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RESUMO 

 

 

O presente trabalho teve por objetivo realizar a caracterização tecnológica e molecular de 

bactérias láticas com potencial antimicrobiano para a utilização na fabricação de queijo minas 

frescal. As bactérias láticas isoladas de produtos cárneos fermentados coloniais em trabalhos 

anteriores foram analisadas quanto as suas características morfológicas e bioquímicas, como 

produção de gás, teste de catalase, produção de diacetil e fermentação de carboidratos; quanto 

suas características tecnológicas, incluindo crescimento em temperaturas extremas, 

concentração de NaCl e pH, e produção de substâncias antimicrobianas a partir do método 

difusão em ágar. Por apresentarem características morfológicas, bioquímicas e tecnológicas 

foram selecionados 3 isolados para serem avaliados quanto ao seu potencial inibitório de 

microrganismos patogênicos de alimentos (E. coli, L. monocytogenes,  S. aureus e Salmonella 

Typhimurium) em queijo minas frescal, para isso o pool de Lactobacillus e os 

microrganismos testes foram inoculados no queijo, a inibição foi monitorada nos dias 1, 7, 14, 

21 e 28 de armazenamento mediante contagem direta em ágar seletivo dos indicadores. Após, 

utilizando a mesma metodologia, foi avaliado o potencial de inibição de cada isolado de 

Lactobacillus sp. frente S. aureus. A qualidade do queijo produzido com os 3 isolados 

também foi avaliada, para comparação de parâmetros físico-químicos,  microbiológicos e 

sensoriais foram elaborados 2 tratamentos: T1 (Queijo minas frescal + fermento tipo O) e T2 

(queijo minas frescal + pool de Lactobacillus). Foram analisados 88 isolados oriundos de 

produtos cárneos, dos quais 86 apresentaram-se na forma de bacilos e 2 isolados 

apresentaram-se com a morfologia de cocos, Gram positivos, catalase negativa,  não 

produtores de gás, não produtores de diacetil e capazes de fermentar glicose, lactose, sacarose 

e sorbitol, 49 dos isolados foram identificados como L. brevis, L. plantarum, L. fermentum, L. 

casei, L. lindneri, L. sakei L. curvatus L. farciminis e W. cibaria. Cinquenta per cento dos 

isolados apresentaram atividade frente a pelo menos um dos indicadores utilizados, e: 50% 

inibiram E. coli, 55% L. monocytogenes, 57,5% S. aureus, 47,5% Salmonella Typhimurium,  

9,1% dos isolados testados apresentam atividade frente a todos os indicadores testados, dentre 

esses os isolados LC7 (L. plantarum), LC31 (L. casei) e LSB09 (L. plantarum) apresentaram 

maior homogeneidade de crescimento nas temperaturas de 10 e 45°C, na presença de 4 e 8%, 

e nos pHs 2 e 6. Os queijos inoculados com o “pool de Lactobacillus” apresentaram 

diminuição significativa no crescimento dos indicadores no decorrer de 28 dias de 

armazenamento, nos ensaios com o uso individual dos isolados o tratamento T 11 LSB09 



 

 
 

apresentou maior eficácia no controle de S. aureus em relação aos demais tratamentos, não 

ocorreram diferenças significativas no pH dos queijos e na contagem de bactérias láticas 

durante o período de armazenamento, os queijos apresentaram parâmetros microbiológicos de 

acordo com a legislação brasileira, na avaliação sensorial o queijo adicionado do Pool de 

Lactobacillus apresentou maiores médias nos atributos avaliados, mas não houve diferença 

significativa na avaliação sensorial. Os Lactobacillus selecionados apresentam condições de 

ser utilizados como culturas iniciadoras em queijo, pois promovem a melhora na qualidade 

microbiológica do produto e das características sensoriais de queijo minas frescal.  

 

Palavras Chaves: Bactérias Láticas. Lactobacillus. Produção de Substâncias 

Antimicrobianas. Queijo Minas Frescal. Qualidade em Alimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ABSTRACT 

 
This study aimed to carry out the technological and molecular characterization of lactic acid 

bacteria with antimicrobial potential for use in the manufacture of fresh cheese. The isolates 

were analyzed for their morphological and biochemical characteristics, as gas production, 

catalase test, diacetyl production and fermentation of carbohydrates; as their technological 

characteristics, including growth in extreme temperatures, pH and NaCl concentration, and 

production of antimicrobial substances from the agar diffusion method. 3 Lactobacillus sp 

were selected. to be assessed for their inhibitory potential of pathogenic food microorganisms 

(E. coli, L. monocytogenes, S. aureus and Salmonella Typhimurium) in fresh cheese, for that 

the Lactobacillus pool and testing microorganisms were inoculated into the cheese, inhibition 

was monitored on days 1, 7, 14, 21 and 28 storage by direct counting on agar selective 

indicators. Then, using the same methodology, was measured the inhibition potential of each 

isolate of Lactobacillus sp. front S. aureus. The quality of cheese produced with 3 isolates 

were also evaluated for comparison of physical-chemical, microbiological and sensory 

parameters, were developed two treatments: T1 (“Queijo Minas Frescal” + Lactic acid starter 

culture Type mines O) and T2 (“Queijo Minas Frescal” + Lactobacillus pool). 88 isolates 

come from meat products were analyzed, of which 86 presented in the form of bacilli and 2 

isolates presented with the morphology of cocci, gram positive, negative catalase, not gas 

producers, not producing diacetyl and capable of fermenting glucose, lactose, sucrose and 

sorbitol, 49 isolates were identified as L. brevis, L. plantarum, L. fermentum, L. casei, L. 

lindneri, L. sakei, L. curvatus L. farciminis e W. cibaria. Fifty per cent of the isolates showed 

activity against at least one of the indicators, and: 50% inhibited E. coli, L. monocytogenes 

55% 57.5% S. aureus, Salmonella Typhimurium 47.5%, 9.1% of the isolates tested have 

activity against all tested indicators, among these isolates LC7 (L. plantarum), LC31 (L. 

casei) and LSB09 (L. plantarum), although growing homogeneity in temperatures of 10 to 45 

° C, in the presence of 4 and 8%, and at pH 2 and 6 cheeses inoculated with "Lactobacillus 

pool" showed a significant decrease in the growth of the indicators in the course of 28 days of 

storage in the tests with the single use of separate treatment T11 LSB09 isolate showed 

greater efficacy in the control of S. aureus in relation to other treatments, no significant 

differences in the pH of the cheese and lactic acid bacteria count during the storage period, the 

cheeses presented microbiological parameters according to Brazilian law, in sensory 

evaluation



of cheese added Lactobacillus pool had higher averages in the attributes evaluated, but there 

were no significant differences in sensory evaluation. Lactobacillus selected in conditions to 

be used as starter cultures for cheese, for promoting the improvement in microbiological 

product quality and sensory characteristics of Minas fresh cheese.  

 

Key words: Lactic acid bacteria characterization. Antimicrobial substances 

production. “Queijo Minas Frescal”. Food Quality. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A crescente preocupação na melhora da qualidade de vida, prevenção de doenças, 

diminuição do uso de substâncias conservantes, melhoria da qualidade sensorial de produtos 

tradicionais, tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas relacionadas à caracterização 

molecular e tecnológicas de micro-organismos produtores de substâncias com potencial para 

aplicação como bioconservante, as bactérias láticas apresentam um grande potencial para a 

extensão da vida de prateleira de produtos, seu metabolismo produz inúmeros compostos com 

capacidade de inibir o crescimento de micro-organismos patogênicos e deteriorantes (DE 

SOUZA, 2006; HERMMANS, 2013). 

Ao longo dos anos a indústria de laticínios vem se adaptando a esta tendência, 

buscando oferecer ao consumidor alternativas alimentares aliando as características 

tradicionais dos produtos a novos métodos de conservação, substituindo os conservantes 

químicos por alternativas naturais (O’CONNOR et al., 2015). 

A seleção de um micro-organismo para utilização em um alimento deve estar baseada 

na observação de três fatores principais: segurança, características funcionais e características 

tecnológicas. Quanto à segurança, aspectos como a origem, não patogenicidade e resistência 

aos antibióticos devem ser verificados (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).  

As bactérias láticas produzem peptídeos antimicrobianos que normalmente apresentam 

atividade antibacteriana contra os agentes patogênicos de origem alimentar, bem como 

bactérias deteriorantes. Portanto, eles têm atraído a maior atenção como ferramentas para 

bioconservação de alimentos. Em alguns países o uso de bactérias láticas é amplamente 

difundido, seja como probióticos ou no processamento de alimentos com o intuito de 

bioconservação (MESSAOUDI et al., 2013).  

As características tecnológicas de interesse estão relacionadas à produção de 

substâncias aromáticas, manutenção da viabilidade das células no produto ao longo do 

processo de fabricação, manterem e melhorar as características físico-químicas e 

microbiológicas do produto, sem causar alterações indesejáveis, inibição de micro-organismos 

contaminantes, garantir a manutenção da segurança alimentar do produto ao decorrer de sua 

vida útil (BOYLSTON et al., 2004; CASTRO et al., 2015). 

Os produtos lácteos apresentam uma microbiota natural responsável por desenvolver 

características sensoriais, conservar produtos e auxiliar na manutenção da saúde humana. As 
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bactérias láticas apresentam uma elevada capacidade de transformar substratos. E pesquisas 

têm sido conduzidas na busca de culturas adequadas para fabricação de um determinado 

produto, ou em função de propriedades específicas como a produção de bacteriocinas 

(DEEGAN et al., 2006; BOURDICHON et al., 2012). 

O queijo minas frescal ocupa o terceiro lugar no ranking de consumo de queijos no 

Brasil (MIRAGAIA, 2013). Devido a intensa manipulação apresenta uma alta carga 

microbiana, a população microbiana desses queijos geralmente é considerada patogênica 

(JAY, 2005). 

A aplicação de substâncias antimicrobianas para a conservação de alimentos vem 

sendo estudada por serem produzidas a partir de micro-organismos de interesse industrial, as 

bactérias láticas são amplamente empregadas na produção de alimentos fermentados de 

origem láctea, o que viabiliza o estudo do emprego dessas substâncias visto que é de interesse 

da indústria desenvolver alternativas para a conservação de alimentos (PARADA et al., 2007). 

O conhecimento e o uso desses fatores combinados em um alimento formam a teoria 

de obstáculos (LEISTNER, 1992), que permite o controle do prazo de validade, a estabilidade 

microbiológica, bem como a prevenção da multiplicação e/ou produção de toxinas por micro-

organismos patogênicos eventualmente presentes (DE MARTINIS et al., 2002). 

A qualidade dos produtos desenvolvidos vai depender do conhecimento sobre os 

micro-organismos empregados e das características tecnológicas apresentadas pelos mesmos, 

e o estudo das substâncias produzidas por esses micro-organismos e a maneira como se 

comportam durante as etapas de elaboração de produtos alimentícios, a sua origem e a 

identificação molecular para comprovação das suas características (DE MARTINIS et al., 

2003; CAMARGO, 2011). 

Os mecanismos de resistências de bactérias contaminantes principalmente sobre a 

ação de antibióticos tem se intensificado nos últimos anos, contribuindo para um aumento na 

ocorrência de DTAs (Doenças Transmitidas por Alimentos), e dificultando os processos de 

eliminação desses micro-organismos, as bacteriocinas podem ser utilizadas no combate da 

proliferação desses micro-organismos, visto que, são substâncias naturais de um determinado 

grupo de micro-organismos amplamente empregados no processamento de alimentos 

(PARADA et al., 2007). 

Uma série de pesquisas no campo da ciência dos alimentos tem se concentrado em 

novas tecnologias de conservação e produção de alimentos funcionais, poucos destes métodos 
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de conservação e produção têm sido implementadas pela indústria de alimentos até agora 

(DEVLIEGHERE et al., 2004; MESSAOUDI et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar o potencial de aplicação de bactérias láticas com atividade antimicrobiana na 

fabricação de queijo minas frescal. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 

• Determinar as características relacionadas a critérios tecnológicos dos isolados de 

Lactobacillus sp.;  

• Determinar o potencial de atividade antimicrobiana frente aos principais patógenos 

veiculados por produtos lácteos; 

• Identificar as bactérias láticas utilizando ferramentas de biologia molecular; 

• Avaliar o potencial antimicrobiano das bactérias lácteas sobre patógenos durante a 

produção de queijo minas; 

• Fabricar o queijo minas frescal com adição de culturas lácteas selecionadas, avaliando 

a vida de prateleira do produto; 

• Verificar a aceitação do queijo minas frescal adicionados de culturas lácteas 

produtoras de substâncias antimicrobianas. 

 

 

 

 

 

 



 
 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1 Bactérias Láticas 

 

 

Os micro-organismos caracterizados como bactérias láticas, geralmente apresentam-se 

como Gram positivas, microaerófilas, catalase negativa e usualmente não apresentam 

motilidade. São muito exigentes, os meios elaborados para seu cultivo devem ser ricos em 

hidrolisados proteicos, carboidratos, vitaminas e nucleotídeos, o pH geralmente é acidificado, 

contribuem para a fermentação e degradação de açúcares presentes no leite, seu efeito 

antagonista impossibilita a procriação de outras bactérias Gram positivas (KLANDER, 1983). 

É um grupo de bactérias muito utilizado na indústria de alimentos, por ter como principal 

característica a fermentação da glicose a ácido lático (LIU, 2008; RAIEK, IBRAHIM, 2013). 

O metabolismo fermentativo desse grupo de bactérias é caracterizado pelo acúmulo de 

ácidos orgânicos (ácido lático, acético e propiônico) responsáveis pela acidificação e redução 

do pH do meio, de acordo com o produto final da fermentação de carboidratos, podem ser 

classificadas em homofermentativas (produto final ácido lático) e em heterofermentativas 

(produto final ácido lático, etanol e dióxido de carbono), as características do metabolismo 

fermentativo são importantes para a fabricação de alimentos, geralmente o micro-organismos 

deve ser adicionado a produtos similares aos quais foram isolados, para melhor adaptação da 

cultura (DE SOUZA MOTTA, 2015). 

O sabor e o aroma dos produtos fermentados estão relacionados com as bactérias 

lácteas, pois conferem à textura e outras características desejáveis nesses produtos. Produz 

uma grande diversidade de enzimas glicolíticas, lipolíticas e proteolíticas, que estão 

envolvidas na transformação de nutrientes fundamentais em compostos desejáveis (DE 

SOUZA MOTTA, 2015). 

O fato de serem inócuas consideradas como GRAS (geralmente reconhecido como 

seguro do inglês “Generally recognized as safe”), faz com que seu uso para fabricação de 

produtos alimentícios possa ser viabilizado. O grupo das BAL compõe-se de doze gêneros: 

Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lastosphaera, Leuconostoc, 

Oenococcus, Pedicoccus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Wessella (JAY, 

2005).  
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A indústria de alimentos tem interesse em alguns gêneros de bactérias láticas sendo 

esses: 

• Gênero Lactococcus: tem função de cultura iniciadora, principalmente na fabricação 

de queijo por serem responsáveis pela transformação da lactose em ácido lático, suas enzimas 

também contribuem para maturação, estando envolvidos como a proteólise e conversão de 

aminoácidos em substâncias voláteis, como também são as principais responsáveis pelas 

características organolépticas do queijo (PERRY, 2004), são cocos gram positivos, 

homofermentativo, requerem meios de culturas elaborados, crescem a temperaturas de 10ºC a 

45ºC.  

• Gênero Leuconostoc: muito utilizado na produção de picles e vegetais fermentados 

(AQUARONE et. al. 2001), são células esféricas gram positivas, heterofermentativo, a 

fermentação é restrita a mono e dissacarídeos. 

• Gênero Pediococcus: muito utilizado como inóculo na indústria de fermentados 

cárneos, por inibir um grande número de micro-organismos patogênicos contaminantes desses 

produtos (SCHIFFNER et. al, 1978); são células que ocorrem alternadamente em dois planos 

com seus ângulos formando tetraedros, a fermentação da glicose produz ácido lático ou DL 

(+) – Lactato. 

• Gênero Streptococcus: são bactérias responsáveis juntamente com as do gênero 

Lactobacillus pela produção do iogurte promovendo a acidificação do leite (NICKERSON et. 

al. 1978). Os Streptococcus são células esféricas ou ovais, ocorrem em pares ou em cadeia, 

seu metabolismo fermentativo produz ácido lático, não produzindo gás. 

Uma grande diversidade de pesquisas tem sido conduzidas para a utilização de 

bactérias láticas como culturas iniciadoras ou coadjuvantes na fabricação de produtos 

alimentícios (Tabela 1), com o intuito de padronizar os processos produtivos, melhorar a 

segurança e a qualidade dos produtos, preservando suas características típicas (DE PREZZI, 

2014; SOUZA MOTTA, 2015;). 
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Tabela 1: Bactérias láticas isoladas de diversos ambientes, sua aplicação e beneficios promovidos em 
produtos alimentícios 

Culturas autoctones Produto Benefícios 
Lctobacillus plantarum, 

Lactobacillus fermentum, e 
Lactobacillus paracasei subsp. 

paracasei 
 

Bebidas Fermentadas 
Produção de ácidos orgânicos e melhor 

crescimento celular 

Lactobacillus e Staphylococcus 
 

Salsicha 
Acidificação e redução de microbiota 

indesejável 
L. lactis subsp. lactis, L. plantarum 

e L. mesenteroides subsp. 
mesenteroides 

 

Queijos 
Melhoria dos atributos sensoriais do 

produto 

Pediococcus acidilactici e 
Staphylococcus vitulus 

 
Salsichão e chouriço 

Reduz a proliferação de 
Enterobactereacea e patógenos 

L. sakei e S. equorum 
 

Embutidos fermentados 
Efeito benéfico nas características 
microbiológicas, físico-químicas e 

sensoriais 

S. thermophilus, L. delbrueckii 
subsp. lactis e L. helveticus 

Queijo Romano Pecorino 
Melhora as caracteristicas físico-químicas 

mantendo as caracteristicas do queijo 
Romano Pecorino 

FONTE: (DE SOUZA MOTTA, 2015). 

 

 

3.2 Lactobacillus 

 

 

Bactérias do gênero Lactobacillus apresentam morfologia de bacilos, Gram positivos, 

microaerófilos, catalase negativa e não apresentam motilidade (GOLDBERG, 1994). Sua 

utilização em processos fermentativos agroalimentares é devida ao fato de serem inócuas 

consideradas como GRAS, relacionados com a produção de alimentos de alta e média acidez, 

da qual podem participar como coadjuvantes da fabricação de leites fermentados, iogurtes e 

queijos.  

Os Lactobacillus são empregados na fabricação de produtos lácteos com a função de 

melhorar a segurança do produto controlando agentes patogênicos pela competição entre eles; 

aumentar a vida útil do produto através da inibição de micro-organismos deteriorantes; 

melhorar as propriedades sensoriais e promover benefícios à saúde (ALVES, 2011). 

Os fatores intrínsecos e extrínsecos relacionado ao crescimento de Lactobacillus são 

bastante amplos, apresentando capacidade de crescer em diferentes temperaturas e valores de 

pH, toleram O2 e diferentes concentrações de NaCl e NO2
-, estas características fisiológicas 
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são ideais para que seu uso não seja limitado as condições de processamento (DE MARTINS, 

2003).    

À rápida acidificação produzida na matéria prima e a produção de substâncias 

antimicrobianas destacando-se os ácidos orgânicos (C3H6O3 e CH3COOH), H2O2 e 

bacteriocinas, pode interferir no desenvolvimento de micro-organismos indesejáveis nos 

alimentos, através da competição por oxigênio, competição por sítios de ligação. A vida de 

prateleira dos alimentos pode ser controlada pelos fatores intrínsecos (pH, sal, conservadores, 

fatores antimicrobianos naturais) e extrínsecos (período de armazenamento, atmosfera da 

embalagem), e a utilização desses fatores combinados  pode prolongar a vida de prateleira, a 

estabilidade microbiológica  e impedir a produção de toxinas por micro-organismos 

patogênicos (DE MARTINS, 2003).   

A necessidade de controlar bactérias patogênicas, devido à sua capacidade de 

sobreviver em condições de baixo pH, é um grave problema na produção de fermentados, nos 

últimos anos as pesquisas para a seleção de culturas com a capacidade de produzir 

bacteriocinas antagônicos às bactérias patogênicas tem se intensificado com o intuito de 

manutenção da segurança alimentar (JACOME et al., 2013). 

 

 

3.2.1Identificação Molecular de Lactobacillus sp. 

 

 

Genomas de Bactérias láticas estão sendo sequenciados e as comparações entre a 

organização genética e o conteúdo informacional são importantes para a identificação entre os 

diversos membros desse grupo. Devido a grande importância relacionada à segurança 

alimentar os micro-organismos empregados em formulações de produtos alimentícios (Figura 

1) devem ser identificadas para possibilitar a previsão do seu comportamento, durante o 

processo tecnológico (YEUNG et al., 2002). 
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Dendograma 1: Árvore filogenética de Bactérias Láticas representando as várias origens ou usos de BAL: 
vermelho para a fermentação de laticínios , azul para outra fermentação , tais como cerveja, vinho , plantas, ou 

carne, e verde para as bactérias do trato gastrointestinal. 

 

 
Fonte: LIU et al. ( 2008) 

 

A identificação do genoma de bactérias láticas é uma oportunidade para estudo 

genômico e elucidação das rotas metabólicas de produção de compostos de sabor e aroma, 

bem como a produção de enzimas envolvidas nos processos de degradação de proteínas e 

lipídios (LIU et al., 2008). 

O sequenciamento da porção genômica do rDNA 16S permite a identificação de 

diferentes espécies de bactérias láticas, por ser uma região conservada e comum a diversas 

espécies (BARATTO et al., 2012). 

O estudo molecular de bactérias láticas no Brasil ainda é incipiente. A diversidade desse 

grupo de bactérias faz com que diferentes grupos de pesquisa desenvolvam estudos nos mais 

variados aspectos. Existem vários métodos de tipagem genética de micro-organismos, 

entretanto estes devem permitir a diferenciação clara entre isolados, e principalmente, deve ter 

uma elevada reprodutibilidade. Nem todos os métodos moleculares de caracterização são 

igualmente eficazes, diferindo normalmente na capacidade discriminatória entre os níveis 

taxonômicos. Como tal, a escolha do método a ser aplicado deve ser feita de acordo com a 

finalidade pretendida, seja: identificação ou diferenciação, ou outros aspectos como 

reprodutibilidade, poder discriminatório, custos envolvidos, etc. (SAMBROOK; RUSSEL, 

2001; CANHOS et al., 1999; AMANN et al., 1995). 
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Uma das principais dificuldades em classificar as bactérias por métodos fenotípicos é a 

capacidade de elas apresentarem diferentes características em diversas condições. Uma forma 

mais concreta para se identificar as bactérias é a abordagem polifásica que consiste em testes 

bioquímicos e morfológicos apoiados em métodos de analises moleculares (PRAKASH et al., 

2007). 

Entre as técnicas baseadas na análise de DNA as modificadas a partir da reação em 

cadeia da DNA polimerase (PCR- Polymerase Chain Reaction) têm demonstrado boa 

aplicabilidade para as bactérias láticas (CUSICK; O’SULLIVAN, 2000; DRAKE et al., 1996; 

TENOVER et al.,1995), e estão cada vez mais tornando-se simples e utilizadas na maioria dos 

estudos sobre identificação de micro-organismos de difícil classificação taxonômica, a partir 

de perfis obtidos por eletroforese (FARBER, 1996). 

O uso de técnicas moleculares vem desde alguns anos atrás demonstrando que podem 

auxiliar na identificação de micro-organismos. Segundo Lee et al. (2008) a amplificação do 

gene 16S do RNAr seguido do seu sequenciamento tem demonstrado boas vantagens, pois 

com esse método é possível realizar uma análise filogenética bem detalhada das cepas em 

questão. 

A amplificação da região 16S RNAr permite fazer análises filogenéticas e identificações 

de espécies mais confiáveis por ter essa região do gene bem conservada e com domínios 

variados. É possível realizar um alinhamento entre as sequências analisadas, e assim comparar 

os pares de bases que uma contém e a outra não, dando características diferenciadas entre as 

espécies (COCOLIN; RANTSIOU, 2007). Pelos genes desta região serem muito conservados 

e estarem presentes em maior quantidade nas espécies pode-se ter uma maior certeza e 

precisão quanto a sua caracterização. 

Muitas análises moleculares permitem ainda diferenciar isolados da mesma espécie, 

usando primers específicos para cada análise de PCR. A amplificação do gene 16S permite 

observar a diversidade entre grupos de bactérias investigadas mesmo quando a presença 

desses organismos é em pequenas quantidades no ecossistema. Estas técnicas possuem 

importância por possibilitarem uma caracterização dos isolados mais rápida e de maior 

segurança (COCOLIN; RANTSIOU, 2007).  

Existem várias técnicas moleculares que podem ser utilizadas para a caracterização de 

Lactobacillus sp., esses métodos devem permitir a diferenciação das espécies assim como a 

investigação da presença de proteínas ou genes de importância tecnológica.  
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O método ARDRA é uma ferramenta comumente empregada para estudar a 

diversidade microbiana, que se baseia no polimorfismo do DNA. Assim, clones contendo 

fragmentos do gene 16S rDNA, obtidos através do uso de iniciadores universais ou 

específicos, são amplificados por PCR e clivados por endonuclease de restrição. A seguir os 

fragmentos são separados em gel de agarose de alta densidade ou gel de acrilamida. Os perfis 

resultantes são utilizados para classificar a comunidade em grupos genotípicos específicos ou 

para a tipagem de linhagens (SKLARZ, 2009).  

Esta análise consiste na otimização da reação de amplificação para obtenção de bandas 

únicas (amplicon único) do gene rRNA 16S (JENSEN et al., 1993), e após clivagem com 

enzimas de restrição. 

Ela também tem como princípio do primer se ligar a fitas opostas de DNA alvo e 

ocorrer a amplificação desse segmento entre os dois primers adjacentes junto com a enzima 

Taq polimerase. Os sítios de ligação dos primers devem ter certo limite de pares de bases, 

pois eles não são capazes de percorrer segmentos maiores durante a amplificação (WU et al., 

2006). 

 

 

3.2.2 Metabolismo Fermentativo dos Lactobacillus sp. 

 

 

Um dos principais fatores que contribui para a utilização de Lactobacillus na 

fabricação de produtos lácteos fermentados é a produção do ácido lático, e de acordo com o 

produto final do metabolismo da glicose, os Lactobacillus estão agrupados em: 

• Homofermentativo: fermenta a glicose pela via glicolítica de Embden- Meyerhof, 

possuem as enzimas aldolase e hexose isomerase, com deficiência da enzima fosfocetolase  

De acordo como Bergey´s Determinative Bacteriology, Holt et al. (1996) os 

Lactobacillus homofermentativos, produzem 85% de ácido lático a partir da glicose, a 

presença da enzima aldolase inibe à formação de gás durante a fermentação, a fermentação 

direta da glicose a ácido lático, converte 1 mol/L-1 de glicose em 2 mol/L-1 de ácido lático. 

• Heterofermentativo: fermenta a glicose pela via alternativa da pentose ou hexose 

monofosfato, produzem a enzima fosfocetolase, porém não produzem as enzimas aldolase e 

hexose isomerase produzindo além do ácido lático, o dióxido de carbono, o ácido acético e ou 

etanol. 
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Os Lactobacillus com metabolismo heterofermentativo produzem 1 mol/ mol/L-1  de 

ácido lático; 1 mol/L-1  de dióxido de carbono e 1 mol/L-1  de etanol ou ácido acético a partir 

da glicose. 

Tendo enfoque na produção de componentes de aroma e sabor o diacetil é desejável no 

processo de fabricação de iogurtes e alguns tipos de queijo, empregando os Lactobacillus 

heterofermentivos, já os Lactobacillus homofermentativos são empregados principalmente na 

fabricação de queijos. 

 

 

3.3 Bacteriocinas 

 

 

Os Lactobacillus são amplamente utilizados para a fermentação e preservação de 

produtos lácteos. Produzem compostos antimicrobianos, sendo essenciais para a garantia da 

inocuidade e extensão de vida de prateleira.  

A grande maioria dessas bactérias produz uma variedade de fatores antagônicos 

durante o processo fermentativo, tais como substâncias antibióticas, proteínas bactericidas e 

produtos finais do metabolismo, como o ácido lático (DEEGAN et al., 2006, BOURDICHON 

et al., 2012). 

As bacteriocinas são proteínas bacterianas com propriedades bacteriostáticas sobre 

diversas espécies de micro-organismos. Algumas delas do grupo das bactérias láticas tem sido 

identificadas e caracterizadas e podem ser divididas em bacteriocinas com espectro inibitório 

limitado, afetando apenas espécies geneticamente próximas e as com espectro inibitório 

amplo, podendo afetar diversas espécies de micro-organismos Gram positivos. 

São classificadas em lantibióticas e não lantibióticas, de acordo com suas 

características estruturais. As lantibióticas contém aminoácidos incomuns, tais como 

deidroalanina, deidrobutirina e anéis de lantionina e as não lantibióticas contém apenas 

aminoácidos não modificados. 

 A ação das bacteriocinas depende da ligação a receptores da superfície celular 

bacteriana, com permeabilização da membrana citoplasmática e formação de canais iônicos 

que causam o efluxo rápido de componentes celulares de baixo peso molecular. A produção 

de bacteriocinas é em geral feita por plasmídios, assim como é plasmidial a resistência de 
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bacteriocinas (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Estão distribuídas em 4 classes de acordo com 

suas características bioquímicas e genéticas: 

•  Classe I (lantibióticos): é constituída por peptídeos termoestáveis de baixo peso 

molecular (19 a 38 resíduos de aminoácidos) que apresentam em sua composição 

aminoácidos raramente encontrados na natureza como lantionina (COTTER; HILL; ROSS, 

2005). A principal representante desta classe é a nisina, produzida por algumas linhagens de 

Lactococcus lactis subsp. Lactis. 

• Classe II: é composta por peptídeos de baixo peso molecular (< 10 kDa) 

termoestáveis. Possuem um espectro de inibição limitado. Geralmente apresentam uma 

estrutura helicoidal anfifílica, a qual permite sua inserção na célula alvo, promovendo a 

despolarização da membrana e morte celular (NASCIMENTO; MORENO; KUAYE, 2008). 

As bacteriocinas pertencentes a esta classe encontram-se susbdivididas em:  

� Classe II a: é composta por bacteriocinas que apresentam alta especificidade 

contra L. monocytogenes. Seus representantes possuem 37 a 48 resíduos de aminoácidos. Esta 

classe também é conhecida por família das pediocinas, devido a pediocina ser a predecessora 

das bacteriocinas dessa classe (AYMERICH; HUGAS; MONFORT, 1998). 

� Classe II b: é constituída por bacteriocinas que requerem a atividade 

combinada de dois peptídeos, com um mecanismo de ação que envolve a dissipação do 

potencial de membrana e diminuição da concentração intracelular de ATP. Estes peptídeos 

apresentam atividade bacteriocinogênica muito baixa se forem empregados individualmente 

(COTTER; HILL; ROSS, 2005). 

� Classe II c: as bacteriocinas pertencentes a esta classe apresentam uma união 

covalente das terminações C e N, resultando em uma estrutura cíclica. São representantes 

desta classe: a enterocina AS-48, a circularina A e a reutericina 6 (NASCIMENTO; 

MORENO; KUAYE, 2008). 

• Classe III: esta classe é composta por grandes proteínas (> 30 kDa) que são sensíveis 

ao tratamento térmico (60-100°C por 15 minutos) e complexas quanto à atividade e à 

estrutura proteica. O mecanismo de ação destas bacteriocinas se diferencia das demais classes 

por promover a lise celular através da lise da parede celular do micro-organismo alvo 

(COTTER; HILL; ROSS, 2005). 

• Classe IV: encontram-se grandes complexos peptídicos contendo carboidrato ou 

lipídio em sua estrutura. Contudo, Cleveland et al. (2001) acreditam que estes complexos são 

artefatos de purificação parcial e não uma nova classe de bacteriocinas. 
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As bacteriocinas mais estudadas são a nisina, a pediocina, e a sakacina produzidas por 

Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici e Lactobacillus sakei, o estudo da aplicação de 

culturas produtoras de bacteriocinas com o intuito de realizar a bioconservação tem sido 

realizada principalmente em produtos lácteos e cárneos fermentados.  

A nisina é uma bacteriocina produzida por Lactobacillus lactis. lactis, e a única cujo 

uso em alimentos é autorizado pela “United States Food and Drug Administration”(FDA). É 

utilizada na preservação de alimentos em vários países (FRANCO, LANDGRAF, 2005).  

 

 

3.4 Emprego de Lactobacillus sp. na Fabricação de Alimentos 

 

 

A bioconservação de alimentos, através da adição de micro-organismos ou de 

substâncias naturais, é uma alternativa interessante para aumentar a vida de prateleira, garantir 

a segurança microbiológica, reduzir o uso de aditivos sintéticos, mantendo as características 

sensoriais e nutricionais de produtos perecíveis. Esta tecnologia de conservação alimentar é 

amplamente utilizada nos EUA, onde conta com a aprovação da FDA, porém esta tecnologia 

de conservação não esta regulamentada na legislação europeia. A legislação Brasileira prevê o 

uso de substâncias com ação antimicrobiana na conservação de alguns alimentos de origem 

animal como fermentados lácteos, entretanto não possui legislação específica para o uso desse 

tipo de tecnologia (CARVALHO, 2016).  

 As principais vantagens referentes aos usos desta tecnologia relacionam-se com a 

menor limitação em relação aos conservantes químicos uma vez que esses micro-organismos 

ou substâncias naturais já estão naturalmente presentes nos produtos fermentados; não são 

conhecidas resistências e o impacto ambiental é mínimo já que são rapidamente eliminadas 

pela cadeia alimentar;  possuem um espetro de ação muito definido; a sua atividade é 

potencializada pelo pH e apresentam um efeito sinérgico com outros agentes metabólicos 

antimicrobianos;  sua utilização é compatível com a rotulagem de produto biológico já que a 

conservação é obtida sem conservantes químicos nem de síntese (FREIRE, 2010). 

O processo de bioconservação pode apresentar como desvantagens a possível alteração 

das características sensoriais dos produtos alimentícios, pode apresentar custos elevados para 

produção e desenvolvimento de produtos, micro-organismos e substâncias com atividade 

antimicrobiana (FREIRE, 2010). 
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A aplicação de Lactobacillus sp. ou de suas substâncias antimicrobianas em um 

produto com função de bioconservação pode ocorrer com a utilização de técnicas “in situ”  o 

micro-organismo desenvolve-se naturalmente no alimento, os Lactobacillus sp. produtores de 

substancias antimicrobianas estarão sujeitos as condições de processamento do alimento tendo 

de competir com a microflora natural do alimento sem causar alterações físico-químicas e 

sensoriais no alimento, também podem competir com micro-organismos patogênicos 

protegendo o alimento em casos de abuso de temperatura (SAEED, SALAM, 2013). 

Na utilização de técnicas “ex situ” o crescimento microbiano é controlado e 

incorporado ao alimento as substâncias antimicrobianas produzidas, as bacteriocinas podem 

ser adicionadas na forma de concentrados obtidos do crescimento de Lactobacillus sp. ou as 

substâncias podem ser purificadas e adicionadas aos alimentos sendo possível controlar a dose 

a ser aplicada obtendo resultados mais confiáveis  (PEREZ et al., 2014). 

Os Lactobacillus sp. são  empregados na fabricação de produtos de origem láctea, 

cárnea e vegetal, sendo os principais produtos fermentados obtidos por seu uso os produtos de 

origem láctea como leites fermentados, bebidas lácteas e queijos, sua aplicação nesses 

produtos deve-se a sua ocorrência natural na microbiota do leite e de produtos lácteos, a 

manutenção das características físico-químicas e microbiológicas durante a vida útil do 

produto (RESENDE et al., 2011), e o desenvolvimento das características sensoriais do 

produto durante os processos de fermentação e maturação (LIU et al., 2008; RAIEK; 

IBRAHIM, 2013). 

O conhecimento do metabolismo dos Lactobacillus sp. para sua utilização como 

cultura bio-protetora é fundamental, visto que estará sujeito as condições de processamento 

que podem interferir no crescimento e produção de substâncias com efeito antagônico, os 

micro-organismos devem ser isolados e caracterizados quanto ao crescimento em diferentes 

condições de temperatura, pH e concentração de NaCl, determinar a concentração mínima 

inibitória das substâncias produzidas contra patógenos para garantia do efeito inibitório 

desejado (JACOME et al., 2013). 

O uso de bactérias láticas como cultura iniciadora em produtos fermentados está 

relacionado a seu metabolismo primário que contribui para a rápida acidificação do produto e 

conservação durante o tempo de armazenamento (RAIEK, IBRAHIM, 2013), o metabolismo 

de proteínas e lipídios contribui para a evolução dos componentes de sabor e aroma de 

diversos fermentados lácteos, principalmente no queijo estão diretamente envolvidas no 
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desenvolvimento do “flavor”  no decorrer do processo fermentativo e de maturação (LIU et 

al., 2008). 

Durante o processo fermentativo os micro-organismos utilizados como culturas 

iniciadoras sofre autólise e nesse processo liberam para o meio extracelular componentes 

citoplasmáticos, esse processo parece exercer efeitos benéficos na modificação e manutenção 

dos atributos sensoriais e físico-químicos do produto, principalmente devido a atividade 

proteolítica exercida no produto (DE SOUZA, 2006). 

A microbiota dos queijos contém naturalmente bactérias do gênero Lactobacillus, e 

sua aplicação industrial é de grande importância para a manutenção das características 

desejáveis do produto e da evolução dos atributos sensoriais durante o processo de maturação, 

onde esses micro-organismos são responsáveis pela conversão nutrientes fundamentais em 

componentes do aroma e sabor do produto (HERMMANS, 2013). 

Para o desenvolvimento das características dos queijos, o metabolismo proteolítico dos 

Lactobacillus é de fundamental importância, durante o crescimento esses micro-organismos 

degradam a caseína presente no queijo formando peptídeos e aminoácidos livres que são os 

principais precursores dos compostos de sabor do queijo (DE SOUZA MOTTA, 2015). 

 

 

3.4 Aplicação de Lactobacillus para Fabricação de Queijo Minas Frescal 

 

 

O queijo é um produto lácteo concentrado, apresenta elevado valor nutricional e 

pertence ao grupo de produtos lácteos fermentados. (JAY, 2005; ONG, et al., 2007; ALVEZ 

et al., 2008; PREZY, 2014.). É um produto de massa crua, com alto teor de umidade (46 a 

55%), não maturado, sua vida de prateleira é curta, deve ser consumidos preferencialmente 

até 28 dias após sua fabricação, por apresentar características que o classificam como um 

produto altamente perecível mesmo armazenado sob refrigeração (SANGALETTI et al., 

2009; REZENDE et al., 2011,  PREZY, 2014). 

A composição nutricional do queijo minas frescal compreende em proteínas de alto 

valor biológico, apresenta entre 12 a 18% de proteína, são classificados como queijo macio, 

semi gordo, com seu teor de gordura variando entre 25 e 44%, apresenta porcentagem de 

cloreto de sódio de 1,4 a 1,6%, e sua composição apresenta ainda vitaminas lipossolúveis, e 
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cálcio que possuem um papel fundamental na nutrição humana (SANGALETTI et al., 2009; 

REZENDE et al., 2011; ANDRADE et al., 2014). 

É um queijo com alto teor de umidade (> 55%) e pH pouco ácido entre 5,1 a 5,6, essas 

características propiciam o desenvolvimento de micro-organismos patogênicos e 

deteriorantes, fazendo com que o produto apresente-se como altamente perecível e 

comumente associado a doenças transmitidas por alimentos (JAY, 2005; ALVEZ et al., 2008; 

SANGALETTI et al., 2009; REZENDE et al., 2011; PREZY, 2014; ANDRADE, et al., 

2014). 

O queijo minas frescal é um excelente meio para o desenvolvimento de micro-

organismos, principalmente micro-organismos como coliformes totais e termotolerantes, 

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella spp, sendo geralmente o veículo 

para que esses micro-organismos causem surtos de infecções e intoxicações alimentares 

(BASTOS, et al., 2001; KOMATSU, 2008). 

De acordo com padrões microbiológicos vigentes, da Resolução n ◦ 12 de 2001 da 

ANVISA, os queijos com alta umidade (55%), como o Minas Frescal, devem apresentar a 

seguinte tolerância para amostras representativas: 5,0 x 102 UFC de coliforme de origem 

termotolerante/g, 5,0 x 102 UFC de estafilococos coagulase positiva/g e ainda ausência de 

Salmonella sp. e Listeria monocytogenes em 25g. 

O queijo minas frescal apresenta pH pouco ácido, atividade de água e umidade 

elevadas e ainda por apresentar baixa concentração de NaCl apresenta-se como um ambiente 

propício para o desenvolvimento de micro-organismos indesejáveis (JAY, 2005; PREZY, 

2014). 

O uso de culturas iniciadoras e culturas coadjuvantes vêm sido estudada para melhoria 

da qualidade microbiológica no queijo minas frescal, tradicionalmente esse queijo é produzida 

com culturas mesofílicas (Lactococcus lactis) que promovem a formação de ácidos ao longo 

do processo de fermentação e armazenamento do produto, o uso de culturas de Lactobacillus 

(ALVES et al, 2011; HERMMANS, 2013; PREZZI, 2014) como coadjuvantes tem sido 

estudada principalmente para a melhoria do aspecto microbiológico, provocando também 

melhorias das características sensoriais e físico químicas do queijo minas frescal.   
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3.4.1 Micro-organismos Patogênicos Importantes Isolados de Queijo Minas-Frescal 

 

 

Bactérias do grupo dos coliformes, Salmonella sp, Listeria monocytogenes e 

Staphylococcus aureus, são os principais bioindicadores de contaminação presente em queijos 

frescos, existe uma grande preocupação em relação a inocuidade de queijos, por veicularem 

micro-organismos patogênicos como a Listeria monocytogenes (FRANCO, LANDGRAF, 

2008, APOLINARIO et al.,  2014). 

Os principais micro-organismos contaminantes patogênicos relatados em casos de 

infecções veiculadas por queijos são: 

• Coliformes a 30°C (totais): micro-organismos pertencentes a família 

Enterobactereaceae, apresentam-se como bastonetes Gram negativos, não esporogênicos, 

aeróbios ou anaeróbios facultativos, fermentam lactose com formação de ácido e gás em 24 - 

48 h/ 35°C (JAY, 2005). 

Coliformes a 45°C (termotolerantes): pertencem a família Enterobactereaceae, 

apresentam-se como bastonetes Gram negativos, não esporogênicos, aeróbios ou anaeróbios 

facultativos, fermentam lactose com formação de ácido e gás exclusivamente em 24 h/ 

44,5°c-45°C, nesse grupo apresentam-se patógenos de origem alimentar de origem não fecal 

como Citrobacter, Enterobacter e Klebsiellae de origem fecal Escherichia coli (FRANCO; 

LANDGRAF, 2008).  

A contaminação proveniente do grupo dos coliformes é responsável por alterações, 

como fermentações incomuns e estufamento prévio dos queijos ocasionando mudanças em 

aspectos sensoriais como cor e textura (GEORGES, 2015). 

• Escherichia coli: bastonete Gram negativo pertencente a família Enterobactereacea, 

aeróbio ou anaeróbio facultativo, pode desenvolver-se a temperaturas de 7°C a 45°C, 

importante patógeno de origem alimentar, com sintomas variados dependendo do sorotipo 

presente (JAY, 2005, FRANCO, LANDGRAF; 2008). 

A E. coli apresenta seis linhagens patogênicas E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli 

enterohemorrágica (EHEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), 

E. coli aderente-difusa (DAEC) e E. coli enteroagregativa, doenças causadas por linhagens 

patogênicas de E. coli geralmente são limitadas à superfície da mucosa podendo disseminar 

pelo organismo. Os sintomas variar entre diarreias, vômitos, febre, eliminação de sangue nas 
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fezes, até a instalação da Síndrome Urêmica Hemolítica (FRANCO; LANDGRAF, 2008; 

JAY, 2005). 

• Staphylococcus aureus: apresentam-se na forma de cocos Gram positivos, podem 

ocorrer sozinhos ou agrupados em pares ou cadeias irregulares, são quimiorganotróficos, 

aeróbios facultativos, catalase positiva, oxidase negativa, redutores de nitrito (FERREIRA, 

2015). 

São veiculados pelo ar e podem estar presentes na poeira, esgoto, água, leite, 

alimentos ou equipamentos, superfícies de ambientes de manipulação de alimentos, nos seres 

humanos e animais (FRANCO; LANDGRAF, 2008). 

Desenvolvem-se em temperaturas entre 7 a 48°C, sendo a temperatura ótima de 

crescimento compreendida entre 30 a 37°C, apresenta crescimento em concentrações de NaCl 

de até 10%,  em faixas de pH incluídas entre 4,0 a 10 (FORSYTHE, 2002). 

As intoxicações alimentares causadas por esse patógeno são relacionadas com a 

habilidade de produzir toxinas em condições de temperaturas entre 10 a 48°C, pH 4,5 a 9,6. A 

principal doença relacionada à ingestão de toxinas produzidas por S. aureus. Para a produção 

de toxinas nos alimentos é necessário uma contagem de células superior a 105 UFC/g de 

alimento (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005; FRANCO; LANDGRAF, 2008; APOLINARIO et 

al., 2014). 

A intoxicação alimentar estafilocócica é uma das DTA mais preeminentes no mundo, 

causada pela ingestão de enterotoxinas pré-formadas nos alimentos, normalmente a presença 

do patógeno é detectada em produtos fermentados de origem animal (FERREIRA, 2015). 

• Salmonella spp: Este patógeno constitui-se em um dos principais micro-organismos 

associados a enfermidades causadas por alimentos contaminados durante o processamento da 

matéria prima ou por más condições de higienização do ambiente e por contaminação cruzada 

de equipamentos e manipuladores. São bastonetes Gram negativos, apresentam motilidade, 

não esporulados, não capsulados, não fermenta lactose, crescem a temperatura ótima de 37°C, 

são anaeróbias facultativas e produzem gás a partir da glicose (FORSYTHE, 2002; JAY, 

2005; (FRANCO; LANDGRAF, 2008; APOLINARIO et al., 2014). 

O gênero Salmonella é dividido em dois grandes grupos: Salmonella entérica e 

Salmonella bongori. A Salmonella entérica possui seis subespécies da qual a subespécie I é a 

que apresenta a quantidade de 2500 sorovares identificados e compreende os sorogrupos de A 

a H. Sua temperatura ideal se dá em torno de 37ºC com um pH em torno de 7,0. Cepas dos 
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sorogrupos de A, B, C1, C2, D e E são as que causam aproximadamente 99% das infecções 

em ser humanos e animais de sangue quente (FORSYTHE, 2002; JAY,2005). 

• Listeria monocytogenes: A Listeria monocytogenes pertence ao gênero Listeria, 

sendo a mais patogênica entre as demais espécies pertencentes ao grupo. Apresentam-se na 

forma de bacilos ou cocobacilos apresentando diâmetro entre 0,5 a 2,0µm, pode apresentar-se 

na forma de cadeias contendo entre 3 e 5 células (GRAY, KILLINGER,1966), não 

esporulados, catalase positiva, oxidase negativa e apresenta β-hemolise em ágar sangue, 

apresenta crescimento em condições de aerobiose, anaerobiose e em meios com concentração 

de CO2 de até 10%, sua virulência pode ser explicada pela presença de fatores de adesão que 

permitem a interação com os ácidos teicóicos da membrana plasmática da célula hospedeira. é 

um micro-organismo psicrofílico crescendo em temperaturas de refrigeração, compreendendo 

temperaturas entre 1 a 45°C, sendo sua temperatura ótima de crescimento nas temperaturas de 

30 a 37°C.  

Apresenta baixa resistência ao tratamento térmico sendo facilmente eliminada no 

processo de pasteurização do leite (BARANCELLI, 2011). Condições de temperatura entre 20 

e 25°C há o desenvolvimento do flagelo peritríquio fazendo com que o micro-organismo 

desenvolva motilidade (GRAY; KILLINGER, 1966). 

Fatores como pH e concentrações elevadas de NaCl não impedem o desenvolvimento 

de Listeria monocytogenes, há relatos na literatura que indicam o crescimento em uma faixa 

de pH que compreende uma faixa entre 4,4 a 9,6, sendo o pH ótimo para o cultivo de Listeria 

monocytogenes compreendido entre 7,0 a 7,5. Outro fator associado ao desenvolvimento de 

Listeria monocytogenes nos alimentos é sua tolerância a altas concentrações de NaCl sendo 

possível observar o crescimento de Listeria monocytogenes em concentrações de até 10 % 

NaCl (JACQUET et al., 1995). 

Apresenta 13 sorotipos, ½a, ½b, ½c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, “7”, a 

sorotipagem de Listeria monocytogenes é baseada nos antígenos somáticos (O) e flagelar(H), 

os sorotipos que ocorrem em maior frequência em doenças transmitidas por alimentos são os 

sorotipos ½a, ½b, ½c, e em casos clínicos os principais sorotipos isolados são os 1ª, 1b e 4b, 

representando aproximadamente 90% dos casos de infecção por Listeria monocytogenes. Os 

isolados clínicos representam uma maior taxa de letalidade em doses baixas (TORRES et al., 

2005). 

 



 
 

4 METODOLOGIA 

 

 

4.1 Condições de crescimento e Cultivo de Bactérias do Ácido Lático 

 

 

Os isolados cultivados de Lactobacillus sp. pertencentes ao Laboratório de 

Microbiologia da Unoesc-Videira, foram obtidos a partir de produtos cárneos da região 

BORDIGNON (2005); GATTI (2007); DEBASTIANI (2012) , selecionados aleatoriamente 

para o ensaio de ação antimicrobiana, os micro-organismos encontram-se em um banco de 

linhagens com os Lactobacillus sp. Essas linhagens, assim como os padrões, estão 

preservados em glicerol 25% e são mantidas em freezer a -20ºC. 

Os isolados foram cultivados em caldo MRS. A reativação e cultivo dos isolados foi 

realizado inoculadando 1 mL do material armazenado, incubado sob condições de 

microaerofilia a 35°C/ 24 h. 

Após a incubação os tubos que apresentaram crescimento foram inoculados por 

estriamento em ágar MRS em e incubados a 30°C/24 h sob microaerofilia para obtenção de 

colônias isoladas puras. 

 

 

4.2 Condições de Cultivo e Crescimento dos Micro-organismos Indicadores 

 

 

Os indicadores utilizados no presente estudo são pertencentes a coleção de micro-

organismos ATCC (American Type Culture Collection): Enterococcus faecalis (ATCC 

29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella 

Typhimurium (ATCC14028) para cultivo, e o cultivo de Listeria monocytogenes Scott A 

realizados em meio caldo BHI.  

Para o cultivo inocula-se uma colônia pura isolada da cultura previamente crescida em 

ágar BHI em 5mL de caldo BHI, para E. faecalis, E. coli, S. aureus e S. Typhimurium 

incubados a 37°C por 24 h e para L. monocytogenes a incubação realizou-se a 30°C por 24 h. 

Para posterior utilização nos ensaios de atividade antimicrobiana. 
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4.3 Caracterização Fenotípica e Bioquímica de Bactérias Láticas 

 

 

4.3.1 Aspectos Morfológicos dos Isoladas 

 

 

Os cultivos purificados incubados em Ágar MRS foram submetidos à coloração de 

Gram para observação da Morfologia e diferenças estruturais da parede celular. 

A partir da observação em microscópio óptico, quando apresentarem aspectos 

morfológicos de bacilos ou cocos Gram positivos, foram testados quanto a produção da 

enzima catalase (REZENDE et al., 2011). 

 

 

4.3.2 Prova da Catalase 

 

 

Uma alçada de uma colônia típicas crescida em ágar MRS (30°C/24h) foi transferida 

para uma lâmina de microscopia e adicionada uma gota de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

3%, de evidenciado o borbulhamento imediato a reação será positiva, caso o borbulhamento 

não ocorra a reação será negativa (DUARTE et al. ,2016). 

 

 

4.3.3 Fermentação de Carboidratos 

 

 

Os isolados Gram positivos catalase negativa foram testados quanto a capacidade de 

fermentar carboidratos, 1 mL das culturas dos isolados tiveram seu pH ajustado para 7 

utilizando-se NaOH 0,1 mol/L, foram semeados em 5mL de caldo vermelho de fenol 

adicionado de  0,01% dos açúcares glicose, lactose, sacarose e sorbitol.  

Os tubos foram incubados a 37°C por 48h. A modificação da coloração do meio para 

amarelo indica a fermentação do carboidrato, caso não ocorra modificação na coloração do 

meio indica que não ocorreu a fermentação. 
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4.4 Análise da Produção de Substâncias Antimicrobianas 

 

 

A verificação da atividade antimicrobiana de bactérias do ácido lático foi realizada 

utilizando o método de difusão em ágar, permitindo uma análise mais completa com a 

produção de compostos que se formarão na placa de Petry frente aos patógenos em estudo, os 

ensaios foram realizados em triplicata para maior confiabilidade dos resultados. 

Para a avaliação do potencial de substâncias antimicrobianas, em particular a de 

bacteriocinas produzidas por bactérias láticas, foi utilizado a metodologia Well diffusion assay 

(difusão em poços), segundo Schillinger e Lucke (1989) foram utilizados 100µL de cultura 

indicadora (E. coli, E. faecalis, L. monocytogenes, S. aureus e Salmonella Typhimurium).  

Os indicadores previamente crescidos em caldo BHI foram inoculados pelo método de 

semeadura em profundidade em ágar BHI. Após a solidificação foram perfurados poços de 6 

mm de diâmetro onde ocorreu a  adição de 70 µL do sobrenadante da centrifugação (5min a 

1000 rpm) do caldo das culturas de bactéria lática previamente crescidas em caldo MRS.  

O pH das culturas foi ajustado para 5,5-6,0 com NaOH 2N. Como controle positivo 

um poço foi completado com 70 µL de solução de nisina contendo 100 µI (Nisaplin, 

Applin&Barret, Inglaterra) e como controle negativo, 70 µL caldo MRS estéril. 

A incubação realizou-se a 37ºC por 24 horas para E. coli, E. faecalis, Salmonella 

Typhimurium e S. aureus e para Listeria monocytogenes, incubação a 30°C por 24 horas. 

Durante a incubação, a substância produzida pela bactéria lática testada difundiu-se pelo ágar, 

inibindo o crescimento do indicador e formando um halo ao redor do orifício, caso a 

substância tenha caráter inibidor do crescimento da cultura indicadora. 

 

 

4.5 Caracterização Tecnológica de Lactobacillus sp. 

 

 

Os isolados selecionados a partir das técnicas anteriores foram avaliados quanto as 

suas características tecnológicas, deu-se ênfase às características relacionadas ao produto ao 

qual as culturas em estudo foram adicionadas, a partir da avaliação do crescimento em: 
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extremos de temperatura, pH e diferentes concentrações de sal, formação de gás a partir da 

glicose, produção de diacetil. 

 

 

4.5.1 Produção de Gás a partir da Glicose 

 

 

Para observar a produção de gás a partir da glicose foi utilizado caldo MRS (glicose 

20 g/L, proteose peptona 10g/L, extrato de carne 8g/L, extrato de levedura 4g/L, polisorbato 

80 1 ml/ L, fosfato dipotássio 2g/L, acetato de sódio 5g/L, citrato diamônio 5g/L, sulfato 

magnésio 0,2g/L, e sulfato manganês 0,05g/L), contendo tubos de Durhan invertidos para a 

coleta do gás produzido pela fementação, determinada pela inoculação ao nível de 10% da 

cultura, previamente reativada em caldo MRS e incubada a 37ºC sob agitação, por 24h, 

decorrido esse tempo foi observada a presença ou ausência de gás. 

 

 

4.5.2 Tolerância a variações de Temperatura, concentração de NaCl e pH 

 

 

A tolerância a extremos de temperatura, concentração NaCl e pH  foi determinada pelo 

inóculo ao nível de 1% da cultura crescida em caldo MRS,  foi transferido 1 mL da cultura 

para tubos contendo caldo MRS com concentração de 0%, 4% e 8% de NaCl, incubados a 

30°C/24h, os isolados foram incubados a temperaturas de 10°, 37°C e 45ºC /24 h, os teste de 

pH foram realizados a partir do cultivo dos isolados em pH 2,0, 4,5 e 6,0 o crescimento foi 

determinado por espectrofotometria a 520 nm e contagem com resultados expressos em 

UFC/mL. 

Para a determinação das unidades formadoras de colônia para o crescimento em 

diferentes temperaturas, concentração de NaCl e pHs, foi realizada pela regressão linear dos 

valores de UFC, em relação a densidade óptica através da equação y= 2e-08x+0,0774, R= 

0,9514 (POFFO, 2011). 

Os resultados foram avaliados pelo teste de Tukey a 5% de significância utilizando o 

software estatístico Statistica ® 10 para Windows. 
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4.5.3 Produção de Diacetil 

 

 

A produção de diacetil foi determinada por um mixing de 1mL das culturas inoculada 

a 1% e incubada por 24 horas a 30ºC, com 0,5 mL de α-naftol (1% em 96% de etanol) e 0,5 

mL de hidróxido de potássio a 16%. O mixing foi incubado a 30ºC por 10 min, quando ocorre 

a formação de um halo púrpura no topo de tubo a reação será positiva, caso o halo apresente 

coloração amarelada a reação é considerada negativa. 

 

 

4.5.4 Resistencia a antibióticos 

 

 

Os isolados LC07, LC31 e LSB09 foram selecionados por critérios tecnológicos para a 

fabricação do queijo minas frescal e ensaio de inibição frente a patógenos, o perfil de 

resistência a antibióticos foi obtido utilizando a metodologia de disco difusão descrita por 

Kirby e Bauer (1966). Utilizando a série de discos Multifar 15 Série Gram-Positiva (CEFAR-

Diagnostica, Brasil), com os antibióticos Cefalotina, Clindamicina, Eritromicina, Oxacilina, 

Penicilina G, Vancomicina, Amicacina, Ampicilina, Ceftazidima, Ciprofloxacino, 

Cotrimoxazol, Cloranfenicol, Gentamicina, Tetraciclina e Tobramicina. 

 

 

4.6 Fabricação do Queijo Minas Frescal Adicionado de Bactérias do Ácido Lático 

Produtoras de Substâncias Antimicrobianas 

 

 

As culturas lácteas previamente selecionadas foram os isolados de Lactobacillus sp. 

LC07, LC31 e LSB09 devido ao perfil de inibição de patógenos e critérios tecnológicos 

relacionados às condições em que serão expostas durante o processo de fabricação do queijo 

minas frescal.  
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Primeiramente, os isolados de bactérias láticas foram avaliados quanto ao potencial de 

inibição de micro-organismos patogênicos em Queijo Minas Frescal. Após o Queijos Minas 

Frescal, produzido com a adição dessas bactérias, foi avaliado quanto a parâmetros físico-

químico, microbiológicos e sensoriais. Comparando com o queijo produzido com fermento 

comercial mesofílico tipo O (Docina ®). 

 

 

4.6.1 Determinação do potencial das Bactérias Láticas na Inibição de micro-

organismo Patogênicos em Queijo Minas Frescal 

 

Nesta análise foram realizados dois planejamentos: primeiro, foi avaliado o potencial 

do Pool de Lactobacillus pré-selecionados (LC07, LC31 e LSB09) em inibir o crescimento 

dos micro-organismos testes patogênicos (E. coli, L. monocytogenes, S. aureus e Salmonella 

Typhimurium) inoculados no queijo minas frescal (Tabela 2); em um segundo momento, foi 

avaliado o potencial de cada Lactobacillus sp. individualmente, em inibir S. aureus (Tabela 

3). 

Para fabricação dos queijos foram utilizados 50 L de leite pasteurizado, totalizando 12 

peças que foram fracionadas em 60 porções de 50 g embaladas separadamente para utilização 

nos dias decorrentes das análises.  

O leite foi aquecido a 35°C, neste foi adicionado 6mL de solução de CaCl2 a 50%. 

Neste momento foram adicionados os Lactobacillus com atividade antimicrobiana (o pool ou 

cada isolado individualmente, conforme o experimento) ou fermento comercial mesofílico 

tipo O (Docina ®) na proporção de 10% do volume total de leite utilizado para a fabricação 

do queijo. A mistura foi incubada em estufa a 35°C para manutenção da temperatura ideal 

para ação das enzimas formadoras do coalho e para a multiplicação da cultura, após o 

processo de coagulação foi realizado o corte da massa em cubos de 2 cm de aresta, realizando 

a etapa de mexedura que tem por finalidade a dessoragem, o processo de mexedura deve ser 

realizado lentamente até total exsudação do soro do interior dos grão da coalhada (Figura 2) 

(FURTADO,1994)  Referenciar 

Após a dessora parcial da massa foi realizado o processo de enformagem e prensagem 

para retirada do soro e compactação da massa, na superfície dos queijos foi inoculado as 

culturas indicadoras de acordo com os tratamentos. 
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Para a obtenção do Pool de Lactobacillus sp., os 3 isolados foram inoculados em  

caldo MRS incubado a 37°C/ 24h em jarra de anaerobiose. Após o crescimento, foi 

transferido 1mL (3,00x108 UFC/mL) desse pool para 10mL de caldo MRS, seguida de 

incubação a 37ºC por 20h..Para inoculação no queijo, os inóculos foram obtidos em 200 mL 

de leite desnatado reconstituído (0,5%) e incubado a 37°C/ 24 h, após o pré-inóculo foi 

adicionado ao leite para fabricação do queijo minas frescal de acordo com os tratamentos 

(FURTADO,1994) .  

Lactobacillus com atividade antimicrobiana (Pool de Lactobacillus contendo LC07, 

LC31 e LSB09) a concentração celular final adicionado aos queijos foi de 1,15x1010 UFC/mL 

(Tabela 2). Já para o ensaio de inibição frente S. aureus os isolados LC07 (7,58x108 

UFC/mL), LC31 (1,51 x108 UFC/mL) e o LSB09 (2,01x108 UFC/mL) foram inoculados em 

10 mL de caldo MRS incubados a 37°C/20 h. 

 

Tabela 2: Análise do potencial do Pool de Lactobacillus sp. em inibir patógenos em Queijo Minas 
Frescal 

Tratamento  Pool 

Lactobacillus 

E. coli L. momocytogenes S. aureus S. 

Typhimurium 

T1* -- 6,81x105 -- -- -- 

T2 1,15x1010
 6,81x105 -- -- -- 

T3* -- -- 5,35x105  -- -- 

T4 1,15x1010
 -- 5,35x105  -- -- 

T5* -- -- -- -- 1,47x105  

T6 1,15x1010
 -- -- -- 1,47x105 

T7* -- -- -- 1,47x105 -- 

T8 1,15x1010   1,47x105 -- 

Os valores compreendem a concentração em UFC adicionados para cada microrganismo nos tratamentos. 
Os experimentos foram realizados em duplicata. 
(*) Queijos elaborados como controle positivo do crescimento foi utilizado como inóculo para a fermentação do 
queijo o fermento mesofílico tipo O (Docina ®) 

 

Após, foi realizado o segundo experimento, analisando-se a ação individual de cada 

um dos isolados sobre o S. aureus conforme delineamento apresentado na Tabela 3. 
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Tabela 3: Análise do potencial dos Lactobacillus sp. em inibir S. aureus em Queijo Minas Frescal 

Tratamento  Lactobacillus 

(UFC) 

S. aureus 

(UFC) 

T9 
B09 (7,80 x108) 1,47x105 

T10 
LC07 (6,50 x1010) 1,47x105 

T11 
LC31(7,80 x108) 1,47x105 

T12 - 1,47x105 

 
Os valores compreendem a concentração em UFC adicionados para cada microrganismo nos 

tratamentos. 
Os experimentos foram realizados em duplicata. 
 

Um controle adicional foi realizado com a inoculação do Pool de Lactobacillus, 

consistindo no controle negativo do desenvolvimento dos indicadores, e para o 

acompanhamento do desenvolvimento dos isolados durante o período de armazenamento. 

Foram inoculados 100 μL dos micro-organismos indicadores na superfície dos queijos 

de acordo com os tratamentos delineados na Tabela 2 e na Tabela 3. 

O produto foi embalado e armazenado geladeira a temperatura de 10°C ± 2°C por 28 

dias onde foram realizadas as analises microbiológicas para contagem de E. coli, L. 

monocytogenes, S. aureus e Salmonella Typhimurium, e contagem de bactérias láticas 

conforme representado no Fluxograma 1.  
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FLuxograma 1: Fluxograma da  fabricação do queijo minas frescal adicionado de Bactérias láticas com 
atividade antimicrobiana e micro-organismos indicadores para ensaio de inibição. 

 

 

Fonte: Autor (2016). 

 

A contagem foi realizada pela semeadura direta conforme Silva et al. (1998). Foram 

homogeneizado 10 g do queijo em 90 mL de água peptonada. Volumes de 0.1ml da amostra e 

de cada diluição foram semeados em profundidade em ágar seletivo (E. coli (ágar EMB), L. 
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monocytogenes (ágar ALOA), S. aureus (ágar Baird Parker) e Salmonella Typhimurium (ágar 

XLD)). As placas foram incubadas a 37°C por 24 a 48 horas. Para posterior contagem, os 

resultados obtidos nas contagens durante 28 dias foram expressos em UFC/10g do produto. 

Todas as análises foram realizadas em duplicata. 

Para contagem de bactérias láticas foi homogeneizado 10 g da amostra de queijo em 

90 mL de água peptonada, a contagem foi realizada pelo plaqueamento em profundidade em 

ágar M 17, seguido de incubação em jarra de anaerobiose a 37ºC por 48 horas (IDF, 1997). 

Todos os testes foram realizados em duplicata para maior confiabilidade dos resultados. Os 

resultados das contagens de bactérias láticas durante os 28 dias de armazenamento do produto 

foram analisados por ANOVA e teste de Tukey a 5 % de significância. 

 

Esquema 1: Contagem de bactérias láticas 

 

 
Fonte: IDF (1997) 

 

 

4.6.2 Caracterização do Queijo Minas Frescal Adicionado de Bactérias Láticas 

Produtoras de Substâncias Antimicrobianas 

 

 

Como parâmetro físico-químico de acompanhamento durante o armazenamento foram 

realizadas analise de pH nos dias 0, 1, 7, 14, 21 e 28. Para acompanhamento da relação das 
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alterações de pH com a manutenção das culturas láticas protetoras e das características 

sensoriais do produto. 

As análises microbiológicas para assegurar a qualidade microbiológica do produto 

foram analisadas de acordo com a metodologia descrita em BRASIL, 2003, e os micro-

organismos analisados encontram-se descritos na Tabela 4, os resultados foram analisados de 

acordo com BRASIL, 2001.  

 

Tabela 4: Analises Microbiológicas do Queijo Minas Frescal 

Análises Microbiológicas 

Análise Método* 

Mesófilos Contagem em Placas (PCA) 

Staphylococcus aureus Contagem de Staphylococcus aureus 

Coliformes Totais e Termotolerantes Número mais Provável 

* Métodos Analíticos Oficiais para Análises Microbiológicas para Controle de Produtos de Origem Animal e Água 

Fonte: BRASIL, 2003. 

 

 

4.6.3 Avaliação sensorial do Queijo Minas Frescal adicionado de Bactérias Láticas  

 

 

A análise sensorial foi conduzida no Laboratório de Nutrição da Universidade do 

Oeste de Santa Catarina 24 horas após a fabricação do produto, e no 21° dia de 

armazenamento, o painel sensorial foi composto de 50 provadores não treinados, que 

receberam a amostra do queijo adicionado do pool de Lactobacillus (amostra 002) e a amostra 

de queijo minas frescal produzido com fermento biológico tipo O (amostra 001) juntamente 

com a ficha de avaliação.  

O teste de aceitação foi aplicado usando escala hedônica de 5 pontos sendo: 1- para 

não aprovei o produto e 5- para aprovei o produto. O teste envolvendo a formulação avaliou 

os seguintes parâmetros: aparência, cor, odor, textura e sabor. 

Os resultados da análise sensorial foram avaliados estatisticamente através de 

ANOVA e teste de média de Tukey a 5% de significância utilizando o software STATISTICA 

10. 
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4.7 Identificação Molecular das Bactérias Láticas 

 

 

Para análise molecular foi utilizada a técnica de ARDRA, a técnica utilizada foram 

construídos e analisados os perfis moleculares e comparados com as referências (padrões), 

possibilitando a determinação das linhagens.  

Para a realização da técnica foi procedida a extração do DNA genômico dos isolados, 

a amplificação do rDNA 16S e a clivagem com endonuclease de restrição (VENTURA et al., 

2000). 

 

 

4.7.1 Extração do DNA 

 

 

Após a caracterização morfológica e bioquímica, os isolados que apresentarem 

características potenciais para utilização como cultura bioprotetora em produtos lácteos, os 

micro-organismos foram inoculados em caldo MRS para os cultivos e em seguida realização 

extração de DNA conforme SAMBROOK e RUSSEL (2001), com algumas modificações.  

Após a confirmação do crescimento, as culturas foram transferidas para um microtubo 

de microcentrífuga de 2mL par centrifugação a 5.000 rpm durante 5min. 

O sobrenadante foi descartado, e as células ressuspensas em 500µL de solução TE 

(10mM Tris 25Mm EDTA pH 8) ou FTA (solução para extração). Adiciona-se 25µL de 

solução estoque de lisozyma (50µg/mL) incubado a 37ºC por aproximadamente 30 min. 

Foi adicionado 15µL de proteinase K e procedida uma nova incubação por 30 min. a 

uma temperatura de 37ºC. Adiciona-se 60µL de SDS 20% ou o dobro de SDS 10%, mistura-

se sob leve agitação e incuba-se a 60ºC em banho maria por cerca de 15min. Procedeu-se a 

adição de 500µL de fenol-clorofórmio agitando vigorosamente em agitador tipo vórtex 

seguido de centrifugação a 10.000 rpm durante 10min. Depois transferiu-se a fase aquosa para 

outros microtubos de 2mL e adicionando-se 400µL de fenol-clorofórmio, agitando em vórtex 

vigorosamente. Centrifuga-se a 10.000rpm por mais 10min. Transfere-se uma alíquota de 

aproximadamente 500µL com micropipeta, da parte superior (aquosa) para microtubos de 
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1,5mL, adicionando-se 10µL de NaCl 5M (concentração final de 0,1M) e procede-se a 

precipitação dos ácidos nucléicos com 2 volumes de etanol absoluto (1mL) e coloca-se por 

cerca de 1h em freezer a temperatura aproximada de -20ºC. Procede-se nova centrifugação a 

10.000 rpm durante 20min, descarta-se o sobrenadante e o precipitado de ácidos nucléicos 

foram lavados com 500µL de etanol 70% gelado. Deixa-se secar a temperatura ambiente ou 

em microtubos abertos por aproximadamente 5min em estufa a 37ºC, procede-se a dissolução 

em 60µL de TE. 

Acrescenta-se 2µL de RNAse em cada microtubo incubado a temperatura ambiente 

por cerca de10min. 

Os DNAs extraídos dos isolados foram analisados em eletroforese de gel de agarose a 

1%. O material foi estocado a uma temperatura de -20ºC, para posteriormente ser utilizado na 

amplificação pela técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 

 

 

4.7.2 Amplificação e clivagem do DNA 16S por PCR 

 

 

Para a realização da técnica de ARDRA foi amplificada a região do rDNA 16S dos 

isolados de Lactobacillus spp. e seguida por clivagem com endonuclease de restrição Alu I 

(AGCT). Dessa forma, primeiramente foi obtido um perfil de bandas dessa região de RNAr 

16S para cada espécie padrão de Lactobacillus spp. (L. sakei ATCC 15521, L. plantarum 

ATCC 8014, L. casei ATCC 393, L. acidophilus ATCC 4356, L. delbrueckii subsp. lactis 

ATCC 7830, L. brevis ATCC 367, L. lendneri, L. curvatus L442 e L. fermentus ATCC 9338), 

e depois obtidos os perfis de bandas dos isolados e comparados com os padrões para 

confirmação da espécie. 

Na amplificação do gene 16S rRNA, os primers utilizados foram os primers universais 

FD1 (5' – AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3') e RP2 (5' -GGCTACCTTGTTACGACTT –

3') (WEISBURG et al., 1991). 

Na reação foi utilizado 15,3µL de água estéril, 2,5µL de Tampão 10X, 1µL de primer 

Foward e lµL de Reverse (25 pmol/µL), 1µL de cloreto de magnésio (50 mM), 2µL de dNTPs 

(1 mM), 1,25µL de DMSO e 2µL de DNA molde (50 ng/µL) e adicionadou-se 0,2µL da 

enzima Taq (5 U), para um volume final de 25µL. Foi realizado um controle negativo (sem 

DNA). 
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As reações de amplificação foram realizadas em termociclador da marca Thermo 

EletronCorp modelo HBSP02110. Sendo as condições para a reação de amplificação: 96°C 

por 5 minutos; 35 ciclos a 94°C por 40 segundos; 50°C por 1minuto; e 72°C por 1 minuto e 

30 segundos. No último estágio da reação será realizado um ciclo de 72°C por 10 minutos e 

4°C por 10 minutos. 

Os produtos da amplificação foram analisados em eletroforese de gel de agarose a 1%. 

Os amplicons obtidos do DNAr 16S sofrerão clivagem com enzimas de restrição AluI 

(Fermentas). Após a reação de PCR os fragmentos gerados de DNA serão separados por 

eletroforese em gel de agarose 3%, visualizados em luz ultravioleta e fotografado com câmara 

para fotografia de gel (PhotoCapt Software version 12,5 for Windows – Vilber lourmad). 

Os isolados que não foram identificados pela técnica de ARDRA tiveram a região do 

DNAr sequenciadas para determinar a espécie. Os amplicons foram purificados 

(SAMBROOK, RUSSEL, 2001) e enviados para sequenciamento para a empresa prestadora 

deste serviço Luwing Biotec (http://ludwigbiotec.com.br/; UFRGS). A quantidade de DNA e 

primer para sequenciamento seguiu as condições determinadas pela empresa. A qualidade das 

bases obtidas foram avaliadas pelo programa Phred Phap antes das mesmas serem 

comparadas com as sequências disponíveis no GenBank usando o programa BLAST 

(Altschul et al., 1997; NCBI - http:www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 

 

 



 
 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Foram reativadas 88 isolados obtidos a partir de produtos cárneos da região (GATTI, 

2007; BORDIGNON, 2005; DEBASTIANI, 2012; BARATTO, 2012) que estavam 

armazenados em freezers pertencentes aos Laboratórios de Biotecnologia de Micro-

organismos na Agroindústria I e II. Os isolados foram inoculados em caldo MRS e incubados 

em jarras de anaerobiose a 35°C / 24h.  

As culturas reativadas foram inoculadas em ágar MRS incubado a 35°C/ 24h sob 

condições de anaerobiose, para confirmação da pureza do isolado foi procedido à coloração 

diferencial de Gram e a prova da catalase. 

Os isolados que se encontravam contaminados foram descartados do presente estudo, 

para maior confiabilidade dos resultados. 

Todos os isolados puros testados apresentaram-se como Gram positivos, catalase 

negativa, 86 dos isolados estudados apresentavam morfologia em forma de bacilos, e 2 

isolados como cocos. 

 

 

5.1 Produção de Substâncias Antimicrobianas 

 

 

Os isolados que apresentaram características morfológicas e fenotípicas adequadas 

foram testados através do método de difusão em poços para a capacidade de produzir 

substâncias inibitórias do crescimento dos principais micro-organismos patogênicos (Tabela 

2) veiculados por queijos frescos (FRANCO; LANDGRAF, 2008; APOLINARIO et al., 

2014). 

Dos 88 isolados testados 40 apresentaram atividade frente a pelo menos um dos 

indicadores utilizados, desses 50% inibiram E. coli, 55% inibiram o crescimento de L. 

monocytogenes, 57,5% inibiram S. aureus, 47,5% inibiram o crescimento de Salmonella 

Typhimurium, e 20% dos 40 isolados apresentaram atividade frente a todos os indicadores 

utilizados no estudo. Na tabela 3 estão representados apenas as que apresentaram atividade 

antimicrobiana ao menos para um dos micro-organismos testes. 
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Tabela 5: Perfil de inibição dos isolados de bactérias láticas frente aos micro-organismos indicadores 
utilizados no estudo 

Isolado 
E. coli E. faecalis 

L. 
monocytogenes 

S. aureus 
S. 

Typhimurium  
Tamanho halo (mm) 

LC01  - 2 - 2 
LC05 - - 4 - - 
LC07 1 3 3 1 1 
LC08 1 1 - 2 - 
LC11 1 1 2 1 1 
LC12 - 1 - 2 - 
LC13 1 1 1 1 - 
LC18 1 - 1 - 1 
LC19 1 1 1 - - 
LC20 1 2 2 1 1 
LC21 - 2 1 1 1 
LC22 - 1 1 1 1 
LC23 2 1 1 1 1 
LC24 - 1 - 1 1 
LC25 1 - - 1 1 
LC28 - 2 1 1 1 
LC31 1 2 1 1 1 
LC32 - - 1 1 1 
LC33 1 - 1 1 - 
LC34 - 1 - 1 1 
LC35 - - - 2 - 
LC38 - - - 1 - 
LC39 - 3 - - - 
LC42 1 - - - - 
LC43 1 - - - - 
LCA2 1 2 1 1 1 
LCA7 - - 1 - - 
LCA10 - - - 1 - 
LCA14 1 1 4 1 1 
LCA32 - - 1 - - 
LSB01 1 2 - - 1 
LSB05 - 2 - - - 
LSB06 - 2 3 - - 
LSB09 2 3 4 2 1 
LS1.2 2 - - - 1 
LS2.2 1 1 2 3 - 
LS3.9 - - 5 - - 
LS5.2 1 - - - - 
LS7.5 1 - - - - 
LS8.1 - 2 4 1 - 
LS20.3 1 - 3 3 - 

LC: Lactobacillus sp.  isolados por Debastiani (2012). 
LCA: isolados de Lactobacillus sp. Baratto (2012). 
LS: isolados de Lactobacillus sp., Gatti (2007) e Bordignon (2010). 
-: não apresenta halo de inibição. 
Os isolados em destaque apresentaram atividade frente a todos os indicadores testados. 

 

Os halos de inibição apresentaram diâmetro entre 1 e 5mm, sendo que os isolados que 

apresentaram halos de tamanho entre 1 e 4 mm caracterizam como inibição fraca dos 

patógenos em estudo, o isolado LS3.9 apresentou halo de inibição com 5mm de diâmetro 
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frente L. monocytogenes apresentando inibição média, isso deve-se a utilização do 

sobrenadante sem o processo de concentração do extrato proteico e a neutralização dos ácidos 

produzidos pela cultura, em estudos realizados por Neto et al. (2005), Chioda et al. (2007) e 

Costa (2012) observaram halos de inibição com maiores tamanhos atribuindo-os a presença 

de ácidos orgânicos e outras substâncias inibitórias do crescimento microbiano. A exclusão do 

ácido promove a inibição por bacteriocinas e peroxido de hidrogênio (DE MARTINIS, 2001), 

isso pode ser evidenciado pela formação do halo de inibição definido como pode ser 

observado na Fotografia 1. 

 

Fotografia1: Halos de inibição dos isolados LC07 e LC8 frente L. monocytogenes evidenciando a 
formação de halo definido. 

 

Fonte: Autor (2016). 

 

A atividade antimicrobiana dos isolados verificada estão em concordância com 

resultados obtidos por Neto et al. (2005) que demonstraram a ação antagonista de 

Lactobacillus spp. Frente a S. aureus, L. monocytogenes e E. coli. Chioda et al. (2007) 

também observaram ação antagonista de algumas bactérias láticas contra Salmonella spp., E. 

coli O157:H7 e S. aureus. 

A utilização de Lactobacillus, com ação comprovada frete a micro-organismos 

patogênicos na fabricação de produtos fermentados de origem animal promovem uma 

melhora na segurança alimentar, tornando esses produtos mais seguros aos consumidores. 

Quando estas linhagens exibem também outras características tecnológicas, sua potencial 
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aplicação na indústria de alimentos é ampliado, o que favorece tanto as pesquisas acadêmicas 

quanto o desenvolvimento de produtos em nível industrial (COSTA, 2012).  

 

 

5.2 Caracterização Tecnológica de Lactobacillus 

 

  

A caracterização tecnológica foi realizada nos isolados LCA02, LC07, LC11, LCA14, 

LC20, LC23, LC31 e LSB09 os quais apresentaram atividade antimicrobiana frente a todos os 

micro-organismos testados. 

Determinando o crescimento nas temperaturas de 10°C, 37°C e 45° foi possível 

observar que a temperatura de 37°C houve um maior crescimento dos isolados, e o menor 

crescimento foi apresentado na temperatura de 45°C (Gráfico 1). 

O crescimento na temperatura de 37°C apresentou diferença significativa de 

crescimento em relação as demais temperaturas, sendo que entre as temperaturas de 10°C e 

45°C os isolados demonstraram melhor crescimento a temperatura de 10°C 

 
Gráfico 1: Crescimento dos Lactobacillus isolados nas temperaturas 10°, 37° e 45°C. 

 

Fonte: Autor (2016). 
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Entre os isolados os maiores crescimentos foram apresentados pelos isolados; LC31 

(1,31x107 UFC/mL) a temperatura de 10°C, LCA14 (2,09x107 UFC/mL) a temperatura de 

37°C e o isolado LC07 (1,74x107 UFC/mL) a temperatura de 45°C. O menor crescimento foi 

observado no isolado 11, 10°C (3,87 x106 UFC/mL), a 37°C (1,2 x10 UFC/mL 7) e na 

temperatura de 45°C o isolado não apresentou crescimento. 

Ao estudarem o crescimento de bactérias láticas em diferentes temperaturas Ishikawaa 

et al. (2003) e Poffo et al. (2011) observaram um crescimento significativo a temperatura de 

37°C em relação ao crescimento a 10°C e 45°C corroborando com os resultados obtidos no 

presente trabalho. 

A temperatura é um fator importante, pois determinados produtos, como o queijo pode 

passar por processos de defumação e refrigeração, onde altas e baixas temperaturas podem 

exercer efeito bactericida nestes micro-organismos, ou diminuir a capacidade de produzir 

substâncias antimicrobianas (SCHILLINGER, 1996).  

A capacidade de crescerem em temperaturas de 10°C e 45°C é um fator importante 

para o desenvolvimento de Lactobacillus em produtos fermentados, favorecendo a 

competição por nutrientes no período de armazenamento do produto, diminuindo o 

crescimento de micro-organismos patogênicos. Causando um efeito de proteção em produtos 

fermentados expostos a abusos de temperatura durante o período de armazenamento 

(VÁSQUEZ et al., 2009). 

Quando submetidos as concentração de 0, 4 e 8% de NaCl os isolados apresentaram 

crescimento em todas as concentrações a quais foram submetidas, sendo o tratamento de 0% 

quando comparada as demais concentrações teve crescimento significativo, comparando os 

crescimentos a concentração de 4% foram superiores as 8% (Gráfico 2). 

Nas diferentes concentrações foram observados os maiores crescimentos no isolado 

LC14 (2,08 x107 Log UFC/mL) a 0% de NaCl,  no isolado LSB09 (2,25 x107 log UFC/mL) a 

4%  e o isolado LC23 (1,39 x107 UFC/mL), o isolado LC11 apresentou menor crescimento a 

0% (1,19 x107 UFC/mL) e 8% (7,27 x106 UFC/mL) e o isolado LC20 (8,67 x107 UFC/mL)  

apresentou menor crescimento a concentração de 8%.  
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Gráfico 2: Crescimento dos isolados nas concentrações de 0%, 4% e 8% de NaCl 

 
Fonte: Autor, (2016). 
 

Os micro-organismos pertencentes ao grupo das bactérias láticas principalmente os 

Lactobacillus apresentam tolerância a presença de altas concentrações de NaCl, sendo 

considerados micro-organismos halotolerantes, podem  desenvolver-se em concentrações de 

até 10% NaCl, e seu crescimento pode ser limitado em baixas concentrações de NaCl 

(POFFO et al., 2011), tendência não confirmada no presente estudo onde os micro-

organismos estudados apresentaram crescimento significativo na ausência do NaCl. 

O NaCl é utilizado como componente das características organolépticas e aplicado 

como conservante de produtos alimentícios, sua presença é um fator limitante no crescimento 

microbiano, atua como uma barreira para o crescimento de patógenos, o fato dos 

Lactobacillus isolados crescerem em diversas concentrações de NaCl favorece o seu 

desenvolvimento em relação aos patógenos, o fato de não afetar o crescimento dos isolados 

beneficia sua aplicação em produtos onde o NaCl é utilizado (GUTIERREZ et al., 1995). 

O pH onde o melhor crescimento foi apresentado foi o de 4,5, seguido do pH6,0 e com 

menor crescimento o pH 2,0, a diferença significativa foi apresentado no pH 4,5 devido a este 

ser o pH ideal de crescimento dos isolados (Gráfico 3). 

Os isolados LC07 (7,32 x106 UFC/mL), LC11 (2,53 x107 UFC/mL) e LCA14 (2,09 

x107 UFC/mL) apresentaram maior crescimento nos pHs 2,0, 4,5 e 6,0 respectivamente e os 
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isolados LCA14 (4,92 x106 UFC/mL) , LC20 (1,90 x107 UFC/mL) e LC07 (1,25 x107 

UFC/mL) obtiveram um menor crescimento nos pHs 2,0. 4,5 e 6,0 respectivamente. 

 

Gráfico3: Crescimento dos isolados em diferentes valores de pHs 2,0, 4,5 e 6,0. 

 
Fonte: Autor, (2016). 
 

Os Lactobacillus são considerados micro-organismos acidúricos, desenvolvendo-se 

melhor em produtos com pH ácido, o pH também pode ser determinante para o crescimento 

desses micro-organismos em diferentes condições de processamento de produtos fermentados, 

e pode também determinar a utilização dos mesmos como cultura probióticas em alimentos 

(ALVES et al., 2011).  

O pH atua como fator limitante do crescimento ou manutenção da viabilidade celular 

de Lactobacillus, a exposição a variações de pH pode afetar o desenvolvimento de substâncias 

antimicrobianas e afetar as condições de competir com micro-organismos patogênicos. Dessa 

forma, os lactobacilos que apresentarem crescimento satisfatório em condições extremas estes 

possuem potenciais para utilização como culturas protetoras em alimentos, principalmente por 

apresentarem características de crescimento que permitam competir diretamente por substrato 

com micro-organismos patogênicos (OLIVEIRA et al., 2012).  

Os isolados LC07, LC31 e B09 apresentaram crescimento similar nas características 

tecnológicas testadas in vitro apresentando características desejáveis para sua aplicação como 
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culturas protetoras sendo assim selecionados para a produção dos queijos, os isolados foram 

testados quanto ao perfil de resistência frente a 15 antibióticos. 

Os isolados LC07 e LSB09 (Tabela 6) apresentaram resistência aos antibióticos 

ciprofloxacina, amicacina, vancomicina, penicilina, oxalicina e cefalotina, o isolado LC31 

apresentou resistência ciprofloxacina, amicacina, penicilina, oxacilina e cefalotina. 

 

Tabela 6: Média dos halos de inibição dos isolados LC07, LC31 e LSB09 obtidos no antibiograma 

Antibiótico R  I S LC07 LC31 LSB09 

Ciprofloxacina (CIP) ≤15 16-20 ≥ 21 0,66 15,5 15,66 

Tetraciclina (TET) ≤14 15-18 ≥18 28,33 38,66 47 

Tobracina (TOB) ≤9 10-11 ≥12 11,66 13,33 15 

Amicacina (AMI) ≤14 15-16 ≥17 13 15 15,57 

Ampicilina (AMP) ≤16 -- ≥17 29 34,33 24,44 

Ceftazidima (CAZ) ≤14 15-17 ≥18 23,66 21,66 20 

Cloranfenicol (CLO) ≤16 16-20 ≥21 40 41,33 36,66 

Sufazotrin (SUT) ≤12 13-17 ≥18 33,34 30 25,33 

Gentamicina (GEM) ≤12 13-14 ≥15 19,33 20 15 

Vancomicina (VAN) ≤09 10-11 ≥12 5,67 20 0 

Penicilina (PEN) ≤19 -- ≥20 4,33 0,67 0 

Oxacilina (OXA) ≤10 11-12 ≥13 0,36 0,67 0 

Cefalotina (CFL) ≤14 15-17 ≥18 12,66 7,66 7 

Eritromicina (ERI) ≤13 14-17 ≥18 33,33 46,67 34 

Clindamicina ≤14 15-20 ≥21 36,66 40 29,33 

R: Valores de tamanho de halo em mm para determinar a resistência ao antibiótico, I: Valores de tamanho de 
halo em mm para determinar sensibilidade intermediária ao antibiótico. S: Valores de tamanho de halo em mm 
para determinar a sensibilidade ao antibiótico.  
A média dos tamanhos dos halos em mm obtidos no teste de sensibilidade nos isolados testados. 
Fonte: Autor (2016) 

 

Em estudos conduzidos por Cebeci e Gürakan (2003) e Danielsen e Wind (2003) 

observaram a resistência de Lactobacillus a penicilina, e Zhou et al. (2005) a cefalotina, em 

contrapartida Temmerman et al. (2003) e  Cebeci e Gürakan (2003) observaram a 

sensibilidade de Lactobacillus sp. a antibióticos da classe dos β-lactâmicos. A resistência aos 

β-lactâmicos em linhagens de Lactobacillus dá-se principalmente pela impermeabilidade da 

parede celular, visto que não apresentam atividade de β-lactamases (CHARTERIS et al,. 

1998). 

Os isolados apresentaram resistência ou sensibilidade intermediária a amicacina, 

antibiótico pertencente à classe dos amiloglicosídeos, a resistência a essa classe de 
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antibióticos por BAL também foi observada por Charteris et al. (1998); Danielsen e Wind 

(2003); Temmerman et al. (2003) e Zhou et al. (2005). Essa classe de antibióticos possui forte 

atividade em micro-organismos aeróbios, pois esses apresentam alto potencial de membrana 

facilitando a entrada desses antibióticos por processos eletroforéticos ou por algum 

mecanismo ainda não elucidado, já os micro-organismos anaeróbios geralmente apresentam 

resistência a essa classe que pode ser explicada pelo baixo potencial de membrana em 

ambientes anaeróbios, a impermeabilidade da membrana impede a ação desses antibióticos, 

dessa forma micro-organismos anaeróbios como os Lactobacillus possuem resistência 

intrínseca a essa classe de antimicrobianos (ELKIN; MULLIS, 2004). 

A resistência frente à vancomicina foi observada nos três isolados testados, a 

resistência a esse antibiótico glicopeptídico em Lactobacillus foi observada em trabalhos 

conduzidos por Cebeci e Gürakan (2003); Danielsen e Wind (2003) e Temmerman et al. 

(2003). A alteração do sítio de ligação do antibiótico ao peptídeoglicano da parede celular 

desses micro-organismos reduz a afinidade do antibiótico com a parede celular do micro-

organismo, esse mecanismo de resistência está associado a micro-organismos como os 

Lactobacillus que apresentam resistência intrínseca a vancomicina (WRIGHT, 2003). A 

utilização de Lactobacillus resistentes à vancomicina tem sido utilizada há anos pela indústria 

de alimentos, não existindo a indicação de esses serem capazes de transferir a resistência a 

outros micro-organismos (MATTILA-SANDHOLM et al., 1999). 

Os isolados apresentaram resistência a ciprofloxacina antibiótico pertencente a classe 

das quinolonas, essa resistência deve-se ao fato de ocorrerem mutações nas enzimas DNA 

girase e topoisomerase IV, principais alvos para a ação desses antibióticos (BERGER-

BÄCHI; ROHRER, 2002). 

Linhagens de Lactobacillus isolados de produtos artesanais frequentemente 

apresentam multirresistência a antibióticos, esse fato é devido à resistência natural desses 

micro-organismos frente ao agente ou pela transferência genética via conjugação (JUSTO, 

2013), fatores intrínsecos como a estrutura da parede celular e suas propriedades metabólicas 

corroboram com a resistência desses micro-organismos a diversas classes de antimicrobianos, 

a impermeabilidade tem sido o mecanismo de resistência observado com maior frequência 

(CHARTERIS et al,. 1998), entretanto para alguns antimicrobianos esses mecanismos ainda 

não foram esclarecidos em bactérias do gênero Lactobacillus (KASTNER et al., 2006). 

Apesar de demonstrarem resistência a antibióticos o uso de Lactobacillus sp isolados 

de produtos artesanais tem sido aplicados em produtos alimentícios sem apresentarem riscos 
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de transferências de resistências para micro-organismos patogênicos (CHARTERIS et al,. 

1998, JUSTO, 2013), visto que os mecanismos de resistência elucidados até o presente 

conferem o status de resistência intrínsecas relacionadas principalmente a impermeabilidade 

da parede celular desses micro-organismos, são necessários realizar estudos para o 

detalhamento do perfil dos genes envolvidos na resistência apresentadas pelos isolados para 

definição de suas origens e o comportamento dessa resistência em produtos alimentícios para 

que não ocorra transferências das resistências apresentadas para micro-organismos 

patogênicos. 

 

 

5.3 Inibição de Lactobacillus sp. frente a patógenos em modelo de queijo minas 

frescal 

 

 

A análise do desenvolvimento dos patógenos em queijo minas frescal foi realizado 

através do método de contagem direto em ágar seletivo nos dias de armazenamento 0 

(inóculos adicionados aos queijos), 1, 7, 14, 21 e 28. 

No experimento para determinação do potencial dos Lactobacillus sp. em inibir E. 

coli, o tratamento 1 (T1) consistiu na adição de E. coli sem a presença do Pool de 

Lactobacillus que apresentou contagem final após 28 dias de armazenamento de 3,40 x104 

UFC/10 g de queijo com  redução de 1 log de UFC/10g do produto em relação ao inóculo 

(6,81x105). Em comparação com o tratamento 2 (T2) onde foi realizada a adição de E. coli   + 

Pool de Lactobacillus no 28° dia de armazenamento apresentou redução de 2 log em  UFC/10 

g de produto, foi possível evidenciar a redução gradativa das contagens ao decorrer do  

armazenamento. 

A redução do crescimento no T2 foi superior ao observado no T1 a partir do 7° dia de 

armazenamento (Gráfico 4) foi possível evidenciar diferenças significativas entre os 

tratamentos no teste média de Tukey a 5% evidenciando a capacidade de reduzir as contagens 

de E. coli em queijo minas frescal. 

Nos dias 1,7, 14, 21 e 28 de armazenamento foi possível evidenciar que o T2 ao qual 

foi adicionado o Pool de Lactobacillus apresentou uma redução maior nas médias das 

contagens (1,00x105 UFC/10g) do patógeno em relação ao T1 E. coli sem a presença do Pool 

de Lactobacillus, (1,95x106 UFC/10g), sendo que no sétimo dia de armazenamento pode ser 
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observado que o Pool de Lactobacillus promoveu um efeito inibitório significativo do 

crescimento de E. coli em relação ao tratamento T1.  

Ao avaliar o efeito antagônico de L. acidophilus sobre E. coli, Alves (2010) observou 

a diminuição de 3 ciclos logarítmicos do indicador durante o tempo de armazenamento não 

sendo esse capaz de eliminar totalmente o micro-organismo, como no presente trabalho, 

Souza (2006) ao estudar a evolução de bactérias do grupo coliformes termotolerantes em 

queijo minas frescal adicionado de Lactobacillus constatou a inibição do contaminante, o 

mesmo não ocorrendo em queijos fabricados pelo processo tradicional. Chioda et al. (2007) 

constataram que bactérias do gênero Lactobacillus sp. apresentam potencial de uso na 

indústria de alimentos para o controle de E. coli. 

 

Gráfico 4: Potencial de inibição do pool de Lactobacillus sp. sobre E. coli durante o armazenamento 

  
* : diferença significativa pelo teste de média de Tukey a 5% entre os tratamentos T1 e T2 nos dias de 
armazenamento 1, 7, 14, 21 e 28. 
Fonte: Autor (2016). 

 

O potencial de inibição de L. monocytogenes pelo Pool de Lactobacillus foi realizado 

pela comparação das contagens dos patógenos obtidas no tratamentos 3 (T3 L. monocytogenes 

sem a presença do Pool de Lactobacillus) utilizado como controle positivo do crescimento do 

patógeno e no tratamento 4 (T4 L. monocytogenes + Pool de Lactobacillus). 

O T3 apresentou contagem de 2,10 x104 UFC/10g no 28° dia de armazenamento 

ocorrendo a diminuição de 1 log de UFC no decorrer do armazenamento, já no T4 (L. 

monocytogenes + Pool de Lactobacillus) a contagem final foi de 3,00 x101 UFC/10g 

diminuindo 4 log de UFC nos 28 dias de armazenamento.  

No 14° dia de armazenamento foi possível observar a maior diferença nas contagens 

do patógeno entre os tratamentos, o T4 onde houve a adição do Poll de Lactobacillus 
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apresentou uma redução na contagem em relação ao T3 evidenciando a capacidade inibitória 

do crescimento de L. monocytogenes pelo Pool de Lactobacillus. 

Os tratamentos T3 e T4 (Gráfico 5) diferiram-se significativamente no teste de 

significância a 0,05% (p≤0,01) essa redução evidencia que a adição do Pool de Lactobacillus 

controlou o crescimento de L. monocytogenes durante o armazenamento. No teste de médias 

de Tukey a 5% os tratamentos no dia 7 não apresentaram diferença significativa, já os 

tratamentos nos dia 1, 14,21 e 28 apresentaram diferenças significativas entre si. 

Segundo Prezzi (2014), ao estudar o comportamento L. monocytogenes em queijo 

minas frescal adicionado de Lactobacillus rhamnosus não foi possível observar a inibição de 

L. monocytogenes. Já Hermanns (2013), ao observar o comportamento de L. monocytogenes 

em queijo minas frescal adicionado de cultura bacteriocigênica, observou a diminuição de 1 

ciclo logarítmico até o 14° dia de armazenamento, no decorrer do armazenamento as 

contagens mantiveram-se constantes. A ação de culturas bacteriocigênicas sobre L. 

monocytogenes promove o controle do crescimento celular com efeito bacteriostático sobre o 

crescimento, mas não é capaz de eliminar totalmente o patógeno (FURTADO, 2010). 

 

Gráfico 5: Potencial de inibição do pool de Lactobacillus sp. sobre L. monocytogenes durante o 
armazenamento 

 

 
*: diferença significativa pelo teste de média de Tukey a 5% entre os tratamentos T3 e T4 nos dias de 
armazenamento 1, 14, 21 e 28. 
Fonte: Autor (2016). 
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O crescimento de Salmonella Typhimurium foi analisado no decorrer dos 28 dias de 

armazenamento, o T5 (Salmonella Typhimurium sem adição do Pool de Lactobacillus) 

apresentou um decréscimo de 2 log de UFC no decorrer do tempo de armazenamento, 

chegando a contagem de  9,00 x103 UFC/10 g de produto, no final do 28° dia de 

armazenamento, já o T6 (Salmonella Typhimurium + Pool de Lactobacillus) apresentou 

contagem de 1,50 x103 UFC/ 10g do produto, reduzindo 2 log de UFC em relação ao inóculo 

(Gráfico 6).  

 
Gráfico 6: Potencial de inibição do pool de Lactobacillus sp. sobre Salmonella Typhimuirium  durante o 

armazenamento 

 

*: diferença significativa pelo teste de média de Tukey a 5% entre os tratamentos T5 e T6 nos dias de 
armazenamento 21 e 28. 

Fonte: Autor (2016). 
 

No 1° e 7° dia de armazenamento os tratamentos T5 e T6 não diferiram-se 

estatisticamente ocorrendo uma elevação das contagens em relação ao inoculo adicionado no 

dia 0 em ambos os tratamentos, a partir do 14° dia de armazenamento ocorreu a diminuição 

das contagens, no 21° e 28° dia de armazenamento pode ser evidenciado uma redução 

significativa das contagens do patógeno no T6 em relação ao T5.  

Entre os tratamentos houve diferença significativa (p≤0,005), evidenciando que a 

redução na contagem de Salmonella Typhimurium quando em presença do Pool de 

Lactobacillus demonstrando um efeito inibitório sobre o patógeno ao longo do 

armazenamento.  
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Chateau et al. (1993) avaliaram a atividade inibitória in vitro de L. fermentum, L. 

rhamnosus, L. plantarum, L. acidophilus e L. pseudoplantarum frente à e Salmonella 

Typhimurium demonstrando a eficiência do uso de Lactobacillus para o controle do 

crescimento do patógeno. Barros et al. (2009) ao estudarem a atividade antimicrobiana in 

vitro de Lactobacillus salivarius observaram a inibição á Salmonella in vitro, não foram 

encontrados dados referente a inibição de Lactobacillus frente a Salmonella em queijo minas 

frescal.  

O potencial de inibição do Pool de Lactobacillus sp. sobre S. aureus constituiu em 

dois tratamentos, o tratamento 7 (T7) inoculado com S. aureus controle positivo do 

crescimento e o tratamento 8 (T8) onde foi inoculado S. aureus e o Pool de Lactobacillus sp., 

As contagens obtidas nos T7 (S. aureus sem adição do Pool de Lactobacillus) apresentou 

crescimento durante os 28 dias de armazenamento com contagem de 9,20 x105 UFC/10g no 

28° dia de armazenamento, no T8 (S. aureus + pool de Lactobacillus) ocorreu redução nas 

contagens  para 1,10 x104 diminuindo 1,9 log de UFC no decorrer do armazenamento. 

A maior redução das contagens (Gráfico 7) pode ser observada no 7° dia de 

armazenamento onde o tratamento T8 (S. aureus + do Pool de Lactobacillus) apresentou 

redução significativa na contagem do patógeno em relação ao tratamento T7, a mesma 

tendência pode ser observada nos dias 14,21 e 28 onde o T8 apresentou redução significativa 

das contagens em relação ao tratamento T7. 
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Gráfico 7: Potencial de inibição do pool de Lactobacillus sp. sobre S. aureus durante o armazenamento 
 

 
*:diferença significativa pelo teste de média de Tukey a 5% entre os tratamentos T7 e T8 nos dias de 
armazenamento7, 14,  21 e 28. 
Fonte: Autor (2016). 

 

Com a finalidade de avaliar o potencial de inibição dos Lactobacillus, 

individualmente, sobre o crescimento de S. aureus, foi realizado um novo experimento. Neste, 

cada tratamento constituição na adição, em separado, dos isolados e comparados o seu efeito 

no crescimento do microrganismo teste, entre si, com o Pool de Lactobacillus e sem a adição 

desses. 

O ensaio de inibição de S. aureus frente aos isolados constituiu em 4 tratamentos, o 

tratamento 9 (T9) foi realizado adicionando S. aureus + isolado LC07, o tratamento 10 (T10) 

consistiu na inoculação de S. aureus+ isolado LC31, e ao tratamento 11 (T11) foi adicionado 

S. aureus + isolado LSB09. 

Nos tratamentos T7 (S. aureus+ LC07), T8 (S. aureus+ LC 31) e T9 (S. aureus + 

LSB09) foi possível observar uma diminuição de 2 log de UFC no decorrer do 

armazenamento (Gráfico 8), sendo as contagens no 28° dia de armazenamento apresentando 

no T7 6,85 x103 UFC/10g, no T8 5,95 x103 UFC/10g e no T9 2,85 x103 UFC/ 10 g de 

produto. 
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*: diferença significativa pelo teste de média de Tukey a 5% entre os tratamentos T7 e T8 nos dias de 
armazenamento 1, 7, 14,  21 e 28.  
Fonte: Autor (2016). 

 

Ocorreram diferenças significativas entre os tratamentos no teste de significância a 

0,05% (p≤0,005), demonstrando a diminuição das contagens de S. aureus nos tratamentos 

onde foram adicionados os Lactobacillus.  

No primeiro dia de armazenamento ocorreu um aumento nas contagens do patógeno 

em todos os tratamentos (Gráfico 8), sendo que o tratamento T9 onde ocorreu a inoculação do 

isolado LC07 as contagens de S. aureus apresentaram crescimento superior ao tratamento T7 

utilizado como controle do crescimento do patógeno, o mesmo efeito não foi observado nos 

tratamentos T10 (LC31) e T11 (LSB09), o aumento da contagem pode ser devido ao fato das 

células de Lactobacillus terem sido inoculadas indiretamente ao leite necessitando de um 

período de adaptação do metabolismo as condições de armazenamento do produto. 

A partir do 7° dia de armazenamento ocorreu uma redução gradual das contagens de S. 

aureus nos tratamentos com os isolados T9, T10 e T11 em relação ao tratamento T7, 

demonstrando o efeito inibitório do crescimento de S. aureus no decorrer do armazenamento. 

No 21° e 28° dia de armazenamento foi possível observar uma maior diminuição das 

contagens do patógeno nos tratamentos T9, T10 e T11 em relação ao tratamento controle, o 

isolado LSB09 apresentou um efeito inibitório mais efetivo em relação aos demais isolados.  

No 1° dia de armazenamento o tratamento T9 (S. aureus + LC07) apresentou 

crescimento do patógeno superior aos tratamentos T8 (S. aureus + Pool de Lactobacillus), e 

aos tratamentos T10 (S. aureus + LC31) e T11 (S. aureus+ LSB09). No 7° dia de 

Gráfico 2: Potencial de inibição dos isolados LC07, LC31 e LSB09 sp. sobre S. aureus durante o
armazenamento. 
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armazenamento (Gráfico 8) o tratamento T8 apresentou menores contagens em relação ao 

tratamento T11, as menores contagens podem ser observadas nos tratamentos T10 e T9 

respectivamente. A partir do 14° dia de armazenamento o tratamento T11 apresentou menores 

contagens do patógeno em relação aos tratamentos T8, T9 e T10, tendo como contagem final 

no 28° dia de armazenamento 2,85x103 UFC/10g de queijo, reduzindo 1,4 log de UFC/10g de 

queijo. 

As menores contagens foram obtidas quando houve a utilização individual dos 

Lactobacillus, onde o T9 (S. aureus + LSB09) apresentou uma redução final superior das 

contagens de S. aureus em relação aos demais tratamentos em um período de armazenamento 

de 28 dias. 

O efeito inibitório de Lactobacillus sobre bactérias patogênicas pode variar de acordo 

com a produção de substâncias inibitórias do crescimento microbiano sendo que o efeito pode 

ser atribuído à competição por substrato.  

Ao avaliar a ação inibitória de L. rhamnosus sobre S. aureus, Prezzi (2014) inoculou S. 

aureus na concentração de 1,0 x105 UFC/g de queijo e uma cultura de Lactobacillus 

rhamnosus na concentração de 1,0x109 UFC/ g de queijo e observou um crescimento para 

5,8x106 UFC/mL do patógeno no 21° dia de armazenamento demonstrando que não houve o 

controle do patógeno pela bactéria lática no decorrer de 21 dias de armazenamento. Martins 

(2012) observou um efeito inibitório durante o armazenamento de queijo minas frescal de S. 

aureus na presença de Lactococcus lactis associado às bacteriocinas Nisina e Bovicina HC5, 

não demonstrando efeito inibitório quando o micro-organismo foi aplicado sem associação 

das bacteriocinas. 

A aplicação de Lactobacillus para o controle de patógenos resultou numa diminuição 

das contagens ao longo do armazenamento, não sendo totalmente eficaz em nenhum dos 

tratamentos o uso de culturas bacteriocinogênica “in situ” pode sofrer interferências na 

produção de bacteriocinas devido ao fato de esta estar interagindo com outros micro-

organismos, que podem limitar a disponibilidade de nutrientes, fazendo com que ocorra uma 

diminuição na produção de substâncias antimicrobianas (SCHILLINGER, 1996).  

A diminuição das contagens pode dar-se pela produção de substâncias antimicrobianas 

como as bacteriocinas, mas também pode ter ocorrido devido ao fato dos patógenos utilizados 

no presente estudo e os Lactobacillus competirem por substrato no produto (PREZZI, 2014). 

Após as análises de inibição os Lactobacillus sp. foram avaliados quanto sua 

influência na qualidade sensorial do queijo. Desta forma, foram elaboradas 2 formulação de 
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queijos para fins comparativos, o T1 consistiu em queijo minas frescal fabricado de maneira 

tradicional com cultura mesofílica tipo O (DOCINA ®), e o T2 consistiu na fabricação do 

queijo minas frescal adicionado do Pool de Lactobacillus (LC07, LC31 e LSB09), os 

tratamentos foram submetidas a análise de pH durante o período de 28 dias armazenamento e 

analises microbiológicas (Contagem de Bactérias Láticas, Mesófilos Aeróbios Totais, 

Staphylococcus sp., e coagulase positiva, Coliformes totais e termotolerantes, Salmonella sp. 

e Listeria monocytogenes).  

Como parâmetro físico-químico o pH foi selecionado por estar correlacionado ao 

desenvolvimento de Lactobacillus em produtos fermentados (JAY, 2005),  não foi possível 

observar diferenças significativas entre os tratamentos (T1: queijo minas frescal, T2: queijo 

minas frescal adicionado de Pool de Lactobacillus). 

Ocorreu a diminuição gradativa do pH do 1° ao 28° dia de armazenamento, os valores 

podem ser observados na Figura 13, no T1 o valor de pH obtido no 1° dia de armazenamento 

equivaleu a 6,00 e no 28° a 5,63, apresentando redução de 0,37, no T2 o valor de pH 

apresentado no 1° dia foi de 5,92 e no 28° dia de 5,5  apresentando redução do pH de 0,47 

durante o armazenamento, é possível evidenciar desde o 1° dia de armazenamento uma maior 

formação de ácidos no queijo adicionado do Poll de Lactobacillus (T2). 

 

Gráfico 9: Valores de pH obtidos durante o período de armazenamento dos Queijos Minas Frescal 

 
T1: Queijo minas frescal elaborado com fermento mesofílico tipo O. 
T2: Queijo minas frescal elaborado com o Pool de Lactobacillus  
Fonte: Autor (2016). 
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A diminuição do pH durante o período de armazenamento tem efeito inibidor da 

microbiota patogênica (PREZZI, 2014), proporcionando uma barreira para o desenvolvimento 

da microbiota indesejável. 

Os parâmetros microbiológicos avaliados estão de acordo com o que preconiza a 

legislação brasileira (BRASIL, 2011), o T1 apresentou contagem Staphylococcus sp. foi de 

4,05x102 UFC/ 25g sem a presença de Staphylococcus coagulase positiva, 7,5x102 NMP/25g 

de Coliformes termotolerantes sem a presença de E. coli, ausência de Salmonella sp. e 

Listeria monocytogenes em 25g do produto, o T2 apresentou contagem de Staphylococcus 

aureus foi de 8x101 UFC/25g sem presença de Staphyloccus coagulase positiva, e contagem 

de Coliformes termotolerantes 3,9x 102 sem a presença de E. coli, ausência de Salmonella sp. 

e Listeria monocytogenes em 25g do produto, os dois tratamentos encontram-se de acordo 

com a legislação vigente. 

A contagem de bactérias láticas foi realizada no T2 para estudar o comportamento dos 

Lactobacillus durante o período de 28 dias de armazenamento do queijo minas frescal. Não 

ocorreu diferença significativa da contagem de bactérias láticas ao longo do armazenamento, 

ao decorrer do armazenamento ouve redução gradativa das contagens de bactérias láticas 

(Gráfico 10). 

Resultados semelhantes foram obtidos por Buriti (2005) e Alves (2011), ao realizarem 

contagens de L. acidophilus, observaram que as contagens permaneceram sem diferença 

significativa e as células permaneceram viáveis ao decorrer de 21 dias de armazenamento. 

  

Gráfico 10: Contagem de Bactérias Láticas em queijo minas frescal durante de armazenamento. 

 

Valores expresso em UFC/25g de queijo minas frescal 
Fonte: Autor (2016). 
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A manutenção da viabilidade celular durante o período de armazenamento é 

importante para a manutenção do metabolismo dos Lactobacillus contribuindo para a síntese 

de substâncias antimicrobianas e competição por nutrientes frente a patógenos, Melhorando a 

segurança e qualidade microbiológica do produto (VAZQUES et a., 2009). 

A analise sensorial foi realizada por 50 provadores não treinados avaliando os 

atributos aparência, sabor, cor, aroma e textura (Tabela 7). O queijo adicionado do Pool de 

Lactobacillus (A002) apresentou médias globais superiores ao queijo minas frescal (A002) 

em todos os atributos avaliados.  

Entre os atributos avaliados o atributo textura apresentou maior variação entre as 

médias das amostras avaliadas (Tabela 7), o atributo com maior nota foi o atributo aparência, 

as menores médias foram conferidas ao atributo sabor. 

 

Tabela 7: Média e Desvio Padrão dos Resultados da Avaliação dos Atributos Sensoriais de Queijo 
Minas Frescal 

Atributos A001 A002 

Aparência 4,1±0,82 4,76±0,42 

Sabor 3,5±1,07 4,06±1,07 

Cor 4,18±0,83 4,42±0,70 

Aroma 3,94±0,96 4,38±0,86 

Textura 3,74±0,97 4,4±1,03 
A001 Queijo minas frescal 
A002 Queijo minas frescal adicionado do Pool de Lactobacillus 

 

Em todos os quesitos avaliados, em média, os parâmetros apresentaram nota maior 

para o queijo A002 elaborado com o Pool de Lactobacillus em relação ao queijo A001 

elaborado com fermento comercial (cultura mesofílica tipo O). Entretanto, não foi possível 

evidenciar diferenças significativas entre as amostras analisadas, o que sugere que a adição do 

Pool de Lactobacillus não interferiu significativamente nos parâmetros sensoriais avaliados. 

Alves et al. (2011) ao avaliar os atributos sensoriais de queijos adicionados de 

Lactobacillus acidophilus verificou uma melhoria nas qualidades sensoriais do produto, em 

relação a queijos não adicionados de Lactobacillus acidophilus, o mesmo foi descrito por 

Buriti et al. (2005) ao avaliar queijos adicionados de culturas probióticas verificou uma maior 

aceitação destes. 

Queijos adicionados de culturas de Lactobacillus exercem alterações positivas nos 

atributos sensoriais, principalmente os relativos a sabor e textura de queijos frescos, a 

produção de substâncias inibitórias do crescimento microbiano diminuem o processo de 
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deterioração do produto ao longo do armazenamento tornando as características sensoriais 

mais estáveis (SOUZA, 2006). 

O metabolismo lipídicos e proteolíticos de linhagens de Lactobacillus favorecem o 

desenvolvimento de substâncias responsáveis pelo desenvolvimento de atributos sensoriais no 

decorrer do armazenamento (LIU et. al., 2008). A melhora dos atributos sensoriais de queijos 

adicionados de Lactobacillus pode ser atribuído a produção de ácido lático e substâncias do 

metabolismo secundário como o acetaldeído (ALVES et al., 2011). 

 

   

5.5 Identificação Molecular de Lactobacillus 

 

 

Foram realizadas as analises dos 46 isolados pertencentes ao banco de bactérias láticas 

LC (DEBASTIANI, 2012) e de 3 isolados pertencentes ao banco de bactérias láticas LS 

(BORDGNON, 2005; GATTI, 2007, ). Após a amplificação do gene RNAr 16S, estes foram 

clivados com endonuclease de restrição que reconheçam sítios com quatro nucleotídeos, pois 

favorece para encontrar mais sítios de clivagem e detectar o polimorfismo com mais 

eficiência (VENTURA et al., 2000), e especialmente o caso da enzima Alu I que é 

comprovadamente eficiente na identificação de Lactobacillus spp. (BARATTO et al., 2012), 

utilizando para fins comparativos o perfil molecular obtido com padrões (Figura 1). 
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Figura 3: Perfil molecular obtida com a técnica de ARDRA/Alu I de Lactobacillus sp. de padrões e de 
isolados do banco LS. 

 
No Painel A seguem nas canaletas: M – Marcador Ladder 100; 1 - L. sakei ATCC 15521, 2- L. 
plantarum ATCC 8014, 3 - L. casei ATCC 393, 4 - L. acidophilus ATCC 4356, 5 - L. delbrueckii 
subsp. lactis ATCC 7830, 6 - L. brevis ATCC 367, 7 - L. lendneri, 8 - L. curvatus L442 and 9 – L. 
fermentus ATCC 9338. Painel B seguem: M - Marcador Ladder 100, 1- isolado LSB09 (L. plantarum), 
2 - isolado LSB06 (L. plantarum), 3 - isolado LSB01 (L. plantarum). 

 

Os perfis moleculares dos isolados, obtidos com a técnica, estão apresentados na 

Figura 16. A partir da análise de ARDRA/Alu I, pode-se identificar a maioria dos isolados. 

 

Figura 2: Exemplo do perfil molecular obtido por ARDRA/AluI de isolados de Lactobacillus spp. do banco LC. 
 

 
Ordem das canaletas: M (marcador Ladder 100 pb) e segue os isolados: 1-LC02, 2- LC07 , 3- LC 25, - LC 26, 5- 
LC 31, - LC35, - LC37, - LC38 , 9- LC39,  10- LC40,  11- LC41, 12 LC28,  13-  LC42,  14- LC42,  15- LC38 e 
16- LC442. 
Isolados LC (DEBASTIANI, 2012). 

 

Os isolados que apresentaram identificação Lactobacillus sakei/curvatus foram 

analisados pela técnica de ARDRA/HinfI (Figura 2), a analise com a enzima de restrição 
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HinfI propiciou a diferenciação dos isolados que apresentaram o perfil Lactobacillus 

sakei/curvatus, os resultados estão exemplificados na tabela 9. 

Apenas três dos isolados (LC10, LC28 e LC38) não foram identificados pela técnica, 

por apresentarem perfis moleculares diferentes dos padrões utilizados, assim foi realizado o 

sequenciamento parcial do gene de rDNA 16S,  onde o isolado 10, com padrão molecular 1, 

foi identificado como Lactobacillus farciminis , enquanto os isolados  28 e 38, com Padrão 2, 

foram identificados como Weissella cibaria, uma bactéria ácido láctica pertencente a família 

Leucosnotocaceae.  

 

Figura 3: Perfil molecular obtido com a técnica ARDRA/ HinfI para os isolados identificados na técnica 
ARDRA/AluI como Lacobacillus sakei/curvatus. 

 
Ordem das canaletas: M (marcador ), 1 - padrão de Lactobacillus curvatus, 2 -  padrão de Lactobacillus sakei, 

segue os isolados: 3 - LC 1, 4 - LC 3, 5 - LC 4, 6 - LC 6, 7 - LC 13, 8 - LC 14, 9 - LC 36, 10 - LC 37, 11 - LC 

43, 12 - LC 45. 

Fonte: Autor (2016). 

 

Com a análise dos 49 isolados obteve-se os seguintes resultados de identificação: 

2,04% foram identificados como L. farciminis, 2,04% como L. lindneri, 4,08% identificados 

como L. brevis, 4,08% foram classificados como L. fermentum, 4,08% dos isolados são L. 

casei, 4,08% pertencem à espécie W. cibaria,  8,16% são L. curvatus, 28,57% foram 

identificados como L. sakei, 40,77% são L. plantarum, o perfil de identificação dos isolados 

pode ser observado na Tabela 8. Os demais isolados utilizados nos experimentos estão sendo 

identificados. 

De acordo com Miteva et al. (2001), a técnica ARDRA, embora seja uma ferramenta 

altamente confiável para identificação de espécies de Lactobacillus, proximidades 
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filogeneticamente entre espécies, como por exemplo, L. sakei e L. curvatus se mostra limitada 

para distinguir entre uma espécie e outra, sendo necessário realizar o sequenciamento para 

melhor definição das espécies. 

Os isolados LSB01, LSB06 e LSB09 (Figura 1) foram identificados pela técnica 

ARDRA/AluI e identificados como L. plantarum. Não sendo possível até o presente 

identificar os isolados LSB05, LS7.5 e LS20.3.  

Tabela 8: Identificação de Lactobacillus spp. pelas técnicas moleculares de ARDRA e Sequenciamento 
da região 16S 

Isolado Identificação Isolado Identificação 

LC1 L. sakei LC26 L. fermentum 

LC2 L. plantarum LC27 L. brevis 

LC3 L. sakei LC28 W. cibaria 

LC4▲ L. sakei LC29 L. casei 

LC5 L. sakei LC30 L. brevis 

LC6 L. sakei LC31 L. casei 

LC07 L. plantarum LC32 L. plantarum 

LC8 L. casei LC33 L. plantarum 

LC9 L. sakei LC34 L. plantarum 

LC10⃰ L. farciminis LC35 L. plantarum 

LC11 L. sakei LC36 L. sakei 

LC12 L. sakei LC37 L. curvatus 

LC13 L. sakei LC38 W. cibaria 

LC14 L. sakei LC39 L. curvatus 

LC15 L. plantarum LC40 L. curvatus 

LC16 L. plantarum LC41 L. sakei 

LC17 L. plantarum LC42 L. sakei 

LC18 L. plantarum LC43 L. curvatus 

LC19 L. plantarum LC44 L. plantarum 

LC20 L. lindineri LC45 L. sakei 

LC21 L. plantarum LC442 L. plantarum 

LC22 L. plantarum LSB01 L. plantarum 

LC23 L. fermentum LSB06 L. plantarum 

LC24 L. plantarum LSB09 L. plantarum 

LC25 L. plantarum   
▲ Espécies identificadas pela técnica ARDRA/HinfI, ⃰ Espécies identificadas pelo sequenciamento da 

região 16S. Os isolados em destaque foram utilizados para fabricação de queijos para os experimentos. 
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Ao realizar a caracterização molecular de Lactobacillus sp. isolados de salsichas 

suínas, Dias et al. (2013) verificaram que L. sakei, L. curvatus e L. plantarum foram as 

principais espécies isoladas desses fermentados, no presente trabalho os Lactobacillus sp. L. 

plantarum, L. sakei foram as principais espécies isoladas, Nguyen et al. (2013) identificaram 

Lactobacillus sp. em produtos cárneos fermentados Vietnamitas identificaram 29,7% dos 

isolados como L. plantarum, 23% como L. farciminis, 0,7% como L. fermentum, 5% como L. 

brevis e 0,7% W. cibaria espécies similares as identificadas no presente estudo. 

Ao estudarem a diversidade genética de bactérias láticas nativas de salsichas cruas 

fermentadas tradicionais do Vietnam, Tran et al. (2011) observaram que 67% dos isolados 

foram identificados como L. plantarum, 9,5% como Lactobacillus brevis e 1,4% como L. 

farciminis  espécies semelhantes as identificadas no presente estudo. 

O conhecimento da diversidade microbiana nativa de produtos de origem artesanal 

pode contribuir para auxiliar no acompanhamento do desenvolvimento das características 

microbiológicas, físico-químicas e sensórias de produtos fermentados, além de contribuir para 

a previsão da vida de prateleira do produto e o desenvolvimento de novos métodos de 

conservação e produção de produtos fermentados (TRAN et al., 2011). 

O uso de L. plantarum e L. casei pertencem ao grupo tem demonstrado características 

interessante principalmente para a utilização como cultivos adjuntos para a fabricação de 

queijos principalmente na melhoria dos aspectos sensoriais.  

O L. plantarum apresenta uma variedade de genes que permitem sua adaptação a 

diversas condições que os alimentos são expostos durante seu processo de fabricação, ocorre 

em concentrações elevadas em diversos alimentos fermentados, sua aplicação como cultura 

iniciadora apresenta grande importância principalmente em fermentados lácteos, pois 

contribuem para o desenvolvimento das características físico-químicas e sensoriais auxiliando 

nos processos de conservação desses produtos (BERGAMINI et. al., 2013), por apresentarem 

metabolismo heterofermentativo facultativo os Lactobacillus plantarum produzem altas 

concentrações de ácido lático evidenciando um potencial para aplicação como cultura adjunta 

do processo fermentativo na produção de queijos e leites fermentados (CASTRO et al., 2016). 

O Lactobacillus casei é um micro-organismo utilizado como probiótico veiculado por 

produtos lácteos principalmente os leites fermentados (BURITI, SAAD, 2007). São micro-

organismos frequentemente isolados em queijos na etapa de maturação, dessa forma não são 

consideradas culturas iniciadoras nesses processos, são culturas adjuntas que contribuem com 

a formação de compostos de sabor e aroma através da sua atividade proteolítica, são 
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amplamente distribuídos em ambientes de processamento de alimentos, por isso podem ser 

isolados de produtos artesanais (BRUNO, CARVALHO, 2009). Lactobacillus casei podem 

ser aplicados para promoção da conservação e segurança de produtos fermentados por 

apresentarem atividade antimicrobiana contra micro-organismos patógenos, contaminantes e 

deteriorantes de alimentos (BURITI, SAAD, 2007).   

A associação de L. plantarum e L. casei pode propiciar melhorias nos aspectos 

microbiológicos e sensoriais de produtos como o queijo minas frescal, principalmente na 

manutenção da segurança alimentar por propiciarem um efeito inibitório e controle do 

crescimento de micro-organismos patogênicos como pode ser evidenciado no presente estudo. 



 
 

6 CONCLUSÃO 

 

 

Nos ensaios de atividade antimicrobiana in vitro 40 isolados apresentaram atividade 

frente a pelo menos um dos indicadores utilizados, 50% inibiram E. coli, 55% inibiram o 

crescimento de L. monocytogenes, 57,5% inibiram S. aureus, 47,5% inibiram o crescimento 

de Salmonella Typhimurium, e 8 dos 40 isolados apresentaram atividade frente a todos os 

indicadores utilizados no estudo.   

Oito isolados foram selecionados para a caracterização tecnológica, destacando-se nos 

critérios de seleção os isolados LC07 (Lactobacillus plantarum), LC31 (Lactobacillus casei) e 

LSB09 (Lactobacillus plantarum). 

No ensaio de inibição de microrganismos patogênicos em queijo ocorreu uma 

diminuição significativa na contagem desse micro-organismos nos queijos adicionados do 

Pool de Lactobacillus, as contagens de S. areus e E. coli apresentaram diminuição desde o 7 

dia de armazenamento, as contagens de L. monocytogenes e S. Typhimurium apresentaram 

diminuição das contagens a partir do 14° dia de armazenamento, ao final dos 28 dias de 

armazenamento o Pool de Lactobacillus apresentou resultados mais efetivos frente à 

Salmonella Typhimurium e Listeria monocytogenes. Quando avaliado o potencial de inibição 

de cada um dos isolados LC07, LC31, LSB09 e do Pool de Lactobacillus frente a S. aureus o 

isolado LSB09 apresentou maior potencial inibitório em relação aos demais isolados e ao 

Pool de Lactobacillus. 

Ocorreu uma melhoria das características do queijo A002 adicionado do Pool de 

Lactobacillus evidenciando que quando utilizado, o Pool agregou valor as características 

sensoriais do produto, mesmo não havendo diferenças significativas em relação ao queijo 

fabricado com cultura láctea mesofilica comercial. 

Os 49 isolados pertencentes aos bancos LC e LS identificados até o presente foram 

identificados principalmente como L. brevis, L. casei, L. plantarum e L. sakei L. curvatus L. 

lindineri, L. farciminis e W. cibaria.  

Os isolados apresentaram características de controlar o crescimento de micro-

organismos patogênicos melhorando as características sensoriais de queijo minas frescal.
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APENDICE A 

 

 

TESTE DE ACEITAÇÃO – QUEIJO MINAS FRESCAL 

 

Nome: ____________________________________________ Data: ___/___/________ 

 

Prove cuidadosamente a amostra recebida e utilizando a escala de 1 a 5 (5: Gosta 
extremamente; 4: Gosta; 3: Indeferente; 2: Desgosta moderadamente; 1: Desgosta 
extremamente) atribua um grau para cada um dos atributos abaixo, marcando-o  com um “X”: 
 

Amostra:______                                

Aparência: (1)   (2)  (3)  (4)  (5) 

Sabor:         (1)  (2)  (3)  (4)  (5) 

Cor:            (1)  (2)  (3)  (4)  (5) 

Aroma:       (1)  (2)  (3)  (4)  (5) 

Textura:      (1)  (2)  (3)  (4)  (5) 

 

Amostra:______ 

Aparência: (1) (2) (3) (4) (5)  

Sabor:        (1) (2) (3) (4) (5)  

Cor:           (1) (2) (3) (4) (5)  

Aroma:     (1) (2) (3)  (4)  (5)   

Textura:    (1) (2) (3)  (4)  (5)   

  

Comentários:________________________________________________________________

__________________________________________________________________ 

 

 

 



 
 

APENDICE B 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Eu _________________________________ declaro que fui satisfatoriamente 

esclarecido pelo pesquisador, em relação à minha participação no projeto de pesquisa 

“Aplicação de Lactobacillus produtores de substâncias antimicrobianas na bioconservação de 

queijo minas frescal , na qualidade de provador do produto. Sei que a função dos provadores 

é, durante a sessão de avaliação, medir a intensidade das características sensoriais de aroma, 

gosto, sabor e textura em amostras de queijo minas frescal. Tendo inteira consciência de que a 

ingestão de tal produto não trará nenhum risco à minha saúde, por se tratar de um alimento 

consumido habitualmente. 

Entendo que poderei, a qualquer momento, entrar em contato com o pesquisador 

responsável (cel. 88632085, email: schneiderketlin@gmail.com), caso haja algum efeito 

inesperado que possa prejudicar meu estado de saúde físico e/ou mental. Entendo que minha 

participação não envolverá quaisquer custos, e que, ao participar, estarei colaborando para o 

desenvolvimento de uma dissertação de mestrado e o aperfeiçoamento de um profissional. 

Além disso, não coloco qualquer objeção quanto ao uso dos dados originados neste projeto 

para fins didáticos e de divulgação em revistas científicas brasileiras ou estrangeiras. Desta 

forma, sem ter sido submetido a qualquer tipo de pressão ou coação, concordo 

voluntariamente e expresso meu total consentimento em participar do projeto. 

 

 

        Videira, ___/___________ de 

2016. 

 

 

____________________________  _____________________________ 

      Assinatura do Participante                      Ketlin Schneider 

            Pesquisador Responsável 
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