida que o ácido é 

consumido e compostos básicos são formados, o pH tende a se elevar durante o 

processo de maturação, com maior ou menor intensidade, dependo das 

características dos microrganismos. A elevação do pH favorece a ação enzimática 



82 

 

de proteases e lipases microbianas, o que tende a acelerar o processo de 

maturação. Por outro lado, como já comentado anteriormente, este fenômeno é 

continuamente freado pelo abaixamento da Aw. 

Bactérias láticas do gênero Enterococcus são classificadas como 

homofermentativas, tendo o ácido lático, como principal produto do processo 

fermentativo da lactose. No entanto, não apresentam rápida atividade acidificante 

quando inoculadas no leite, em comparação a outros gêneros como Lactobacillus e 

Streptococcus, micro-organismos amplamente presentes em fermentos industriais 

(GIRAFFA, 2001). Sarantinopoulos et al. (2002) avaliando a capacidade acidificante 

de isolados de Enterococcus de origem alimentar, demonstraram serem estes 

pobres em relação a quantia de ácido lático produzido. 

Na Tabela 20, são demonstrados os valores médios de pH ao longo do 

período de maturação, nos queijos submetidos aos diferentes tratamentos.  

 

Tabela 20 - Valores médios de pH, ao longo do período de maturação, nos queijos 

submetidos aos diferentes tratamentos. 

 
Valores expressos como média de triplicatas ± desvio padrão. 
Médias seguidas de letras minúsculas distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
Médias seguidas de letras maiúsculas distintas, na mesma linha, diferem significativamente entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de significância. 

 

De acordo com estes dados e com a representação dos mesmos nas Figuras 

9 e 10, pode-se evidenciar que as culturas probiótica e bacteriocinogênica foram 

capazes de reduzir o pH dos queijos de forma significativamente diferente do 

controle (p ˃ 0,05), já após o primeiro dia de sua inoculação (T1). 
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Figura 9 - pH dos queijos, sem Listeria monocytogenes durante a maturação. 
 

 

Figura 10 - pH dos queijos, com Listeria monocytogenes durante a maturação. 
 

Nos queijos controle, sem e com adição de Listeria monocytogenes, o pH foi 

diminuindo até o décimo quarto dia de maturação. A partir daí, o pH se manteve 

praticamente constante, não havendo diferença significativa entre os tempos 

quatorze, vinte e um e vinte e oito (p ˃ 0,05). 

O queijo contendo a cultura probiótica apresentou uma diminuição no valor do 

pH, no tempo sete, vindo a aumentar no tempo quatorze, sendo que este valor não 

diferiu estatisticamente (p ˃ 0,05) daquele do tempo um, bem como dos demais 

tempos, até o final da maturação, no vigésimo oitavo dia. 

A cultura bacteriocinogênica provocou uma diminuição do pH no tempo 

quatorze, vindo a aumentar no tempo vinte e um e retornou a baixar no tempo vinte 
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e oito, cujo valor não diferiu significativamente (p ˃ 0,05) daquele encontrado no 

tempo quatorze. 

No final da maturação, os queijos com cultura probiótica e bacteriocinogênica 

não diferiram entre si (p ˃ 0,05), quanto ao valor do pH, cujo valor ficou em torno de 

5,60, sendo este diferente estatisticamente do controle (p ˂ 0,05), que apresentou 

valor médio de pH 6,0. Embora a redução do pH tenha sido pequena, isso 

demonstra ter havido consumo de lactose pelas culturas, com produção de ácido 

lático. Também Villani; Coppola (1994), analisando a capacidade acidificante de 24 

isolados de E. faecium e 60 de E. faecalis, verificaram que grande parte foi capaz de 

reduzir o pH do leite em 0,4 a 0,8 unidades, indicando baixa atividade acidificante. 

Em função dos resultados encontrados em alguns estudos como nos de 

Villani; Coppola (1994) e Sarantinopoulos et al. (2002), isolados de Enterococcus, 

não são indicados para serem utilizados como cultivos iniciadores, mas sim como 

cultivos adjuntos, devido a sua grande importância na produção de compostos 

aromáticos durante a maturação de diferentes tipos de queijos. 

De acordo com Aquarone (2001), o processo de desdobramento das 

proteínas, por enzimas proteolíticas, ocorre mais lentamente que a conversão da 

lactose em ácido lático, pelos micro-organismos. Mudanças físicas, químicas e 

organolépticas que acontecem durante a maturação, dependem da temperatura, da 

Aw, do tempo de maturação, da atividade das enzimas e dos micro-organismos 

presentes (FURTADO, 1991). 

Segundo Sousa et al. (2001) a proteólise contribui para: alterações na textura 

do queijo, devido ao rompimento da rede proteica; diminuição da Aw através da 

ligação da água por liberação de grupos carboxil e amino; aumento no pH, 

particularmente na superfície de queijos maturados por bolores, o que facilita a 

liberação de compostos sápidos durante a mastigação. Isso contribui diretamente 

para o sabor desejado ou indesejado (ex.: amargor) no queijo, através da formação 

de peptídeos e aminoácidos livres. Ocorre ainda, a liberação de substratos para 

reações catabólicas secundárias, tais como transaminação, desaminação, 

descarboxilação, dessulfuração, catabolismo de aminoácidos aromáticos e reações 

dos aminoácidos com outros compostos. 
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CONCLUSÃO 

  

 

O leite “in natura” e os queijos artesanais da região Fronteira Noroeste do 

Estado do RS possuem bactérias ácido láticas com atividade antagonista frente a 

microrganismos patogênicos, incluindo Listeria monocytogenes. Dentre os isolados 

com atividade antagonista, 33,33% demonstrou ser capaz de produzir substâncias 

antimicrobianas de natureza proteica, sendo caracterizados como supostamente 

bacteriocinogênicos e 23,81% apresentou potencial probiótico.  

Dentre os isolados com características supostamente bacteriocinogênicas, o 

isolado F9 (Enterococcus durans) foi o que apresentou melhores características e 

dentre aqueles com características probióticas, o isolado U5 (Enterococcus faecium) 

foi o que se destacou na maioria dos testes realizados.  

Em relação aos marcadores de virulência, nenhum dos isolados apresentou 

atividade da enzima β-hemolisina. Já em relação à sensibilidade a antimicrobianos 

de uso clínico, o percentual de sensibilidade variou entre 44 e 89% entre os isolados 

supostamente bacteriocinogênicos e aqueles com características probióticas. O 

isolado F9 se mostrou resistente à penicilina e o isolado U5 se mostrou sensível a 

todos os antimicrobianos de uso clínico testados, o que permite sua utilização como 

cultura probiótica. 

As culturas supostamente bacteriocinogênica e probiótica adicionadas aos 

queijos produzidos a nível piloto com contaminação artificial de Listeria 

monocytogenes foram capazes de se manter viáveis no produto até o final do 

período de maturação de 28 dias, com contagens na ordem de 107-108UFC.g-1.  

Embora tais culturas não tenham sido capazes de eliminar a contaminação por 

Listeria monocytgenes, a cultura bacteriocinogênica manteve os níveis deste 

microrganismo patogênico estáveis não permitindo seu aumento. Esses dados 

sugerem a possibilidade de aplicação destes isolados como cultura supostamente 
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bacteriocinogênica e probiótica em queijos, tornando o produto mais seguro e com 

agregação de funcionalidade. 

É pertinente mencionar ainda a necessidade da obtenção de leite e produção 

de queijos com adoção das Boas Práticas de Fabricação, já que uma vez o mesmo 

estando contaminado com microrganismos patogênicos, como Listeria 

monocytogenes, a cultura bacteriocinogênica, utilizada com o propósito de 

bioconservação, não conseguirá garantir a segurança do alimento. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 

Pesquisar qual a bacteriocina produzida pelo isolado (F9) considerado com 

melhores características supostamente bacteriocinogênicas; 

Purificar a bacteriocina produzida pelo isolado F9 e testar a sua aplicação em 

queijos a nível piloto, verificando sua eficácia no controle de Listeria monocytogenes; 

Identificar outras características, como atividade antioxidante e regulação do 

colesterol sanguíneo, no isolado (U5), considerado potencialmente probiótico; 

Verificar a capacidade proteolítica e lipolítica dos isolados de Enterococos 

utilizados como supostamente bacteriocinogênico e probiótico, em queijos. 
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