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RESUMO 

FRANÇA, F. Uso de bactérias do ácido lático isoladas de soro-fermento de queijo Porungo 

na fabricação e no controle de Staphylococcus aureus em queijo Minas Padrão. 2024. 

Dissertação (Mestrado em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental) – Universidade Federal 

de São Carlos, campus Sorocaba, Sorocaba, 2024. 

 

A demanda crescente por alimentos saudáveis e com menos ingredientes sintéticos tem 

impulsionado a formulação de produtos contendo bactérias do ácido lático (BAL), que 

oferecem benefícios significativos à saúde e características únicas aos alimentos. As BAL 

ganham destaque por suas inúmeras propriedades, como seu potencial antimicrobiano. Essas 

bactérias desempenham papel crucial na fermentação, prolongando a vida útil dos produtos e 

produzindo metabólitos importantes. Os queijos, especialmente os artesanais, como o queijo 

Porungo, são ricos em BAL. Este estudo teve como objetivo reportar as diversas fontes de 

isolamento de BAL, bem como revisar os principais métodos de identificação, caracterização e 

aplicação dessas bactérias na produção de alimentos fermentados. Além disso, buscou-se 

avaliar o potencial biotecnológico de oito cepas de BAL isoladas de soro-fermento do queijo 

Porungo, visando otimizar e aprimorar a qualidade na produção de queijos. Os isolados foram 

identificados por meio da análise MALDI-TOF MS e testados quanto à suscetibilidade a 12 

antibióticos e à produção de diacetil. O potencial antibacteriano dos isolados foi analisado frente 

a Lactococcus lactis ATCC 19435 e Staphylococcus aureus ATCC 13565 utilizando 

sobrenadantes livres de células neutralizados (SLC). O efeito da temperatura na cinética de 

crescimento dos isolados e a alteração do pH do leite integral foram avaliados ao longo de 48 

h. Os isolados Enterococcus faecium QP60 e Streptococcus infantarius QP6 foram avaliados 

como culturas coadjuvante e iniciadoras na elaboração de queijo Minas Padrão bem como no 

controle do crescimento de S. aureus na matriz alimentar. Foram identificados dois isolados da 

espécie S. infantarius, dois como Streptococcus lutetiensis, três da espécie L. lactis e um isolado 

como E. faecium. A maioria das BAL demonstrou sensibilidade a múltiplos antibióticos, com 

seis delas produtoras de diacetil. Apenas o SLC obtido a partir do cultivo de E. faecium QP60 

apresentou atividade antibacteriana contra L. lactis, mas não contra S. aureus. O potencial 

biotecnológico dos isolados revelou que as espécies do gênero Streptococcus têm rápida 

adaptação e alta taxa de crescimento em leite integral incubado entre 30 e 40 °C, com destaque 

para o isolado QP6. Os tratamentos utilizando as diferentes combinações de BAL não 

mostraram eficácia significativa sobre o crescimento S. aureus ao longo de 60 dias. Além disso, 

o processo de maturação do queijo Minas Padrão e os diferentes tratamentos aplicados 



causaram mudanças significativas nas características físico-químicas do produto. Os resultados 

sugerem que E. faecium QP60 e S. infantarius QP6 precisam de estudos mais aprofundados e 

podem ser considerados potenciais culturas coadjuvantes e bioprotetoras.  

  



ABSTRACT 

FRANÇA, F. Use of lactic acid bacteria isolated from Porungo cheese whey-ferment in the 

production and control of Staphylococcus aureus in Minas Padrão cheese. 2024. Master’s 

thesis (Masters in Biotechnology and Environmental Monitoring) – Federal University of São 

Carlos campus Sorocaba, Sorocaba, 2024. 

 

The increasing demand for healthier foods with fewer synthetic ingredients has driven the 

development of products containing lactic acid bacteria (LAB), which offer significant health 

benefits and impart unique characteristics to foods. LAB have gained prominence due to their 

numerous properties, particularly their antimicrobial potential. These bacteria play a crucial 

role in fermentation, extending product shelf life and producing important metabolites. 

Cheeses, especially artisanal varieties such as Porungo cheese, are rich in LAB. This study 

aimed to document various sources of LAB isolation and review the main methods for their 

identification, characterization, and application in the production of fermented foods. 

Additionally, it sought to evaluate the biotechnological potential of eight LAB strains isolated 

from Porungo cheese whey ferment, with the goal of optimizing and enhancing cheese 

production quality. The isolates were identified using MALDI-TOF MS analysis and tested for 

susceptibility to 12 antibiotics, as well as for diacetyl production. The antibacterial potential of 

the isolates was assessed against Lactococcus lactis ATCC 19435 and Staphylococcus aureus 

ATCC 13565 using neutralized cell-free supernatants (CFS). The effect of temperature on the 

growth kinetics of the isolates and the pH change in whole milk was evaluated over 48 hours. 

The isolates Enterococcus faecium QP60 and Streptococcus infantarius QP6 were evaluated as 

adjunct and starter cultures in the production of Minas Padrão cheese, as well as for their ability 

to control S. aureus growth in the food matrix. Two isolates were identified as S. infantarius, 

two as Streptococcus lutetiensis, three as L. lactis, and one as E. faecium. Most LAB strains 

demonstrated sensitivity to multiple antibiotics, with six producing diacetyl. Only the CFS 

obtained from E. faecium QP60 showed antibacterial activity against L. lactis, but not against 

S. aureus. The biotechnological potential of the isolates revealed that Streptococcus species 

rapidly adapted and exhibited high growth rates in whole milk incubated between 30 and 40°C, 

with S. infantarius QP6 standing out. However, treatments using various LAB combinations 

did not show significant effectiveness in controlling S. aureus growth over 60 days. 

Furthermore, the maturation process of Minas Padrão cheese and the different treatments 

applied resulted in significant changes in the product's physicochemical characteristics. The 



results suggest that E. faecium QP60 and S. infantarius QP6 warrant further investigation and 

may be considered potential adjunct and bioprotective cultures.  
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Isolamento, identificação, caracterização, regularização e aplicação de bactérias do 

ácido lático  

Formatado de acordo com as normas da revista Food Research International 

 

Fabiana França1 & Natan de Jesus Pimentel-Filho2 

 

1Universidade Federal de São Carlos campus Sorocaba. Rod. João Leme dos Santos, km 110 - 

SP-264, Bairro Itinga, 18052-780, Sorocaba/SP, Brasil 

2Universidade Federal de São Carlos campus Lagoa do Sino. Rod. Lauri Simões de Barros 

SP-189, Km 12, Bairro Aracaçú, 18290-000, Buri/SP, Brasil 

 

RESUMO  

 

Bactérias do ácido láctico (BAL) são onipresentes em diversos ecossistemas. Embora sejam 

tradicionalmente isoladas de produtos lácteos, sua presença se estende a uma ampla gama de 

outros ambientes, incluindo superfícies de plantas, alimentos fermentados (como carnes, 

peixes, vegetais, leguminosas, cereais e bebidas) e o corpo humano. Devido às suas exigências 

nutricionais específicas e condições de crescimento, o desenvolvimento de um meio de cultura 

universal para BAL continua sendo um desafio. Os esforços atuais de pesquisa estão 

direcionados para melhorar a seletividade dos meios de cultura tradicionais e explorar 

alternativas sustentáveis, como a utilização de resíduos agroindustriais. A identificação e 

caracterização de BAL são realizadas por meio de métodos clássicos e moleculares para garantir 

precisão. Esses métodos variam desde testes fenotípicos, bioquímicos e fisiológicos tradicionais 

até técnicas genotípicas avançadas, incluindo sequenciamento do gene 16S rRNA, DGGE e 

sequenciamento de nova geração (NGS). O aumento do uso industrial de BAL requereu a 

criação de sistemas de regulamentação como o GRAS nos EUA, o QPS na Europa e as 

normativas da Anvisa no Brasil, como forma de garantir a segurança para consumo humano. 

As BAL são conhecidas por produzir metabólitos valiosos, como ácidos orgânicos, 

bacteriocinas, peptídeos bioativos e antioxidantes, que encontram amplas aplicações na 

indústria de alimentos. Além disso, as BAL funcionam como probióticos, beneficiando a 
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microbiota intestinal e promovendo a saúde humana, além de atuarem como bioconservantes 

naturais que melhoram a segurança alimentar e prolongam a vida útil dos alimentos. Esta 

revisão tem como objetivo investigar as diversas fontes de isolamento de BAL, discutindo tanto 

métodos tradicionais quanto moleculares para sua identificação e caracterização, além de 

explorar seus mecanismos regulatórios, diversas aplicações e perspectivas futuras. 

 

Palavras-chave: Microbiota fermentativa; Bioconservação; Probióticos; Caracterização 

microbiana; Regulamentação.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

Bactérias do ácido lático (BAL) são microrganismos que predominam em diferentes 

ecossistemas, que vão desde a superfície de vegetais, alimentos fermentados até o corpo 

humano (Fidan et al., 2022; Gopal, 2022; Liu et al., 2014). Embora as fontes mais tradicionais 

de isolamento de BAL sejam produtos lácteos, é cada vez mais comum que esse processo seja 

feito em carne, peixe, vegetais, legumes, cereais e até mesmo em bebidas (Fossi et al., 2022; 

Gupta et al., 2021; Huang et al., 2023; Łepecka et al., 2023).  

O grupo de BAL é diverso, composto por mais de 60 gêneros, como Lactobacillus, 

Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Carnobacterium, Oenococcus, 

Pediococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (Daba & Elkhateeb, 2020; Plavec & 

Berlec, 2020; Wang et al., 2021). No entanto, recentemente foi proposta a fusão de 

Lactobacillaceae e Leuconostocaceae em uma única família, Lactobacillaceae, e a 

reclassificação do gênero Lactobacillus em outros 25 gêneros, sendo que a reorganização foi 

conduzida considerando vários marcadores genéticos, tais como a filogenia do genoma central, 

a identidade de aminoácidos, a identidade de nucleotídeos, critérios metabólicos e os genes de 

assinatura (Zheng et al., 2020). 

As BAL são conhecidas por apresentarem morfologia em cocos ou bastonetes, Gram-

positivas, catalase-negativas, não esporulantes, anaeróbicas facultativas e tolerantes a ácidos 

(Hosken et al., 2023; Murindangabo et al., 2023; Raj et al., 2022). Nos dias atuais, a 

fermentação por BAL é vista como um processo biotecnológico que ajuda a melhorar a 

qualidade dos alimentos fermentados em diferentes aspectos, abrangendo características 

técnicas, nutricionais, sensoriais e funcionais (Ağagündüz et al., 2022). Especificamente, as 

cepas de BAL desejáveis possuem propriedades tecnológicas especiais, como a rápida 

acidificação da matriz, a capacidade de tolerar as condições de processamento de alimentos, 

atividades proteolíticas e lipolíticas robustas, além da capacidade de biossintetizar metabólitos 

funcionais (Fiocco et al., 2020). 

O metabolismo apresentado pelas BAL é único, pois permite a conversão de 

polissacarídeos complexos em uma variedade de produtos com alto valor agregado (Meruvu & 

Harsa, 2022; Wang et al., 2021). As duas vias metabólicas utilizadas pelas BAL têm o poder 

de determinar o produto final gerado, já que na via homolática, a produção se concentra 

exclusivamente em ácido lático, enquanto na via heterolática, outros metabólitos podem ser 

produzidos (Hosken et al., 2023; Meruvu & Harsa, 2022; Raj et al., 2022; Rathod et al., 2021). 

Os diversos metabólitos resultantes da fermentação por essas bactérias, como os ácidos 
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orgânicos, bacteriocinas, peptídeos bioativos, vitaminas, polissacarídeos extracelulares, ácidos 

γ-aminobutíricos, precursores de sabor e substâncias antioxidantes são, atualmente, 

empregados em indústrias de processamento de alimentos (Meruvu & Harsa, 2022; Raj et al., 

2022).  

Em virtude dos diversos metabólitos que produzem, as BAL oferecem potenciais 

benefícios à saúde, com destaque para sua capacidade de atuar como probióticos. BAL são 

capazes de restaurar o equilíbrio da microbiota intestinal, alterando a sua composição e 

promovendo a sua estabilidade, quando seu consumo é feito adequadamente (Hosken et al., 

2023; Raj et al., 2022; Tang et al., 2023). Ainda, estudos relacionados à prevenção e ao 

tratamento de diversas doenças têm chamado a atenção para as BAL (Aburjaile et al., 2022; 

Guo et al., 2023; Olaimat et al., 2020; Rathod et al., 2021).  

O papel dessas bactérias na fermentação é reconhecido há muito tempo e tem sido 

tradicionalmente empregado para estender a vida útil e a segurança dos alimentos, 

principalmente pela redução do pH resultante da conversão de carboidratos e substratos 

alimentares em ácido lático (Ağagündüz et al., 2022; Mala et al., 2023). As BAL também são 

reconhecidas como bioconservantes naturais, seja pela produção de bacteriocinas ou pelas 

propriedades antimicrobianas de seus outros metabólitos (Fidan et al., 2022). 

Atualmente, há um crescente interesse no isolamento, identificação, caracterização e 

escolha de novas linhagens de BAL para desempenhar o papel de culturas iniciadoras e de 

produtoras de metabólitos, visando proporcionar propriedades tecnológicas e funcionais 

específicas, uma vez que alguns são considerados microrganismo geralmente reconhecido 

como seguro (GRAS) (Ağagündüz et al., 2022; Mora-Villalobos et al., 2020). Sabendo da 

importância comercial das BAL, é crucial compreender a sua origem, requisitos de crescimento, 

métodos de isolamento, identificação e caracterização. Assim, o objetivo desta revisão é 

explorar de forma abrangente as fontes de isolamento das BAL e os métodos clássicos e 

moleculares de identificação e caracterização dessas bactérias, além de avaliar as suas diversas 

aplicações e perspectivas futuras. 

 

2. FONTES DE ISOLAMENTO DE BAL 

 

Encontradas em ecossistemas variados em todo o mundo, as BAL podem ser isoladas 

de diversas origens. Esses microrganismos têm interagido e se adaptado de maneira dinâmica 

ao longo do tempo, desenvolvendo propriedades ecológicas versáteis por meio de diferentes 

estratégias nutricionais, incluindo mutualismo, simbiose, comensalismo e parasitismo. As BAL 
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probióticas, que têm maior destaque no mercado, geralmente têm sua origem no trato 

gastrointestinal humano. No entanto, esses microrganismos podem ser encontrados em diversas 

fontes alimentícias, especialmente em produtos fermentados com base láctea (Meruvu & Harsa, 

2022; Trindade et al., 2022). Durante os últimos 3 anos, várias espécies de BAL foram isoladas 

a partir de diferentes fontes alimentícias, como evidenciado na Tabela 1. Existe uma forte 

motivação para isolar novas cepas de BAL, com o objetivo de fornecer ao mercado novas 

opções de culturas iniciadoras (Güley, Fallico, & Beresford, 2022).
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Tabela 1. Fontes de isolamento de BAL. 

Gênero Espécie Fontes de isolamento Referência 

Companilactobacillus Companilactobacillus crustorum QHS-4 Leite fermentado tradicional da China Ocidental Li et al. (2023) 

 Companilactobacillus allii WiKim39 Kimchi Lee et al. (2023) 

 Companilactobacillus musae e 

Companilactobacillus paralimentarius 

Fermento natural de cevada sem casca Çakır et al. (2020) 

 Companilactobacillus futsaii Queijos mexicanos Morales Estrada et al. (2020) 

Enterococcus Enterococcus faecium Quesillo e queijo cremoso duplo Durango-Zuleta et al. (2022) 

 E. faecium Vinho de palma tradicional camaronês e da cerveja de 

milho 

Fossi et al. (2022) 

 Enterococcus lactis Mingau de milheto fermentado e massa de jalebi Manovina et al. (2022) 

 E. faecium Vinho de palma e cerveja de milho Fossi et al. (2022) 

 E. faecium, Enterococcus faecalis e 

Enterococcus durans 

Queijo branco artesanal Albayrak & Duran (2021) 

 E. faecium Alimentos fermentados de uma comunidade tribal 

indiana 

Gnanaprakash et al. (2023) 

 

 E. faecium e E. durans Queijo branco turco Mohammed & Çon (2021) 

 E. lactis Leite de camelo Sharma et al. (2021) 

 Enterococcus hirae, E. lactis, E. 

faecium e E. faecalis 

Peixe fermentado da Índia Gupta et al. (2021) 

 E. faecium Drupas de oliveira Riolo et al. (2023) 
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 E. faecalis, E. faecium e E. durans Leite fermentado Mkadem et al. (2023) 

 E. faecalis Leite materno humano Javed et al. (2022) 

 E. faecium Leite de camelo iraniano Rezaei et al. (2020) 

 Enterococcus spp. Queijos gregos Rhoades et al. (2021) 

 E. faecium Queijos artesanais gregos Gantzias et al. (2020) 

 E. faecalis e E. faecium Queijo mexicano Morales Estrada et al. (2020) 

 Enterococcus mundtii, E. faecalis e E. 

durans 

Vegetais folhosos indígenas africanos Wafula et al. (2023) 

 E. hirae Queijo Graviera Cru Psomas et al. (2023) 

 Enterococcus thailandicus Comida tradicional tailandesa fermentada Suwannaphan (2021) 

Lacticaseibacillus Lacticaseibacillus casei/paracasei Resíduos de frutos do Cerrado brasileiro Trindade et al. (2022) 

 L. paracasei Quesillo e queijo cremoso duplo Durango-Zuleta et al. (2022) 

 L. casei e L. paracasei Embutidos e queijos curados tradicionais. Martín et al. (2022a) 

 Lacticaseibacillus rhamnosus LHL6 e 

LHL7 

Leite humano Kang et al. (2020) 

 L. rhamnosus S51 Kefir de água fermentada tradicional Li et al. (2023a) 

 L. casei subsp. casei Leite de cabra cru Islam et al. (2021) 

 L. paracasei Queijos tradicionais Abarquero et al. (2022) 

 L. paracasei Leite fermentado Mkadem et al. (2023) 

 L. rhamnosus e L. paracasei Queijos artesanais brasileiros Margalho et al. (2020) e 

(2021) 
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 L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus Leite de vaca, ovelha e cabra Ramos-Pereira et al. (2021) 

 L. casei e L. paracasei Picles e carnes curadas Chen et al. (2021) 

 L. paracasei subsp. paracasei Queijo Graviera Cru Psomas et al. (2023) 

 L. paracasei Leite de égua cru Jin et al. (2021) 

 L. casei Vegetais folhosos indígenas africanos Wafula et al. (2023) 

Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus plantarum/pentosus Resíduos de frutos do Cerrado brasileiro Trindade et al. (2022) 

 L. plantarum Líquidos pré-fermentados de cereais e leguminosas 

selecionados 

Yalmanci et al. (2022) 

 L. plantarum Picles chineses Yu et al. (2023) 

 L. plantarum S49, S187 e S184 Kefir de água fermentada tradicional Li et al. (2023a) 

 L. plantarum TXZ2-35 Leite fermentado tradicional da China Ocidental Li et al. (2023) 

 Lactiplantibacillus plantarum Leite de cabra cru Islam et al. (2021) 

 L. plantarum Kimchi da Coreia do Sul Won et al. (2020) 

 L. plantarum Leite de camelo Sharma et al. (2021) 

 L. plantarum e Lactiplantibacillus 

paraplantarum 

Queijos tradicionais Abarquero et al. (2022) 

 L. plantarum Drupas de oliveira Riolo et al. (2023) 

 L. plantarum Fermentação de grãos de cacau Viesser et al. (2020) 

 L. plantarum Alimentos fermentados de cereais chineses Xu et al. (2020) 

 Lactiplantibacillus pentosus e L. 

plantarum 

Bebidas fermentadas de Gilaburu e Shalgam Akman et al. (2021) 



20 

 

 L. paraplantarum e L. plantarum Queijos artesanais brasileiros Margalho et al. (2020) e 

(2021) 

 L. papraplantarum Fermento em massa de arroz Yang et al. (2021) 

 L. plantarum Fermento natural de cevada sem casca Çakır et al. (2020) 

 L. plantarum Picles e carnes curadas Chen et al. (2021) 

 L. plantarum Salsichas fermentadas secas Hu et al. (2022) 

 L. plantarum Queijos artesanais gregos Gantzias et al. (2020) 

 L. plantarum Camarão gigante de água doce Mohamad et al. (2020) 

 L. plantarum Produtos fermentados de carne/peixe Jitpakdee et al. (2021) 

 L. plantarum Leite de égua cru Jin et al. (2021) 

 L. plantarum Pitaia amarela Valencia-Hernández et al. 

(2021) 

 L. plantarum e L. pentosus Vegetais folhosos indígenas africanos Wafula et al. (2023) 

 L. plantarum e L. pentosus Leite fermentado Vasudha et al. (2023) 

Lactobacillus Lactobacillus spp. Queijo cottage etíope Adugna & Andualem (2023) 

 Lactobacillus delbrueckii GRIPUMSK, 

Lactobacillus johnsonii PUMSKGRI e 

Lactobacillus leichmannii SKGRIPUM 

Produtos alimentares fermentados caseiros Srinivash et al. (2023) 

 L. subsp. bulgaricus e Lactobacillus 

acidophilus 

Leite de cabra cru Islam et al. (2021) 

 Lactobacillus spp. Queijos gregos Rhoades et al. (2021) 
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 Lactobacillus helveticus Leite de égua cru Jin et al. (2021) 

 L. acidophilus Leite fermentado produzido no sudoeste da Etiópia Goa et al. (2022) 

Lactococcus Lactococcus lactis Quesillo e queijo cremoso duplo Durango-Zuleta et al. (2022) 

 Lactococcus lactis subsp. hordinae Líquidos pré-fermentados de cereais e leguminosas 

selecionados 

Yalmanci et al. (2022) 

 Lactococcus hircilactis CH4 Produtos alimentares fermentados caseiros Srinivash et al. (2023) 

 L. lactis Kimchi Lee et al. (2023) 

 

 L. lactis Leite de camelo Sharma et al. (2021) 

 L. lactis Ervas, frutas e vegetais Huang et al. (2023) 

 

 L. lactis Queijos tradicionais Abarquero et al. (2022) 

 Lactococcus lactis subsp. lactis Kefir Mantegazza et al. (2023) 

 Lactococcus garviae, L. lactis e 

Lactococcus spp. 

Queijos artesanais brasileiros 

 

Margalho et al. (2021) 

 L. lactis Leite de camelo iraniano Rezaei et al. (2020) 

 L. lactis Salsichas fermentadas secas Hu et al. (2022) 

 L. lactis Queijo artesanais gregos Gantzias et al. (2020) 

 L. garvieae Leite de égua cru Jin et al. (2021) 

 L. garvieae Vegetais folhosos indígenas africanos Wafula et al. (2023) 

 L. lactis subsp. lactis Leite fermentado produzido no sudoeste da Etiópia Goa et al. (2022) 
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 Lactococcus lactis subsp cremoris Quesillo e queijo cremoso duplo Durango-Zuleta et al. (2022) 

Latilactobacillus Latilactobacillus sakei Embutidos e queijos curados tradicionais Martín et al. (2022a) 

 Latilactobacillus curvatus WiKim38 Kimchi Lee et al. (2023) 

 L. sakei Kimchi da Coreia do Sul Won et al. (2020) 

 Latilactobacillus kefiri Kefir Mantegazza et al. (2023) 

 L. curvatus Queijos artesanais brasileiros Margalho et al. (2020) e 

(2021) 

 L. sakei Salsichas de peixe fermentadas Belleggia et al. (2022) 

 L. sakei e L. curvatus Salsichas fermentadas secas Hu et al. (2022) 

 L. kefiri e L. curvatus Leite de égua cru Jin et al. (2021) 

 L. kefiri M4 Kefir Chen et al. (2021) 

Lentilactobacillus Lentilactobacillus buchneri Queijos artesanais brasileiros Margalho et al. (2020) e 

(2021) 

 Lentilactobacillus parafarraginis e L. 

buchneri 

Picles e carnes curadas Chen et al. (2021) 

Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides e Leuconostoc 

lactis 

Líquidos pré-fermentados de cereais e leguminosas 

selecionados 

Yalmanci et al. (2022) 

 Leuconostoc pseudomesenteroides Kimchi na Coreia do Sul Won et al. (2020) 

 Leuconostoc citreum, L. mesenteroides e 

L. pseudomesenteroides 

Queijos tradicionais Abarquero et al. (2022) 
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 L. pseudomesenteroides e L. 

mesenteroides 

Kefir Mantegazza et al. (2023) 

 L. pseudomesenteroides Fermentação de grãos de cacau Viesser et al. (2020) 

 L. mesenteroides Queijos artesanais brasileiros Margalho et al. (2021) 

 L. mesenteroides Leite de camelo iraniano Rezaei et al. (2020) 

 L. mesenteroides Fermento natural de cevada sem casca Çakır et al. (2020) 

 L. mesenteroides Queijo artesanal grego Gantzias et al. (2020) 

 L. lactis Leite de égua cru Jin et al. (2021) 

 L. citreum Queijo mexicano Estrada et al. (2020) 

 L. mesenteroides, L. citreum e L. lactis Vegetais folhosos indígenas africanos Wafula et al. (2023) 

 L. pseudomenteroides Queijo Graviera cru Psomas et al. (2023) 

 L. lactis Leite fermentado produzido no sudoeste da Etiópia Goa et al. (2022) 

 L. mesenteroides e 

Leuconostoc sakei 

Alimentos tradicionais de soja fermentada no Japão Shimodate & Honda (2022) 

Levilactobacillus Levilactobacillus brevis Vinho de palma tradicional camaronês e da cerveja de 

milho 

Fossi et al. (2022) 

 L. brevis Queijos tradicionais Abarquero et al. (2022) 

 L. brevis Leite materno humano Javed et al. (2022) 

 L. brevis Queijos artesanais brasileiros Margalho et al. (2020) e 

(2021) 

 L. brevis Kombuchá Nguyen & Nguyen (2024) 
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 L. brevis Fermento natural de cevada sem casca Çakır et al. (2020) 

 L. brevis Queijos artesanais gregos Gantzias et al. (2020) 

Limosilactobacillus Limosilactobacillus fermentum Quesillo e queijo cremoso duplo Durango-Zuleta et al. (2022) 

 L. fermentum S7 Kefir de água fermentada tradicional Li et al. (2023a) 

 L. fermentum Picles chineses Yu et al. (2023) 

 L. fermentum TZ-22 Leite fermentado tradicional da China Ocidental Li et al. (2023) 

 L. fermentum Diferentes fontes de alimentos Aman et al. (2021) 

 L. fermentum Leite de cabra cru Islam et al. (2021) 

 L. fermentum Leite fermentado Mkadem et al. (2023) 

 L. fermentum Leite materno humano Javed et al. (2022) 

 L. fermentum Bebidas fermentadas de Gilaburu e Shalgam Akman et al. (2021) 

 L. fermentum Queijos artesanais brasileiros Margalho et al. (2020) e 

(2021) 

 L. fermentum Fermento em massa de arroz Yang et al. (2021) 

 Limosilactobacillus equigenerosi e L. 

fermentum 

Fermento natural de cevada sem casca Çakır et al. (2020) 

 L. fermentum Processo tradicional da cerveja marfinense Aka et al. (2020) 

 L. fermentum Vegetais folhosos indígenas africanos Wafula et al. (2023) 

 L. fermentum Comida tradicional tailandesa fermentada Suwannaphan (2021) 

Pediococcus Pediococcus acidilactici Resíduos de frutos do Cerrado brasileiro Trindade et al. (2022) 

 Pediococcus pentosaceus Diferentes fontes de alimentos Aman et al. (2021) 
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 P. pentosaceus, P. 

acidilactici e Pediococcus. lolii 

Peixe fermentado da Índia Gupta et al. (2021) 

 P. pentosaceus Drupas de oliveira Riolo et al. (2023) 

 P. acidilactici e P. pentosaceus Fermentação de grãos de cacau Viesser et al. (2020) 

 P. acidilactici e P. pentosaceus Queijos artesanais brasileiros Margalho et al. (2021) 

 P. acidilactici Fermento natural de cevada sem casca Çakır et al. (2020) 

 P. pentosaceus Queijo artesanal grego Gantzias et al. (2020) 

 P. pentosaceus Produtos fermentados de carne/peixe Jitpakdee et al. (2021) 

 P. pentosaceus Leite de égua cru Jin et al. (2021) 

 P. acidilactici Kefir Chen et al. (2021) 

 P. pentosaceus Geleia de rosas fermentada Xia et al. (2021) 

 P. acidilactici Processo tradicional da cerveja marfinense Aka et al. (2020) 

 P. pentosaceus Vegetais folhosos indígenas africanos Wafula et al. (2023) 

Streptococcus Streptococcus salivarius Drupas de oliveira Riolo et al. (2023) 

 Streptococcus macedonicus e 

Streptococcus thermophilus 

Queijo Tulum Salmourado de Izmir Güley et al. (2022) 

 Streptococcus infantarius Quesillo e queijo cremoso duplo Durango-Zuleta et al. (2022) 

 S. thermophilus Leite cru de cabra Islam et al. (2021) 

Weissella Weissella cibaria/confusa Resíduos de frutos do Cerrado brasileiro Trindade et al. (2022) 

 W. cibaria Mingau de milheto fermentado e massa de jalebi Manovina et al. (2022) 
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 W. cibaria e W. confusa Líquidos pré-fermentados de cereais e leguminosas 

selecionados 

Yalmanci et al. (2022) 

 W. confusa Leite materno humano Javed et al. (2022) 

 Weissella paramesenteroides Picles e carnes curadas Chen et al. (2021) 

 Weissella hellenica Salsichas fermentadas secas Hu et al. (2022) 

 W. cibaria, W. confusa e W. muntiaci Vegetais folhosos indígenas africanos Wafula et al. (2023) 

 Weissella thailandensis Comida tradicional tailandesa fermentada Suwannaphan (2021) 

 



27 

 

Apesar de compartilharem características comuns, as BAL apresentam necessidades 

nutricionais e condições de crescimento específicas, incluindo faixas de pH específicas, o que 

representa um desafio para o desenvolvimento de um meio de cultura universal para esse grupo 

(Renschler et al., 2020). Nas últimas décadas, os estudos têm se voltado para compreender as 

exigências nutricionais das BAL e para desenvolver meios de cultura mais eficazes para 

otimizar seu crescimento. A descoberta de nutrientes essenciais para o crescimento desses 

microrganismos possibilitou a formulação de meios de cultura quimicamente definidos, 

otimizando o crescimento e controle de diferentes espécies (Hayek et al., 2019). Essa busca por 

meios de cultura mais específicos e eficientes trouxe avanços significativos para a 

microbiologia e a indústria alimentícia. 

O meio de cultura de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) é amplamente utilizado para 

isolamento e enumeração de BAL (Nero et al., 2020; Veselá et al., 2019; Vinderola et al., 2019). 

Embora o meio forneça informações importantes como a contagem total de BAL, sua baixa 

seletividade impede a quantificação precisa de certos grupos, como Streptococcus, que podem 

não se desenvolver adequadamente neste meio (Hayek et al., 2019; Yoon et al., 2023). Espécies 

distintas de Lactobacillus, quando cultivadas em meio MRS sólido, frequentemente formam 

colônias com características visuais muito semelhantes, o que representa um desafio para a 

identificação precisa e diferenciação entre as espécies (Vinderola et al., 2019). 

É possível associar diferentes substâncias e condições de incubação a esse meio de 

cultura, a fim de permitir a enumeração seletiva de BAL. Grande parte dos métodos de 

isolamento é fundamentada no emprego de meios de cultura padrão não seletivos para BAL, 

com modificações nas concentrações de NaCl, fontes de carbono, pH, inclusão de antibióticos 

e ajustes nas temperaturas e atmosfera de incubação, a fim de aprimorar a seletividade (Meruvu 

& Harsa, 2022; Nero et al., 2020).  

O meio de cultura MRS tem desempenhado um papel essencial como um meio de 

cultura geral e basal para uma variedade de testes microbiológicos. O emprego do ácido nitroso 

em meio MRS (mMRS) pode possibilitar o isolamento seletivo de BAL em amostras de 

alimentos, atuando como agente seletivo. A utilização de mMRS, facilita a detecção de várias 

cepas de BAL, enquanto inibe o crescimento de outras bactérias indesejadas, como 

Bifidobacterium spp. (Renschler et al., 2020). Um estudo conduzido por Renschler et al. (2020), 

mostrou que cinco espécies de BAL (Bifidobacterium longum, S. salivarius, L. lactis, L. 

acidophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus) cresceram de forma mais rápida e atingiram 

densidades significativamente maiores em caldo mMRS, em comparação ao meio MRS 

convencional. Por outro lado, bactérias não-alvo como E. faecalis e Bacillus cereus 
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apresentaram um crescimento mais vigoroso e maiores valores de densidade óptica em MRS 

tradicional, comparado ao mMRS. 

Outro estudo relatou resultados positivos para Lactobacillus bulgaricus ao modificar o 

meio MRS, substituindo a fonte de nitrogênio por alternativas mais eficazes (Ayivi et al., 2022). 

Além do MRS, outros meios de cultura também foram avaliados. Nwamaioha e Ibrahim (2018) 

descobriram que o meio clostridial reforçado, suplementado com CaCl2, uracila, Tween 80 e 

corante azul de anilina, superou o MRS convencional na contagem e diferenciação de L. 

bulgaricus em culturas mistas de BAL. 

A busca por meios alternativos levou ao desenvolvimento do meio M16, que se mostrou 

mais adequado para o crescimento de Streptococcus. No entanto, a rápida acidificação do meio 

M16 durante o crescimento bacteriano levou à criação do meio M17, com capacidade 

tamponante aprimorada (Terzaghi & Sandine, 1975). Este meio, rico em aminoácidos e 

peptídeos essenciais para o desenvolvimento bacteriano, é empregado para promover o rápido 

crescimento e a detecção eficiente de microrganismos. Ele a rápida proliferação das bactérias, 

gerando sinais de crescimento, como turbidez ou variações de pH, mesmo em baixas 

concentrações (Hayek et al., 2019).  

Outros meios de cultura específicos foram desenvolvidos para o isolamento e cultivo 

seletivo de diferentes gêneros e espécies, como o Lactobacillus MRS para microrganismos do 

gênero Lactobacillus spp. Além disso, meios como All Purpose Tween 80 (APT), ágar de 

isolamento de S. thermophilus, ágar de contagem de placa púrpura de bromocresol (BCP ) e o 

ágar de sangue vivo (BL), são apenas alguns de muitos meios que foram estudados para o 

cultivo de BAL (Hayek et al., 2019; Yoon et al., 2023). Em estudo realizado por Yoon et al. 

(2023), foram investigados 13 meios com o intuito de determinar sua eficácia na enumeração 

seletiva de 17 cepas de bacilos e 7 cepas de cocos de BAL tanto em condições aeróbicas quanto 

anaeróbicas. Análises posteriores revelaram que o meio BL com suplementação de ácido 

propiônico com pH de 5,8 demonstrou ser o mais apropriado para a contagem de BAL em 

amostras de alimentos. Alternativamente, placas Petrifilm 3M de Contagem de Bactérias 

Ácido-Láticas podem ser utilizadas como ferramenta de enumeração rápida e prática de 

diferentes BAL em alimentos, como demonstrou Nero et al. (2020), obtendo resultados 

confiáveis durante a enumeração de BAL em bacon. 

Uma opção para redução de despesas, promoção da sustentabilidade ambiental e 

simplificação de procedimentos é o aproveitamento de resíduos agroindustriais como meios de 

cultivo. Segundo Rama et al. (2019), observa-se que a presença de lactose e aminoácidos de 

https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/amino-acids
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cadeia ramificada (BCAAs) no soro de leite tem um impacto positivo no crescimento de 

diversas BAL. 

 

3. MÉTODOS CLÁSSICOS E MOLECULARES DE IDENTIFICAÇÃO E 

CARACTERIZAÇÃO 

 

A abordagem baseada em testes fenotípicos, bioquímicos e fisiológicos tradicionais é 

amplamente reconhecida para a identificação e classificação de BAL (Sharma et al., 2020). 

Geralmente, as colônias isoladas são submetidas a testes para avaliar sua morfologia e 

características bioquímicas, incluindo reação de Gram, teste da catalase, coloração de esporos 

e ensaio de utilização da oxidase. Aquelas que apresentam características de Gram positiva, 

ausência de formação de esporos, resultado negativo nos testes de catalase e oxidase são 

consideradas como BAL (Adugna & Andualem, 2023). 

Adicionalmente, outros testes são empregados para complementar a identificação e 

diferenciação de cepas de BAL. Esses testes incluem a avaliação da fermentação da glicose, o 

crescimento em diferentes faixas de temperatura e a capacidade de fermentar diversos 

carboidratos (Mushtaq et al., 2021; Sun et al., 2022). Além disso, o sistema de identificação 

Analytical Profile Index (API 50 CHL, bioMérieux) (Fossi et al., 2022) e o teste de hidrólise 

de arginina, importante para distinguir cepas heterofermentativas, (Nakibapher Jones 

Shangpliang & Tamang, 2021) também são empregados. 

Os métodos genotípicos surgiram como uma alternativa para classificar as BAL devido 

às limitações das ferramentas fenotípicas na identificação precisa de cepas bacterianas. A 

classificação baseada unicamente em características fenotípicas pode levar a ambiguidades, 

devido aos procedimentos complexos, às diferentes exigências nutricionais e de crescimento 

desses microrganismos, além de uma pequena capacidade discriminatória dessas abordagens 

(Abdullah et al., 2021; Sharma et al., 2020).  

A identificação e diferenciação de cepas de BAL podem ser alcançadas com precisão e 

resolução utilizando métodos genotípicos que dependem de análise genética. Existem diversas 

técnicas moleculares disponíveis para identificação desse grupo de bactérias, incluindo opções 

dependentes e independentes de cultivo. O isolamento prévio de bactérias utilizando técnicas 

microbiológicas convencionais e meios de cultura seletivos é um pré-requisito para análise via 

métodos dependentes de cultivo, que envolve testes microscópicos e bioquímicos subsequentes 

(Rivas et al., 2022). 
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3.1. MÉTODOS DEPENDENTES DE CULTIVO  

 

O sequenciamento do gene 16S rRNA, a partir de método dependente de cultivo, tem 

sido largamente utilizado como uma técnica para a identificação e estabelecimento de relações 

filogenéticas entre as espécies bacterianas (Johnson et al., 2019; Skotniczny & Satora, 2023). 

Por meio do método, as sondas de ácido nucleico são aplicadas para identificar os genes 

ribossomais presentes no genoma bacteriano (Sharma et al., 2020). As regiões variáveis do gene 

16S rRNA equivalem à distância filogenética entre os microrganismos, o que indica as 

diferenças genéticas entre as espécies bacterianas. Por outro lado, as regiões conservadas do 

gene, que mudam lentamente ao longo do processo de evolução, possibilitam o desenho de 

oligonucleotídeos universais que podem ser utilizados para amplificar o gene 16S rRNA em 

todas as bactérias (Skotniczny & Satora, 2023). Estudos recentes utilizaram este método para 

identificação de BAL (Durango-Zuleta et al., 2022; Fossi et al., 2022; Gnanaprakash et al., 

2023; Papadopoulou et al., 2023; Patil et al., 2019; Qayyum et al., 2023; Rhoades et al., 2021; 

Viesser et al., 2020). 

No método de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), o DNA 

ribossômico é amplificado e, em seguida, digerido por endonucleases de restrição específicas, 

capazes de clivar o DNA em sequências específicas. Isso resulta em fragmentos de diferentes 

tamanhos que podem ser separados por eletroforese em gel de agarose, permitindo a análise e 

a comparação dos padrões de fragmentos obtidos (Sharma et al., 2020). E. durans foi a BAL 

mais dominante identificada por ARDRA em queijo Chhurpi produzido na região de Sikkim 

no Himalaia (Chourasia et al., 2022). ARDRA é uma abordagem que busca diferenciar 

microrganismos em nível de espécie, aproveitando a conservação do rRNA (Adikari et al., 

2021). No entanto, estudos recentes, como o de Adikari et al. (2021), relataram que a técnica 

pode não ser suficientemente sensível para distinguir isolados com precisão em níveis de 

espécie em coalhada tradicional de leite de búfala fermentado no Sri Lanka. Conforme 

observado, a técnica de ARDRA não foi capaz de distinguir entre L. fermentum e L. plantarum. 

Contudo, o estudo mostrou-se eficaz na diferenciação de L. curvatus e L. acidophilus em 

relação a L. fermentum e L. plantarum. 

A tipagem molecular desempenha um papel crucial na discriminação entre as diferentes 

cepas de BAL. Ao utilizar métodos de tipagem molecular, como a análise de polimorfismo de 

fragmentos amplificados (RAPD), análise número variável de repetições em tandem (VNTR) 

ou digitação de sequência multilocus (MLST), é possível obter informações precisas sobre a 

diversidade genética e a variabilidade das cepas (Rivas et al., 2022). 



31 

 

Embora a técnica de amplificação e purificação dos genes do DNA extraído através da 

reação em cadeia da polimerase (PCR) seja conhecida por sua morosidade, a espectrometria de 

massa de tempo de voo de ionização por dessorção a laser assistida por matriz (MALDI-TOF 

MS) oferece uma alternativa eficaz e rápida para identificação precisa. Utilizando apenas uma 

única colônia, esta técnica permite analisar simultaneamente um grande número de isolados, 

destacando-se pela sua eficiência e velocidade no processo de identificação microbiológica 

(Lee et al., 2018). O método utiliza os padrões espectrais de massa das proteínas ribossômicas 

de microrganismos de diferentes gêneros, espécies e cepas para sua identificação única (Ashfaq 

et al., 2022). Um espectrômetro de massa MALDI-TOF consiste de uma fonte de íons projetada 

para amostras sólidas, conectada a um analisador de massa que separa os íons com base no 

tempo que levam para percorrer uma distância específica em um vácuo controlado (Nacef et 

al., 2017). Essa técnica rápida e precisa foi previamente empregada na caracterização de BAL 

presentes em uma variedade de alimentos, como bebidas fermentadas (Ogunremi et al., 2022, 

2024), queijos (Caldeira et al., 2024; Gantzias et al., 2020) e carnes (Altakhis et al., 2021). 

 

3.2. MÉTODOS INDEPENDENTES DE CULTIVO 

 

A identificação e caracterização precisa da comunidade microbiana em uma amostra 

exige a análise de células viáveis e não cultiváveis. Métodos dependentes de cultivo, embora 

úteis para determinar a distribuição de células viáveis e isolar microrganismos, apresentam 

limitações na detecção de bactérias presentes em baixas concentrações ou mortas. Nesses casos, 

métodos independentes de cultivo surgem como alternativas eficazes para a detecção de 

microrganismos, ampliando a capacidade de análise da diversidade microbiana. Esses métodos 

envolvem a extração de DNA genômico total de uma amostra para analisar e identificar 

diferentes membros da comunidade microbiana (Lee et al., 2018; Rivas et al., 2022). 

 A eletroforese em gel com gradiente desnaturante por reação em cadeia da polimerase 

(PCR-DGGE) é um método independente de cultivo. Esse método envolve a extração do DNA 

total de uma população bacteriana, seguida da amplificação das regiões hipervariáveis do gene 

16S rDNA por meio da técnica de PCR seguido de gradientes de desnaturação para examinar 

variações nos perfis de DNA (Dimitrov, 2019). Em um estudo de Demirci et al. (2021), foi 

identificado 9 espécies diferentes através do método PCR-DGGE em amostras de queijo Tulum, 

produzido em Mut, região da Turquia, enquanto Wang et al. (2021) demonstrou que BAL 

podem ser identificadas durante todo o processo de fermentação de salsichas estilo Sichuan, 

fabricadas em províncias do sudoeste da China, pelo mesmo método.  
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Ainda, existem outras técnicas, como a hibridização fluorescente in situ (FISH); 

polimorfismos no comprimento do fragmento de restrição terminal (TRFLP); e a análise 

automatizada do espaçador intergênico ribossomal (ARISA). Embora essas metodologias 

apresentem algumas vantagens, como baixo custo e reprodutibilidade aceitável, elas fornecem 

análises limitadas da diversidade microbiana (Rivas et al., 2022; Sharma et al., 2020). 

O desenvolvimento do método de sequenciamento de Sanger foi fundamental para o 

avanço das tecnologias de sequenciamento, impulsionando o interesse por métodos 

automatizados e de alto rendimento. Esse esforço culminou no desenvolvimento do 

sequenciamento de nova geração (NGS), capaz de gerar milhões de leituras rapidamente a um 

custo reduzido (Van Reckem et al., 2021; Verma et al., 2024). Essas avançadas tecnologias de 

sequenciamento de alto rendimento (HTS) possibilitam a obtenção de uma enorme quantidade 

de informações, permitindo a detecção tanto de microrganismos cultiváveis quanto não 

cultiváveis, além de microrganismos presentes em baixas abundâncias relativas (Maidana et al., 

2020; Rivas et al., 2022). No entanto, microrganismos presentes em concentrações 

extremamente baixas ainda podem não ser identificados com precisão (Rimoldi et al., 2024). 

As tecnologias de HTS são baseadas em amplicon, metagenômica shotgun e 

metatranscriptômica (Walsh et al., 2023). O sequenciamento baseado em amplicon, geralmente 

direcionado ao gene 16S rRNA, é rápido e econômico para perfis de comunidades, mas pode 

sofrer vieses de PCR e resolução taxonômica limitada. A metagenômica shotgun sequencia 

quase todo o DNA, permitindo uma resolução taxonômica mais alta, montagem do genoma e 

investigação funcional (Van Reckem et al., 2021), mas apresenta custos mais altos em relação 

ao amplicon (Walsh et al., 2023). Por outro lado, metatranscriptômica é capaz examinar a 

expressão genética coletiva de quase todos os microrganismos em uma amostra (Aplakidou et 

al., 2024). Atualmente, tanto as plataformas NGS de leitura curta (como Illumina, 454 

pirosequenciamento, Ion Torrent, SOLiD, cPAL) quanto as de leitura longa (como SMRT e 

Oxford Nanopore) são empregadas para investigar os aspectos taxonômicos, comunitários, 

genômicos e funcionais dos microrganismos (Verma et al., 2024). A Illumina domina o campo 

de NGS com sua tecnologia baseada em amplificação de ponte. Nesse método, fragmentos de 

DNA (~500 pb) com adaptadores específicos em suas extremidades são amplificados em uma 

lâmina de vidro. Essa amplificação ocorre através de ciclos repetidos de síntese de DNA, 

utilizando como molde os fragmentos originais e como primers sequências complementares aos 

adaptadores, fixados na lâmina (Slatko et al., 2018). Em março de 2023, a Illumina introduziu 

sua plataforma de sequenciamento de leitura longa, facilitando o sequenciamento de genomas 

complexos e maiores. Tecnologias como TELL-Seq, que utiliza a enzima transposase, 
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prometem melhorar a análise de amostras microbianas ricas em G+C e permitir um melhor 

acesso a regiões difíceis dos genomas (Verma et al., 2024).  

Diversos estudos utilizaram a técnica de HTS para identificar BAL em matrizes 

alimentares complexas. Dentice Maidana et al. (2020) revelaram que as BAL, bacilos e 

clostrídios são os principais grupos bacterianos presentes nas etapas de retrogradação de massa 

fermentadas espontaneamente preparada com sementes de chia. Valletta et al. (2023) 

empregaram nanoLC-ESI-MS/MS para criar perfis detalhados de BAL, abrangendo os níveis 

de gênero, espécie e subespécie, em produtos de kefir, tanto comerciais quanto artesanais, assim 

como em grãos de kefir. Mais recentemente, Wang et al. (2024) identificaram 

Zygosaccharomyces, Pichia, Komagataeibacter e Gluconacetobacter como os principais 

gêneros microbianos responsáveis pela fermentação do kombucha. 

 

4. REGULARIZAÇÃO 

 

Importantes descobertas em microbiologia começaram a transformar a produção de 

alimentos a partir da segunda metade do século XIX. Em 1857, Louis Pasteur elucidou o 

processo de fermentação lática, e em 1873, Joseph Lister isolou a primeira cultura bacteriana 

pura, L. lactis (Franz et al., 2010). Com o tempo, os métodos tradicionais de fermentação foram 

sendo gradualmente substituído por processos industriais padronizados, resultando em avanço 

na produção de culturas bacterianas puras e específicas. Essas inovações proporcionaram maior 

previsibilidade e controle sobre a qualidade e segurança dos alimentos fermentados, permitindo 

uma produção em larga escala mais eficiente (Mukherjee et al., 2022). No entanto, com o 

aumento do uso industrial dessas culturas, surgiu a necessidade de regulamentações mais 

rigorosas para garantir a segurança dessas bactérias para o consumo humano. Como resposta, 

surgiram sistemas de regulamentação, como o GRAS nos Estados Unidos, o QPS na Europa e 

as normativas específicas, como a da Anvisa no Brasil. 

Nos Estados Unidos, as BAL começaram a ser reconhecidas como seguras com a 

introdução do conceito "GRAS" (Generally Recognized as Safe) pela Food and Drug 

Administration (FDA). Esse conceito foi consolidado pelo Food Additives Amendment de 1958, 

que estabeleceu critérios para classificar substâncias como seguras com base em seu histórico 

de uso ou em evidências científicas robustas. Ingredientes alimentares, incluindo 

microrganismos, podem ser aprovados pela FDA como aditivos alimentares ou reconhecidos 

como GRAS. O status GRAS pode ser formalizado pela FDA ou estabelecido 

independentemente por especialistas, possibilitando que a lista oficial de substâncias GRAS 
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não esteja necessariamente completa. Microrganismos e seus derivados também podem ser 

incluídos nesta categoria, sendo regulamentados pelo Título 21 do Código de Regulamentos 

Federais (21 CFR), que detalha os critérios de segurança e uso (FDA, 2024). 

De acordo com as regulamentações da FDA (21 CFR Parte 170, Subparte E, 2023), o 

processo de submissão GRAS envolve, inicialmente, uma revisão científica rigorosa conduzida 

pela empresa ou indivíduo para determinar que a substância é segura para o uso pretendido, 

com base em evidências científicas ou histórico de uso seguro. A notificação à FDA para obter 

reconhecimento oficial, deve incluir a identificação da substância, seu uso pretendido, base 

científica de segurança e relatórios completos. A submissão é feita eletronicamente por meio 

do portal da FDA, seguindo diretrizes específicas. A FDA revisa a notificação e, caso concorde 

com a avaliação, reconhece o status GRAS; caso contrário, pode solicitar mais informações ou 

rejeitar a notificação (FDA, 2023). 

O conceito de segurança para BAL na Europa é regido por uma série de legislações da 

União Europeia e coordenado pela European Food Safety Authority (EFSA). A EFSA é a 

responsável por avaliar a segurança de agentes biológicos em produtos regulamentados, como 

aditivos alimentares, rações, novos alimentos, suplementos alimentares e enzimas alimentares. 

Em 2007, foi introduzido o conceito de Qualified Presumption of Safety (QPS), que oferece um 

status de segurança simplificado para microrganismos intencionalmente utilizados na cadeia 

alimentar e de rações. Este conceito facilita a avaliação e aprovação de microrganismos que 

apresentem um histórico comprovado de uso seguro (EFSA, 2007). 

O processo de avaliação QPS é acionado pela EFSA após a recepção de uma solicitação 

de autorização de mercado, conforme estipulado no Regulamento 258/97/EC para novos 

alimentos. A EFSA avalia microrganismos usados em alimentos e rações com base em quatro 

critérios principais: identificação taxonômica, corpo de conhecimento, potencial patogênico 

(incluindo conhecimento de resistência antimicrobiana adquirida) e uso final. Se uma unidade 

taxonômica (UT) atender a esses critérios e não apresentar riscos de segurança, ela pode receber 

o status QPS, isentando cepas dessa UT de avaliações de segurança adicionais, desde que 

requisitos específicos sejam cumpridos (EFSA, 2007). A lista de microrganismos com status 

QPS é publicada na EFSA Knowledge Junction, e contém duas listas principais: lista atualizada 

de microrganismos recomendados pelo QPS para avaliações de risco de segurança realizadas 

pela EFSA e agentes microbiológicos notificados à EFSA, por meio de um pedido de 

autorização de comercialização. Essas listas são atualizadas semestralmente após a emissão de 

uma Declaração do Painel de Riscos Biológicos (BIOHAZ), que revisa a literatura científica e 

avalia novas notificações. A cada três anos, a EFSA também publica uma Opinião Científica 
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mais detalhada, fornecendo uma revisão abrangente sobre o status e a segurança das UTs na 

lista QPS (EFSA, 2024). 

Por outro lado, o processo QPS não inclui a avaliação de fatores como exposição do 

usuário, potencial alergenicidade ou riscos relacionados à formulação. Esses aspectos são 

considerados separadamente durante a análise de segurança para a autorização de mercado. 

Embora o status QPS simplifique a avaliação de segurança, ele não garante automaticamente a 

comercialização. Cepas pertencentes a UTs com status QPS ainda devem passar por uma 

verificação de identidade taxonômica e atender a qualificações específicas durante o processo 

de avaliação (EFSA, 2024). 

Regulamentações específicas para o uso de BAL, incluindo probióticos, são 

implementadas em vários países. No Brasil, essa regulamentação é conduzida pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa). A Anvisa adota uma abordagem que harmoniza 

diretrizes internacionais, como as da FDA dos Estados Unidos e da EFSA, adaptando-as ao 

contexto brasileiro. O reconhecimento da segurança das BAL no Brasil segue um processo 

rigoroso, que exige a submissão de dados científicos baseados em estudos toxicológicos e 

clínicos. Esses requisitos são estabelecidos na Resolução RDC Nº 241, de 2018, que 

regulamenta novos alimentos e ingredientes. A resolução determina que qualquer novo 

ingrediente ou alimento, incluindo probióticos, deve apresentar comprovação de segurança 

antes de ser autorizado ao mercado, garantindo, assim, a proteção da saúde pública (Brasil, 

2018). 

Desta forma, essas diferentes abordagens refletem como cada país desenvolve 

regulamentos específicos à medida que a ciência avança e surgem novas demandas por controle 

de qualidade e segurança alimentar. Enquanto os EUA e a Europa possuem sistemas 

formalizados, como o GRAS e o QPS o Brasil adota uma abordagem híbrida, combinando 

normas internacionais com adaptações locais.  

 

5. APLICAÇÕES 

 

O interesse dos consumidores por uma alimentação mais saudável e natural cresceu nos 

últimos anos, impulsionando a demanda por produtos funcionais que proporcionem benefícios 

à saúde (Ağagündüz et al., 2022; Bibi et al., 2021). Paralelamente, os mesmos permanecem 

atentos à presença de ingredientes menos saudáveis, como aditivos artificiais e componentes 

desconhecidos por eles, vinculando alimentos saudáveis à categoria de alimentos "clean label", 
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que contém o teor reduzido de aditivos e substâncias químicas (Guimarães et al., 2020; Moradi 

et al., 2021).  

A produção de alimentos e bebidas fermentadas com BAL é uma tendência na indústria 

alimentícia (Wu et al., 2021). As BAL trazem características únicas a esses produtos, que vão 

desde melhorias no valor nutricional e funcional até a incorporação de propriedades 

antimicrobianas (Abdel-Nasser et al., 2023; De Pasquale et al., 2020; Kavitake et al., 2018). 

Isso faz com que as BAL sejam amplamente utilizadas como culturas iniciadoras em produtos 

fermentados que se destacam pela alta qualidade e segurança (Abarquero et al., 2022, 2023; 

Huang et al., 2023; Zhao et al., 2023). A seleção cuidadosa dessas culturas desempenha um 

papel vital no gerenciamento do processo de fermentação, ajudando a minimizar o risco de 

falhas, reduzir o tempo necessário para a fermentação e melhorar o valor final do produto 

(Kavitake et al., 2018). O histórico comprovado de segurança das BAL garante seu 

reconhecimento como Generally Recognized As Safe (GRAS), possibilitando sua utilização em 

alimentos tanto na forma de culturas iniciadoras quanto como cepas probióticas, além da 

aplicação de seus metabólitos (Hosken et al., 2023; Rathod et al., 2021). 

 

5.1. FERMENTAÇÃO POR BAL E SEUS METABÓLITOS 

 

A fermentação de alimentos por BAL pode proporcionar vários benefícios, incluindo 

melhorias nas características sensoriais e funcionais dos alimentos (Liu et al., 2023; Zhang et 

al., 2023). Durante esse processo, as BAL e seus metabólicos degradam componentes 

complexos, resultando na liberação ou síntese de substâncias bioativas que trazem benefícios 

para a saúde humana, além de prolongar o prazo de validade do alimento (Tang et al., 2023). 

As duas vias metabólicas exercidas por BAL dão origem a diferentes metabólitos: ácido lático, 

principal produto gerado por elas, é produzido pela via homofermentativa e as cepas que 

seguem esse caminho são frequentemente utilizadas como culturas iniciadoras, uma vez que 

promovem rápida acidificação dos alimentos, como é o caso de cepas dos gêneros 

Streptococcus e Lactococcus. Cepas que seguem a via heterofermentativa, produtoras de 

acetato, lactato, dióxido de carbono e etanol, são aplicadas com o objetivo de desenvolver 

características sensoriais devido às suas atividades glicolíticas, lipolíticas e proteolíticas, como 

Wiessella, Leuconostoc e alguns Lactobacillus (Ayivi & Ibrahim, 2022; Hosken et al., 2023; 

Meruvu & Harsa, 2022; Raj et al., 2022; Rathod et al., 2021). A fermentação por cepas de BAL 

é responsável pela produção de uma variedade de metabólitos, que incluem o ácido lático e seu 

derivado, o ácido polilático, bem como diversos ácidos orgânicos, como o ácido acético, ácido 
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fenil lático, ácido butírico, ácido fórmico, ácido propiônico e ácido succínico. Além desses 

compostos, as BAL também geram aminas, bacteriocinas, peptídeos antifúngicos e 

antibacterianos, ácidos graxos de cadeia curta, vitaminas, precursores de sabor, substâncias 

antioxidantes, diacetil, acetoína, polióis e peróxidos de hidrogênio (Meruvu & Harsa, 2022; Raj 

et al., 2022). 

Os exopolissacarídeos (EPS) também são produzidos por BAL e têm atraído 

considerável atenção devido à sua aplicabilidade na indústria alimentar (Korcz & Varga, 2021), 

como resumido na Tabela 2. Os EPS interagem com outros componentes dos alimentos e 

possibilitam a melhora de características reológicas e sensoriais, podendo ser aplicado tanto 

como agentes texturizantes quanto como estabilizantes, resultando em aumento na viscosidade 

e na melhora de sabor do alimento (Erginkaya & Konuray-Altun, 2022; Korcz & Varga, 2021; 

Raj et al., 2022). Além disso, é possível notar um crescente interesse na produção de EPS devido 

às suas outras propriedades, como atividades antitumorais, antivirais, imunomoduladoras, 

antioxidantes e a capacidade de redução do colesterol (Erginkaya & Konuray-Altun, 2022; 

Rahbar Saadat et al., 2019). 
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Tabela 2. Exopolissacarídeos (EPS) produzidos por BAL. 

Microrganismo Fonte de isolamento Rendimento Potencial biotecnológico Referência 

Enterococcus faecium MC-5 Tripa de peixe 16,48 g/L Absorvente e termoestável, com 

atividade antioxidante e antibiofilme 

     Tilwani et al.      

 

(2021) 

L. hircilactis CH4, L. delbrueckii 

GRIPUMSK, L. johnsonii 

PUMSKGRI e L. leichmannii 

SKGRIPUM. 

Queijo, coalhada, água de arroz 

fermentada, iogurte e leitelho de 

diferentes regiões da Índia 

196.4 U/mL - 

217.9 U/mL 

Atividade probiótica, emulsificante, 

antimicrobiana, antibiofilme, 

antioxidante e anticancerígenos 

Srinivash et al. 

(2023) 

W. cibaria NC516.11 Grãos de destilaria de Fen jiu 3,10 g/kg Melhoria das propriedades reológicas 

e viscoelásticas de massa fermentada 

Zhang et al. 

(2023) 

E. durans K48, E. faecium R114 e E. 

faecium T52 

Kishk iraniano 2,07 g/L - 

2,68 g/L 

Atividade antioxidante e 

antimicrobiana contra Staphylococcus 

aureus, Salmonella Typhimurium, 

Listeria monocytogenes, Escherichia 

coli e Bacillus cereus 

Vosough et al. 

(2021) 

L. mesenteroides B3 Queijo italiano semiduro 1,06 g/L Capacidade antimicrobiana, 

antibiofilme, antioxidante, 

promovendo o crescimento de 

bifidobactérias 

Bisson et al. 

(2023) 

L. paraplantarum NCCP 962 Dahi 0,910 g/L Capacidade de redução do colesterol Afreen et al. 

(2023) 
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Lactiplantibacillus sp. ME2b, 

Lactococcus sp. ME7, 

Lacticaseibacillus sp. ME17 e 

Lactobacillus sp. ME27a 

Leite bovino 0.98 g/L - 

2.68 g/L 

Atividades antioxidantes, 

antibacterianas (B. cereus, Salmonella 

Typhi, E. coli, S. aureus e 

Pseudomonas aeruginosa), 

antibiofilme, antiinflamatórias e 

emulsificantes 

Tarannum et al. 

(2023) 

L. helveticus LZ-R-5  Kefir tibetano 128,07 mg/L Atividade imunoestimulatória You et al. (2020) 

L. plantarum MY04 Pimentões em conserva, chucrute, 

leques de leite, presunto, sopa azeda, 

molho de pimenta, feijão azedo, 

brotos de bambu azedos, picles e 

molho de soja 

1,15 g/L Atividade probiótica Lu et al. (2023) 

W. confusa YKDIA1 e W. confusa 

YKDIA4 

Bebida fermentada nigeriana 11,93 g/L - 

11,70 g/L 

Melhora das propriedades reológicas, 

como aumento da viscosidade e da 

capacidade de retenção de água 

Ogunremi et al. 

(2022) 

Limosilactobacillus reuteri KCTC 

14626BP 

Leite materno humano 0,611 g/L Capacidade antimicrobiana, 

antioxidantes e prebióticos 

Vijayalakshmi et 

al. (2023) 

L. rhamnosus SHA113 Leite materno humano 4,9 × 10 4 Da Previne e trata a úlcera gástrica 

alcoólica, regulando o equilíbrio da 

flora da mucosa gástrica 

Yang et al. 

(2023) 
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Outros metabólitos gerados por BAL merecem destaque, como o ácido gama-

aminobutírico (GABA), um neurotransmissor (Galli et al., 2022; Sharma et al., 2021; Zhuo et 

al., 2023). Este ácido tem ganhado atenção devido aos seus potenciais benefícios, pois pode 

exercer efeitos positivos no sistema cardiovascular e nervoso, auxiliar no controle da asma e 

exibir propriedades com potencial ação antidiabética (Diez-Gutiérrez et al., 2020).  

Adicionalmente, a atividade lipolítica das BAL é de extrema relevância no que diz 

respeito à produção de metabólitos, pois promove a liberação de ácidos graxos livres, 

precursores de sabor (Hosken et al., 2023), além de inibir a peroxidação lipídica, melhorando a 

qualidade do produto (Xia et al., 2023). Por outro lado, a alta atividade proteolítica desses 

microrganismos pode influenciar as características funcionais dos alimentos devido à produção 

de peptídeos bioativos, mas também consegue modificar o perfil sensorial do produto, já que 

os aminoácidos livres liberados durante esse processo podem ser transformados em outros 

compostos, como álcoois, aldeídos, ácidos ou ésteres (Chai et al., 2020; Fidan et al., 2022; 

Hosken et al., 2023). 

 

5.2. PROBIÓTICOS E SAÚDE INTESTINAL 

 

A microbiota intestinal, composta por uma vasta quantidade de microrganismos, que 

colonizam e mantém um sistema estável no intestino (Tang et al., 2023; Zielińska & Kolożyn-

Krajewska, 2018). Quando essa estabilidade é perturbada por antibióticos, patógenos ou outros 

fatores, pode causar desequilíbrios na microbiota, afetando funções fisiológicas como o sistema 

endócrino e o digestivo (Tang et al., 2023). Portanto, o consumo adequado de probióticos, como 

BAL, é essencial, já que estes são capazes de restaurar o equilíbrio da microbiota intestinal, 

alterando a sua composição e promovendo a sua estabilidade (Hosken et al., 2023; Mora-

Villalobos et al., 2020; Raj et al., 2022; Tang et al., 2023; Wieërs et al., 2020; Zielińska & 

Kolożyn-Krajewska, 2018). Diversas cepas de BAL são usadas comercialmente como 

probióticas e são conhecidas por apresentarem efeitos benéficos à saúde dos consumidores 

(Erginkaya & Konuray-Altun, 2022). 

Os metabólitos antimicrobianos produzidos pelos probióticos, como exopolissacarídeo, 

biossurfactantes, bacteriocinas e ácidos orgânicos, auxiliam na redução do número de bactérias 

patogênicas na microbiota intestinal. Ainda, os ácidos orgânicos gerados durante a fermentação 

no organismo tornam o ambiente mais ácido, o que ajuda inibir o crescimento de 

microrganismos patogênicos (Mora-Villalobos et al., 2020; Tang et al., 2023). Não se limitando 

apenas às suas propriedades antimicrobianas, os probióticos também são conhecidos por 
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estimularem o sistema imunológico, promovendo a secreção de anticorpos nas células 

hospedeiras. A resposta imune pode ser avaliada por meio da co-cultura de probióticos com 

células animais, permitindo a detecção e medição de citocinas, quimiocinas, e outros 

marcadores inflamatórios (Mora-Villalobos et al., 2020; Yang et al., 2023).  

Nos últimos anos, o potencial probiótico das BAL foi demonstrado por diversos estudos 

com diversas propriedades benéficas à saúde. Soleimani et al. (2023), apresentaram quatro 

cepas isoladas de Duimaj, um lanche à base de cereais que é popular nas regiões noroeste do 

Irã, incluindo L. plantarum Z3, L. plantarum Z10, L. plantarum Z25 e L. pentosus Z21, 

exibindo propriedades probióticas interessantes, como atividade antagônica, agregação, 

hidrofobicidade e propriedades de absorção e redução do colesterol. Em estudo feito por Zhao 

et al. (2023a), foi verificado que o L. fermentum NCU003018 pode ser usado como um 

candidato promissor na prevenção e tratamento da hiperuricemia, um fator de risco para gota, 

doença renal crônica, doenças cardiovasculares e diabetes. Enquanto Li et al. (2023a), 

demonstraram que L. rhamnosus S51, L. plantarum S184 e L. fermentum S7 são cepas 

probióticas de BAL que apresentaram potencial antiobesidade e antioxidante. Outros resultados 

também apontaram que BAL probióticas aumentam a imunidade (Jeong et al., 2023; Lee et al., 

2022). 

 

5.3. POTENCIAL ANTIMICROBIANO E ANTIFÚNGICO  

 

Os avanços na biopreservação são resultado da crescente preocupação dos 

consumidores com a segurança e a qualidade dos alimentos, levando à rejeição de aditivos 

químicos (Bangar et al., 2021; Barcenilla et al., 2022). Antimicrobianos naturais, como 

bactérias benéficas e seus metabólitos, estão sendo estudados como formas potenciais de 

melhorar a segurança alimentar e prolongar a vida útil (Barcenilla et al., 2022). As BAL 

destacam-se pela sua capacidade de produzir metabólitos com atividade antimicrobianas, 

incluindo ácidos orgânicos, ácidos graxos, ácidos carboxílicos, diacetil, peptídeos bioativos, 

bacteriocinas, peróxido de hidrogênio, lactonas, álcoois e reuterina (3-hidroxipropionaldeído) 

(Fidan et al., 2022). 

Os peptídeos bioativos sintetizados ribossomicamente, produzidos e liberados 

extracelularmente por BAL são denominados de bacteriocinas (Raj et al., 2022). Estas possuem 

uma notável atividade antimicrobiana, sendo capazes de inibir uma ampla gama de bactérias, 

incluindo microrganismos taxonomicamente próximos ou aqueles não relacionados 

taxonomicamente (Hosken et al., 2023). As bacteriocinas atuam na membrana citoplasmática 
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das bactérias, causando a ruptura das vesículas membranosas, uma função que pode ser 

vantajosa quando se utilizam LAB para direcionar um patógeno sensível específico (Tang et 

al., 2023). Nisina, bacteriocina mais estudada e frequentemente empregada, é produzida por 

cepas de L. lactis e é reconhecida como um conservante amplamente utilizado na indústria 

alimentícia, devido ao seu amplo espectro de ação antimicrobiana e sua capacidade de 

degradação por enzimas digestivas (Hosken et al., 2023; Qiao et al., 2022; Tang et al., 2023).  

Produzindo metabólitos com efeitos antimicrobianos, as BAL têm efeito bacteriostático 

e bactericida, pois desestabilizam a membrana celular do patógeno, inibe a síntese enzimática, 

interfere nos gradientes de prótons e induz a formação de espécies reativas de oxigênio durante 

o crescimento e a fermentação. Consequentemente, a alteração do pH do meio, resultante da 

produção de ácidos durante o metabolismo das BAL, causa uma permeabilidade da membrana 

que leva ao extravasamento do conteúdo celular e à lise celular, resultando na morte do 

patógeno (Coban, 2020; Mgomi et al., 2023; Zapaśnik et al., 2022). Recentemente, estudos 

demonstraram o efeito dos diversos compostos antimicrobianos produzidos pelas BAL, como 

destacado na Tabela 3. 
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana e antifúngica de sobrenadantes livres de células e compostos produzidos por BAL  

Microrganismo Matriz alimentar Composto antimicrobiano Microrganismo alvo Referência 

L. lactis Quesillo e queijo cremoso 

duplo 

Sobrenadantes livres de células L. monocytogenes e Salmonella 

enterica subsp. enterica 

Durango-Zuleta et 

al. (2022) 

L. plantarum PAN01 e UFG 121 Kiwi recém cortado Sobrenadantes livres de células Botrytis cinerea CECT 20973 De Simone et al. 

(2021) 

Lactobacillus brevis 2-392, L. 

plantarum 1–399 e Enterococcus 

faecalis (1–37, 2–49, 2–388 e 1–

400) 

Microqueijos artesanais 

Minas frescos e semiduros 

Células como cultura adjunta L. monocytogenes e S. enterica Campagnollo et al. 

(2022) 

L. plantarum NRRL B-4496 Carne bovina fresca Sobrenadantes livres de células E. coli, S. aureus, Shigella 

sonnei, Pseudomonas 

fluorescens, S. Typhimurium e L. 

monocytogenes 

Arrioja-Bretón et 

al. (2020) 

Pediococcus pentosaceus 147 Queijo fresco Revestimentos de quitosana 

mais sobrenadante parcialmente 

purificado e livre de células 

L. monocytogenes Jutinico‐Shubach 

et al. (2020) 
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L. lactis L54 Queijo Beyaz Nisina L54 L. monocytogenes ATCC 7644, 

S. aureus ATCC 43300 e B. 

cereus ATCC 33019 

Zhang et al. (2023) 

Weissella confusa W5, W8, 

Weissella paramesenteroides W9, 

Weissella cibaria W25 e 

Lactiplantibacillus plantarum 

Q4C3 

Matriz de queijo simulada Sobrenadantes livres de células Aspergillus niger IOC 207 e 

Penicillium chrysogenum IOC 

132 

Souza et al. (2023) 

Lactiplantibacillus plantarum B2 

e Lactiplantibacillus B4 

Queijo macio Células como cultura adjunta L. monocytogenes Martín et al. 

(2022) 

L. lactis A17 Leite pasteurizado Bacteriocina RSQ01 Salmonella Enteritidis 

CMCC(B)50335, 

Salmonella choleraesuis ATCC 

13312, L. monocytogenes 

CICC54002 e S. aureus 

CICC10145 

 

Carnobacterium divergens 468 e 

Leuconostoc mesenteroides 68 

Salmão fresco Sobrenadantes livres de células L. innocua Stupar et al. 

(2023) 
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Latilactobacillus sakei 205 Alimentos tradicionais 

amadurecidos 

Bacteriocina L. monocytogenes Martín et al. 

(2023) 

Lactobacillus plantarum subsp. 

plantarum ATCC 14917 

Carne moída Nanocelulose bacteriana com 

célula BAL liofilizada 

L. monocytogenes ATCC 19115 Yordshahi et al. 

(2020) 

Lactiplantibacillus plantarum S61 Azeitona verde fermentada 

tradicional 

Ácido lático, ácido acético, 

ácido cítrico, ácido oxálico, 

etanol, peróxido de hidrogênio e 

diacetil 

Rhodotorula glutinis, Candida 

pelliculosa, Penicillium 

digitatum, A. niger, Fusarium 

oxysporum, Rhizopus oryzae, L. 

monocytogenes ATCC 19117, S. 

enterica subsp. enterica sorovar. 

Enteritidis ATCC 14028, S. 

aureus ATCC 6538 e P. 

aeruginosa ATCC 49189 

Abouloifa et al. 

(2022) 

L. paracasei XLK 401 Fermentos de mirtilo 

Aodong produzidos em 

Jilin, China 

33 ácidos orgânicos  S. aureus, Salmonella paratyphi 

B, E. coli O157 e Shigella 

flexneri 

Xin et al. (2024) 

Lactococcus hircilactis CH4, 

Lactobacillus delbrueckii 

GRIPUMSK, Lactobacillus 

johnsonii PUMSKGRI e 

Queijo, coalhada, água de 

arroz fermentada, iogurte e 

Exopolissacarídeos peróxido de 

hidrogênio e β-galactosidase 

Streptococcus pyogenes (MTCC 

442), Enterococcus faecalis 

(MTCC 439), Klebsiella 

pneumoniae (MTCC 432) e 

Srinivash et al. 

(2023) 
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Lactobacillus leichmannii 

SKGRIPUM 

leitelho de diferentes 

regiões da Índia 

Shigella flexneri (MTCC 1457) e 

dois patógenos fúngicos, como 

Candida albicans (MTCC 3017) 

e Aspergillus fumigatus (MTCC 

2550) 
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6. PERSPECTIVAS  

 

Diversos alimentos são considerados fontes de BAL, principalmente alimentos 

fermentados ou derivados lácteos (Mora-Villalobos et al., 2020; Woraprayote et al., 2023), 

representando opções potenciais para exploração industrial. A utilização de BAL como culturas 

iniciadoras na produção de alimentos tem incentivado pesquisas voltadas para o isolamento, 

identificação e caracterização, uma vez que esses microrganismos possibilitam a otimização 

das características físico-químicas e a qualidade dos produtos (Zhao et al., 2023). 

Apesar disso, ainda existem desafios a serem superados no que diz respeito a essas 

etapas. Para um crescimento ideal, as BAL demonstram especificidade em relação às condições 

do meio em que são cultivadas, graças à sua natureza fastidiosa, requerendo um ambiente rico 

em nutrientes e que satisfaça seus requisitos essenciais durante o seu isolamento. Com isso, os 

meios começaram a ser suplementados com fontes de nitrogênio, minerais e tampões, além de 

fontes de carbono, o que ocasiona um aumento nos custos e acaba envolvendo etapas 

específicas de preparação (Hayek et al., 2019). Uma solução inteligente é investigar o uso de 

ingredientes inovadores nos meios de cultivo que reduzam despesas e promovam a 

sustentabilidade através da reutilização de produtos descartados.  

Em relação à etapa de identificação, foram desenvolvidas diversas ferramentas 

destinadas a essa finalidade. Além dos métodos fenotípicos tradicionais, o uso de técnicas 

moleculares ampliou as opções de tipagem. No entanto, ferramentas de tipagem mais 

sofisticadas só estão disponíveis em laboratórios bem equipados e bem treinados, o que dificulta 

o acesso a quem possui menos recursos (Sharma et al., 2020). Assim, nos próximos anos, é 

fundamental avançar no desenvolvimento de técnicas que sejam mais acessíveis, rápidas, 

econômicas e que proporcionem alta precisão na identificação de BAL. 

Ademais, para que uma determinada cepa de BAL se transforme em um produto para a 

indústria, outras etapas críticas relacionadas à sua caracterização devem ser realizadas, como a 

detecção de propriedades promotoras da saúde e a avaliação da segurança (Abarquero et al., 

2023; Grujović et al., 2022). As BAL são fortemente conhecidas pela sua função probiótica, 

mas os metabólitos bioativos liberados nos alimentos também estão ganhando espaço devido 

aos benefícios proporcionados à saúde dos consumidores. A expansão do conhecimento sobre 

a diversidade de compostos produzidos por novas cepas de BAL pode ser viabilizada através 

de seu isolamento e caracterização, gerando novas perspectivas para aplicações. 
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A realização de ensaios clínicos randomizados em seres humanos é essencial e necessita 

receber maior ênfase no futuro para estabelecer as condições ideais de utilização desses 

microrganismos e seus metabólitos, incluindo níveis/doses de consumo, escolha das cepas e da 

matriz alimentar, já que os dados relacionados a esse tópico ainda parecem estar 

predominantemente baseados em estudos experimentais e modelos (Ağagündüz et al., 2022). 

Em contrapartida, estudos relacionados à prevenção e tratamento de doenças quando as BAL 

são utilizadas como probióticos devem acontecer com maior frequência nos próximos anos, 

como é o caso da COVID-19 (Olaimat et al., 2020), de alergias alimentares (Guo et al., 2023) 

ou distúrbios gastrointestinais (Aburjaile et al., 2022). 

A aplicação de BAL e seus metabólitos como bioprotetores e bioconservantes é outra 

área aberta ao desenvolvimento. Pesquisas que foquem na aplicação sinérgica ou aditiva de 

compostos produzidos por esses microrganismos com diferentes agentes antimicrobianos 

devem ser aprofundadas, assim como a análise de seus efeitos em combinação com diferentes 

sistemas de embalagem, visando melhorar a segurança alimentar de muitos produtos 

alimentares e prolongar a vida útil dos mesmos. 
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RESUMO 

 

A demanda por alimentos mais saudáveis e com menos ingredientes sintéticos tem 

impulsionado a formulação de produtos contendo bactérias do ácido lático (BAL), que 

oferecem benefícios significativos à saúde e características únicas aos alimentos. Essas 

bactérias desempenham um papel crucial na fermentação, prolongando a vida útil dos produtos 

e produzindo metabólitos importantes. Queijos artesanais, como o queijo Porungo produzido 

em São Paulo no Brasil, são ricos em BAL. Este estudo teve como objetivos avaliar o potencial 

biotecnológico de oito BAL isoladas de soro-fermento de queijo Porungo in vitro e no controle 

de Staphylococcus aureus em queijo Minas Padrão. Os isolados foram identificados por meio 

da Espectrometria de Massa por Ionização com Dessorção à Laser Assistido por Matriz e 

Analisador de Tempo de Voo (MALDI-TOF MS) e testados quanto à suscetibilidade a 12 

antibióticos e à produção de diacetil. O potencial antibacteriano dos isolados foi avaliado contra 

Lactococcus lactis ATCC 19435 e Staphylococcus aureus ATCC 13565 utilizando 

sobrenadantes livres de células neutralizados (SLC). O efeito da temperatura na cinética de 

crescimento dos isolados e a mudança no pH do leite integral foram avaliados ao longo de 48 

h. Os isolados Enterococcus faecium QP60 e Streptococcus infantarius QP6 foram avaliados 

como culturas coadjuvantes e iniciadoras na produção de queijo Minas Padrão e no controle do 
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crescimento de S. aureus nesta matriz alimentar. Este estudo identificou dois isolados como S. 

infantarius, dois como Streptococcus lutetiensis, três como L. lactis e um como E. faecium. A 

maioria das BAL demonstrou sensibilidade a múltiplos antibióticos, com seis delas produzindo 

diacetil. Apenas o SLC obtido de E. faecium QP60 exibiu atividade antibacteriana contra L. 

lactis, mas não contra S. aureus. O potencial biotecnológico dos isolados revelou que as 

espécies de Streptococcus se adaptam rapidamente e apresentam alta taxa de crescimento em 

leite integral incubado entre 30 e 40 °C, com destaque para S. infantarius QP6. Os tratamentos 

utilizando as diferentes combinações de BAL não mostraram eficácia significativa sobre o 

crescimento S. aureus ao longo de 60 dias. Além disso, o processo de maturação do queijo 

Minas Padrão e os diferentes tratamentos aplicados causaram mudanças significativas nas 

características físico-químicas do produto. Os resultados sugerem que E. faecium QP60 e S. 

infantarius QP6 requerem estudos adicionais e podem ser considerados potenciais culturas 

coadjuvantes e bioprotetoras. 

 

Palavras-chave: Cultura endógena; Queijo artesanal de leite cru; Cultura iniciadora; Controle 

de patógenos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As bactérias do ácido lático (BAL) apresentam-se na forma de cocos ou bastonetes, 

Gram-positivas, não formadoras de esporos, catalase-negativas, fermentativas e anaeróbicas 

facultativas (Souza et al., 2023; Hosken et al., 2023; Murindangabo et al., 2023; Raj et al., 

2022). Durante o processo fermentativo, as BAL têm a capacidade de gerar grandes quantidades 

de ácido lático e outros compostos que irão determinar sua classificação em homofermentativas, 

onde o ácido lático é o único produto; ou em heterofermentativas, onde o ácido lático, gás 

carbônico (CO2), etanol e outros compostos são gerados através da via da hexose monofosfato 

ou pentose (Hosken et al., 2023; Meruvu & Harsa, 2022; Raj et al., 2022; Rathod et al., 2021). 

O grupo das BAL é composto por uma variedade de microrganismos que, atualmente, 

contempla mais de 60 gêneros de microrganismos, incluindo Lactobacillus, Lactococcus, 

Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Carnobacterium, Oenococcus, Pediococcus, 

Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (Daba & Elkhateeb, 2020; Plavec & Berlec, 2020; 

Y. Wang et al., 2021). Recentemente, a comunidade científica aceitou a proposta de fusão das 

famílias Lactobacillaceae e Leuconostocaceae em uma única família, Lactobacillaceae. Além 

disso, o gênero Lactobacillus foi reclassificado em 25 gêneros diferentes. Esta reorganização 

levou em consideração vários marcadores genéticos, incluindo a filogenia do genoma central, 

identidade de aminoácidos e nucleotídeos, critérios metabólicos e genes de assinatura (Zheng 

et al., 2020).  

Muitas BAL são consideradas seguras para seu uso e de seus metabólitos em alimentos, 

já que parte delas recebe o status de Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS) e 

Presunção de Segurança Qualificada (QPS) (Abedin et al., 2023; Ağagündüz et al., 2022; W. 

Chen et al., 2019; Mora-Villalobos et al., 2020). Para serem consideradas probióticas, essas 

bactérias devem atender aos critérios estabelecidos pela Organização das Nações Unidas para 

Alimentação e Agricultura (FAO) que incluem serem seguras para consumo humano, não serem 

hemolíticas, resistirem ao pH ácido do estômago, aos sais biliares e aos sucos gástricos, serem 

sensíveis aos antibióticos, demonstrarem atividade antagônica contra patógenos, além de 

exibirem características como autoagregação, hidrofobicidade e adesão ao epitélio intestinal 

(Roldán-Pérez et al., 2023). Além do potencial probiótico de algumas BAL (Suissa et al., 2022), 

elas também são conhecidas por apresentarem atividade antimicrobiana (Hernández Figueroa 

et al., 2024), antitumoral (Macharia et al., 2023), antioxidante (Feng & Wang, 2020), 

imunomoduladora (Mojgani et al., 2020),      redução do colesterol sérico (Nazir et al., 2018), 

entre outras atividades. 
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BAL atuam como culturas iniciadoras em processos de fermentação industrial em 

diversos setores alimentícios, incluindo laticínios, panificação, produção de carnes, 

leguminosas e até mesmo bebidas (Abedin et al., 2023). A fermentação é um processo 

fundamental na conservação dos alimentos, prolongando sua vida útil e resultando na formação 

de metabólitos bioativos essenciais. A otimização desses processos pelas BAL é fortemente 

influenciada por fatores intrínsecos e extrínsecos dos alimentos. Fatores intrínsecos, como 

atividade de água, pH, composição nutricional e presença de inibidores naturais, são cruciais 

para determinar o crescimento e a atividade das BAL. Já os fatores extrínsecos, como 

temperatura, aeração e umidade do ambiente de processamento, afetam diretamente o 

desenvolvimento microbiano e a formação de metabólitos desejáveis (de Souza et al., 2023; 

Rolfe & Daryaei, 2020). Os antimicrobianos naturais oriundos da fermentação são vistos como 

alternativas mais orgânicas e facilmente discerníveis em comparação com o uso de conservantes 

convencionais, tais como propionatos, sorbatos ou benzoatos (Hernández Figueroa et al., 2024). 

Os sobrenadantes livres de células (SLC) provenientes das BAL têm sido amplamente 

explorados como antimicrobianos, devido à presença de metabólitos resultantes da fermentação 

e/ou subprodutos microbianos secundários do metabolismo (Arrioja-Bretón et al., 2020; 

Durango-Zuleta et al., 2022; Hernández Figueroa et al., 2024). 

A demanda por alimentos saudáveis, com redução na lista de ingredientes, tem emergido 

como uma tendência inovadora tanto no âmbito da produção alimentícia quanto entre os 

consumidores (Bibi et al., 2021). Observa-se um aumento significativo na formulação de 

alimentos e bebidas contendo BAL, impulsionado pela capacidade dessas bactérias e de seus 

metabólitos em conferir características únicas a esses produtos, bem como uma infinidade de 

benefícios à saúde do hospedeiro (Leal Maske et al., 2024; Y. Wang et al., 2021) 

Embora estudos recentes confirmem que as BAL são comumente encontradas em uma 

variedade de alimentos, os produtos lácteos são tradicionalmente as principais fontes de 

isolamento dessas bactérias (Fidan et al., 2022; Gupta et al., 2021; Huang et al., 2021; Łepecka 

et al., 2023). Em queijos são encontradas linhagens de BAL com potencial para sintetizar 

bacteriocinas, as quais desempenham um papel crucial na redução do risco de crescimento      e 

persistência de microrganismos patogênicos (Coelho et al., 2022). Nos queijos artesanais 

produzidos a partir de leite cru, as BAL são fundamentais na complexa microbiota, exercendo 

influência significativa em várias etapas de sua produção e maturação (Blaya et al., 2018; Nero 

et al., 2021). Além disso, as BAL presentes nestes queijos também podem possuir propriedades 

benéficas à saúde, uma vez que parte delas são potencialmente reconhecidas como probióticos 

(Erginkaya & Konuray-Altun, 2022).  
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O queijo Porungo, um tipo de queijo artesanal de massa filada, é elaborado por 

agricultores familiares em determinados municípios da região Sudoeste Paulista no Brasil. O 

seu nome, “Porungo”, homenageia o seu formato único, que lembra o porunga, fruto da videira 

Lagenaria siceraria. Na produção deste queijo, emprega-se leite cru a 35 °C, coalho e o soro-

fermento obtido do soro drenado da produção do dia anterior, conhecido como "repique" ou 

soro-fermento, que contém as culturas microbianas autóctones essenciais para o processo. Ao 

permitir que o fermento permaneça à temperatura ambiente durante a noite, o crescimento BAL 

é estimulado (Nogueira Silva et al., 2020). 

As BAL, abundantes na microbiota de queijos artesanais, produzem uma variedade de 

compostos antimicrobianos que podem interferir no crescimento de patógenos, além de 

apresentarem alto potencial probiótico. Portanto, este estudo teve como objetivos avaliar o 

potencial biotecnológico de oito BAL isoladas de soro-fermento de queijo Porungo in vitro e 

no controle de S. aureus em queijo Minas Padrão. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. MICRORGANISMOS E CONDIÇÕES DE CULTIVO  

 

Oito BAL, isoladas do soro-fermento do queijo Porungo e caracterizadas em estudos 

prévios conduzidos pelo grupo de pesquisa do Laboratório de Estudos Avançados em 

Microbiologia de Alimentos (FoMAS) da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar), 

campus Lagoa do Sino foram utilizadas neste estudo. Quatro delas pertencentes ao gênero 

Streptococcus (QP6, QP13, QP29 e QP32), três ao gênero Lactococcus (QP40, QP79 e QP83) 

e uma ao gênero Enterococcus (QP60). Os isolados de Streptococcus foram incubados a 37 °C 

e os de Lactococcus e Enterococos a 30 °C, ambos cultivados em caldo de Man, Rogosa e 

Sharpe (MRS; Kasvi, Brasil) por 24 h.  

Lactococcus lactis ATCC 19435, foi cultivado em caldo MRS a 30 °C por 24 h. 

Staphylococcus aureus INCQS 285 (ATCC 13565), produtor da enterotoxina A, e S. 

aureus INCQS 015 (ATCC 25923), cedidos pela Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de 

Janeiro) foram cultivados em caldo triptona de soja (TSB; Merck, Alemanha) por 18 a 20 h a 

37 °C.  

Culturas estoques dos microrganismos foram mantidas a -20 ºC nos respectivos meios 

citados anteriormente acrescidos de 20% (v/v) de glicerol.  
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2.2. IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA POR 

IONIZAÇÃO COM DESSORÇÃO À LASER ASSISTIDO POR MATRIZ E 

ANALISADOR DE TEMPO DE VOO (MALDI-TOF MS) 

 

2.2.1. Protocolos de extração padrão e em placa 

 

A identificação dos isolados utilizando espectrometria de massa por ionização com 

dessorção à laser assistido por matriz e analisador de tempo de voo (MALDI-TOF MS) foi 

realizada conforme descrito por Barcelos et al. (2019). Após o cultivo dos isolados em ágar 

MRS, uma colônia foi transferida para o ponto na placa de aço (MSP 384; Bruker Daltonik, 

Alemanha) com o auxílio de um palito. Em seguida, 1 μL de ácido fórmico a 70% foi adicionado 

ao ponto e deixado secar à temperatura ambiente. Depois da secagem, 1 μL da solução de matriz 

composta por ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA) dissolvido em 50% de acetonitrila e 

2,5% de ácido trifluoroacético. Após a aplicação da matriz, os pontos foram novamente secos 

à temperatura ambiente para posterior análise por MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Inc. 

Billerica, MA, EUA). 

 

2.2.2. Etapa final da preparação da placa 

 

Para calibração do MALDI-TOF MS, utilizou-se uma solução padrão de proteína 

Bacterial Test Standard (BTS; Bruker, Alemanha). Em cada placa, foram analisados um 

controle positivo (Escherichia coli) e um controle negativo (ácido fórmico e matriz). A análise 

MALDI-TOF MS foi conduzida no software FlexControl 3.4 (Bruker Daltonik, Alemanha), 

operando no modo linear com um laser de nitrogênio de 337 nm. Os espectros de massa foram 

coletados automaticamente na faixa de 2000 a 20.000 m/z, com 3000 disparos de laser para 

gerar cada espectro. A leitura das placas seguiu as especificações para identificação por 

extração de proteínas (Bruker Daltonik, Alemanha) e os dados espectrais foram processados 

usando o software MALDI Biotyper 4.1.70 (Bruker Daltonik, Alemanha) para identificação 

microbiana por meio da biblioteca MPS versão 7311 do MBT.  

 

2.3. ANTIBIOGRAMA 

 

A análise de antibiograma foi conduzida em duplicata conforme o método de difusão 

em disco de suscetibilidade antimicrobiana, com modificações (Charteris et al., 1998). Os 

isolados de BAL foram inicialmente cultivados em caldo MRS a 37 °C. Após a coleta das 
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células bacterianas, por centrifugação a 10.000 x g por 5 min a 4 ºC, estas foram lavadas em 

solução de cloreto de sódio (NaCl) a 0,85% (p/v). O pellet foi transferido para tubos contendo 

1 mL de solução de NaCl a 0,85% e a turbidez da cultura ajustada para 0,5 na escala de 

McFarland, aproximadamente 108 UFC/mL. Em seguida, swabs esterilizados foram utilizados 

para inoculação dos microrganismos na superfície de ágar MRS contido em placas de Petri. 

Discos contendo os antimicrobianos (Sensibiodisc, Cecon, Brasil): clindamicina (20 µg), 

cloranfenicol (30 µg), eritromicina (15 µg), gentamicina (10 µg), oxacilina (1 µg), tetraciclina 

(30 µg), vancomicina (30 µg), norfloxacina (10 µg), rifampicina (5 µg), ampicilina (10 µg), 

benzilpenicilina (1 U.I.) e cefepime (30 µg) foram dispostos sobre as placas e incubadas a 37 

°C por 24 h. Os diâmetros dos halos de inibição foram medidos com auxílio de um paquímetro 

e os microrganismos foram classificados qualitativamente como sensíveis (S), moderadamente 

sensíveis (I) ou resistentes (R) aos antimicrobianos testados, de acordo com as recomendações 

do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020) e European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2024). 

 

2.4. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA 

 

Para obtenção do sobrenadante livre de células neutralizado (SLC), os isolados foram 

cultivados por 24 e 48 h em 10 mL de caldo MRS a 37 ºC para aqueles identificados como 

Streptococcus e em caldo M17 adicionado de glicose (GM17) a 30 °C para os isolados 

identificados como Lactococcus ou Enterococcus. Posteriormente, as culturas foram 

submetidas à centrifugação a 10.000 x g por 5 min a 4 ºC. Os sobrenadantes foram neutralizados 

para pH 6,5 com hidróxido de sódio (NaOH) a 10 M e, em seguida, filtrados em membrana de 

polietersulfona (PSE) de 0,22 μm (Kasvi, Brasil). Os SLC foram armazenados a -20 ºC para 

análises posteriores. A atividade inibitória dos SLC de cada isolado foi avaliada pelo método 

de difusão em ágar com algumas modificações (Tagg et al., 1976) contra L. lactis ATCC 19435, 

bactéria utilizada em testes de susceptibilidade à antimicrobianos (Elliott & Facklam, 1996; O’ 

Connor et al., 2020), e S. aureus ATCC 25923. Uma alíquota de 50 µL de SLC foi adicionada 

em orifícios com 5 mm de diâmetro feitos em placas contendo 20 mL de ágar MRS ou ágar 

triptona de soja (TSA) e, aproximadamente, 105 UFC/mL de L. lactis ou S. aureus, 

respectivamente. Como controle, foi utilizado nisina A (Sigma-Aldrich, EUA) a 1000 μM. As 

placas foram mantidas a 4 ºC por 12 h para difusão do SLC e, posteriormente, incubadas a 30 

°C para L. lactis e a 37 °C para S. aureus. Após 24 h, o diâmetro dos halos de inibição foi 

medido com auxílio de um paquímetro. 
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2.5. PRODUÇÃO DE DIACETIL 

 

Para avaliar a produção de diacetil, os isolados foram cultivados em caldo MRS por 18 

h a 30 ºC. Após crescimento, foram centrifugados a 4000 x g por 15 min à temperatura 

ambiente. Os pellets obtidos foram ressuspendidos em 5 mL de água peptonada tamponada e 

inoculados a uma concentração de 1% (p/v) em 10 mL de leite integral UHT, seguido de 

incubação a 30 °C por 24 h. Posteriormente, 1 mL da cultura foi combinado com 0,5 mL de 

uma solução composta por α-naftol a 1% (p/v) e hidróxido de potássio (KOH) a 16% (p/v), 

sendo a mistura incubada a 37 °C por 10 min. A formação de um anel vermelho nos tubos 

indicou a produção de diacetil (King, 1948). Os resultados foram classificados como fraco (+), 

médio (++), forte (+++) ou ausente (-), dependendo da intensidade da coloração observada. Os 

ensaios foram realizados em duplicata. 

 

2.6. EFEITO DA TEMPERATURA NA CINÉTICA DE CRESCIMENTO E 

ACIDIFICAÇÃO DO LEITE INTEGRAL POR BAL 

 

Para avaliar o efeito da temperatura na cinética de crescimento e na capacidade de 

acidificação do leite, os oito isolados de BAL foram cultivados em leite em pó desnatado 

reconstituído (LDR) a 12% por 20 h a 37 ºC para os isolados de Streptococcus e a 30 ºC para 

os isolados de Lactococcus e Enterococcus. Então, 1% (v/v) de cada isolado foi inoculado em 

20 mL de leite integral UAT adquirido no comércio local e incubado em 4 diferentes 

temperaturas: 8, 25, 30 e 40 ºC. Nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 30 e 48 h, alíquotas foram 

coletadas, diluídas, plaqueadas pela técnica de microgotas na superfície de ágar GM17 e 

incubadas por 24 h a 37 ºC para os isolados de Streptococcus e a 30 ºC para os isolados de 

Lactococcus e Enterococcus. A variação do pH ao longo do tempo de incubação foi monitorada, 

nos mesmos tempos supracitados, utilizando potenciômetro digital (Jenway 3510, Reino 

Unido). As análises foram realizadas em duplicata. 

 

2.7. APLICAÇÃO DE BAL ISOLADAS DO SORO-FERMENTO DE QUEIJO PORUNGO 

COMO CULTURAS COADJUVANTE E INICIADORAS EM QUEIJO MINAS 

PADRÃO 
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2.7.1. Preparo do inóculo 

 

Alíquotas de LDR 12% foram inoculadas separadamente com L. lactis ATCC 19435, 

Lactococcus cremoris, Enterococcus faecium QP60 e Streptococcus infantarius QP6 e 

incubadas a 30 ºC por 24 h. S. aureus ATCC 13565, cepa produtora de enterotoxina A, foi 

cultivada em TSB a 37 ºC por 18 a 20 h. 

 

2.7.2. Fabricação de queijo Minas Padrão 

 

O leite empregado na fabricação do queijo, coletado em uma fazenda situada no 

município de Angatuba, São Paulo, Brasil, apresentou a seguinte composição: 4,1% de gordura, 

3,2% de proteína, densidade de 1031,00, extrato seco desengordurado de 8,89% e extrato seco 

total de 13,23%. 

Queijo Minas Padrão foi produzido no Laboratório de Alimentos do Centro de Ciências 

da Natureza (CCN-UFSCar) de acordo com Andrade et al. (2019), com algumas modificações. 

Após a pasteurização a 65 ºC por 30 min, o leite foi resfriado a 35 °C e inoculado com as 

culturas de BAL, seguido de um período de pré-maturação de 30 min. Foram realizadas três 

bateladas com diferentes tratamentos. No tratamento controle (C), foi inoculado 1% de cultura 

tipo O, composta por 50% de L. lactis e 50% de L. cremoris. Para testar o potencial de E. 

faecium QP60 como cultura coadjuvante e bioprotetora, 1% da cultura tipo O e 1% de E. 

faecium QP60 foram adicionadas ao leite (CQP60). Para avaliar os isolados S. infantarius QP6 

e E. faecium QP60 como culturas iniciadoras alternativas, 1% de cultura mista composta por 

50% de QP6 e 50% de QP60 foi adicionada ao leite (QP6QP60). 

A coagulação do leite foi realizada a 33 ± 1 °C, com a adição de 1 mL de solução de 

cloreto de cálcio a 40% (p/v) (Bela Vista Produtos Enzimáticos, Santa Catarina, Brasil) e 3,3 

mL de coalho líquido (Chr. Hansen, São Paulo, Brasil). Após 40 min, os géis resultantes foram 

cortados e agitados por 40 min a 38 ± 1 °C. O soro foi então removido, e a massa dos queijos 

foi pesada, fracionada e transferida para o FoMAS da UFSCar. Metade da massa foi 

acondicionada em formas cilíndricas de 300 g, equipadas com dessoradores. A outra metade 

foi inoculada com células de S. aureus diluídas em soro obtido na produção dos queijos para 

uma população de, aproximadamente, 104 UFC/g. A massa foi manualmente homogeneizada 

por 2 min e transferida para formas cilíndricas contendo dessorador. Os queijos foram 

prensados por 30 min com um peso equivalente a 10 vezes o peso do queijo. Em seguida, foram 

virados nas formas e recolocados na prensa por mais 60 min. A salga foi realizada em salmoura 
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a 20% (p/v) de NaCl, a uma temperatura de 10 °C, por 1 h. Os queijos foram armazenados em 

câmara fria a 10 °C com 65% de umidade por até 60 dias. Após 10 dias, os queijos foram 

embalados à vácuo individualmente em embalagens gofradas de Nylon Poli.  

Durante o processo, a variação do pH foi monitorada em diferentes etapas: após a 

pasteurização, após a pré-maturação, após o corte (soro) e após a mexedora (soro). 

 

2.7.2.1. Análises físico-químicas 

 

Nos tempos 10 e 30 dias, os queijos não inoculados com S. aureus foram analisados 

quanto aos parâmetros físico-químicos.  

O pH foi determinado pelo método potenciômetro (FIL-IDF, 115a:1989), a umidade 

pelo método gravimétrico em estufa a 102 ± 2 °C (FIL-IDF 4:2004) e a atividade de água 

utilizando-se medidor digital Aqualab 4TE (Decagon Devices, EUA). 

 

2.7.2.2. Análise reológica 

 

A análise de perfil de textura foi realizada de acordo com a metodologia descrita por 

Pinto et al. (2011), com algumas modificações, em texturômetro TA-XT Plus (Stable Micro 

Systems, Godalming, Reino Unido). Um probe cilíndrico de 3,6 cm de diâmetro (Probe SMS 

P/36R) foi utilizado, movido perpendicularmente através das amostras cilíndricas dos queijos 

com 20 mm de diâmetro e 10 mm de altura que foram colhidas a partir do centro do queijo. As 

condições de trabalho foram pré-teste, teste e pós-teste com velocidade de 1 mm/s, com uma 

compressão de 40 % da parte superior da amostra. Os parâmetros analisados foram: dureza (N), 

gomosidade, mastigabilidade, elasticidade e coesividade. 

 

2.7.2.3. Cor instrumental  

 

A cor instrumental foi determinada em colorímetro (Delta Color, Colorium 7, São 

Leopoldo, Brasil), utilizando iluminante D65, ângulo de observação de 10° e abertura de 

medição de 8 mm. O equipamento foi calibrado em porcelana branca padrão e os parâmetros 

L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho/verde) e b* (intensidade de amarelo/azul) do 

sistema CIELab foram determinados nos queijos, tanto na superfície (casca) quanto na parte 

interna, após os mesmos terem atingido a temperatura ambiente, com 8 leituras em cada parte 

do queijo. 



78 

 

2.7.2.4.Análises Microbiológicas 

 

Amostras de 10 g, em duplicata, dos queijos Minas Padrão foram analisadas nos tempos 

1, 10, 30 e 60 dias. Nos queijos não inoculados com S. aureus foi determinada a contagem de 

BAL, enquanto nos queijos inoculados com S. aureus, avaliou-se tanto a contagem de BAL 

quanto a contagem de S. aureus. A contagem de BAL foi realizada pelo plaqueamento em ágar 

MRS acrescido de púrpura de bromocresol, de acordo com a norma FIL-IDF 143:1990. A 

contagem de S. aureus foi feita em ágar Sal Manitol (AMS; Biolog, Brasil) segundo norma FIL 

145:1990. 

 

2.7.2.5.Análise de dados 

 

Foi realizado um delineamento de blocos ao acaso, com dois blocos (dois 

processamentos independentes). Os dados foram avaliados através da análise de variância 

(ANOVA) e a comparação de médias foi realizada através do teste de Tukey, a 5% de 

significância. As análises foram realizadas em software R (RStudio 2024.04.2). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS DE BAL POR MALDI-TOF MS 

 

A Tabela 1 apresenta a identificação dos isolados realizada pela análise MALDI-TOF 

MS, destacando uma predominância de espécies dos gêneros Streptococcus e Lactococcus, 

além de um isolado pertencente ao gênero Enterococcus. 
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Tabela 1. Identificação dos isolados de BAL por MALDI-TOF MS 

Isolado Identificação 

QP6 Streptococcus infantarius 

QP13 Streptococcus infantarius 

QP29 Streptococcus lutetiensis 

QP32 Streptococcus infantarius 

QP40 Lactococcus lactis 

QP60 Enterococcus faecium 

QP79 Lactococcus lactis 

QP83 Lactococcus lactis 

 

Dentre os quatro isolados pertencentes ao gênero Streptococcus, três foram identificados 

como Streptococcus infantarius e um como Streptococcus lutetiensis. S. infantarius é 

reconhecido por sua associação com produtos lácteos fermentados, especialmente em leite cru 

e em processos de fermentação natural, onde contribui significativamente para o 

desenvolvimento de características sensoriais desejáveis. S. lutetiensis também tem sido 

encontrado em contextos semelhantes, compondo a microbiota de produtos fermentados (Jans 

et al., 2017; Özkan et al., 2021; Sioziou et al., 2024). Contudo, ambas as espécies são 

conhecidas por pertencerem ao complexo Streptococcus bovis/Streptococcus equinus (SBSEC). 

A maioria dos membros do SBSEC são considerados patógenos oportunistas, causando doenças 

graves em humanos e animais (Gboko et al., 2019). 

Um estudo realizado por Jans et al. (2013), demonstrou que o genoma do isolado de S. 

infantarius CJ18, proveniente de laticínios africanos, era distinto do isolado humano S. 

infantarius ATCC BAA-102, evidenciando uma adaptação metabólica específica ao ambiente 

dos laticínios. Güley et al. (2022) também observaram variações genômicas significativas em 

S. infantarius subsp. infantarius AYB210 quando comparado tanto ao isolado lácteo africano 

quanto ao isolado humano ATCC BAA-102. As diferenças encontradas, especialmente 

modificações do operon da lactose, sugerem uma possível adaptação evolutiva ao ambiente 

específico dos produtos lácteos fermentados. Por outro lado, apenas um gene de virulência 

putativo, hasC, que codifica a UDP-glicose pirofosforilase, foi detectado no genoma de S. 

infantarius subsp. infantarius AYB210. Essas descobertas ressaltam a importância de realizar 

estudos mais aprofundados sobre as cepas identificadas para garantir sua segurança e adequação 

ao uso. Embora muitas espécies de Streptococcus sejam conhecidas por seu potencial 

patogênico, Streptococcus thermophilus se destaca como uma exceção. Considerada segura 
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com base na QPS, essa bactéria tem sido amplamente utilizada como cultura iniciadora na 

produção de iogurtes e outros produtos lácteos fermentados, como queijos duros, sem relatos 

de problemas de segurança (Uriot et al., 2017). Pesquisas genômicas revelaram que S. 

thermophilus perdeu uma parte significativa de seu genoma, especialmente aqueles genes 

relacionados à especificidade ecológica, como resultado de sua adaptação ao ambiente leiteiro 

(dos Santos et al., 2020).  

Três isolados foram identificados como L. lactis, uma espécie amplamente utilizada na 

indústria de laticínios. L. lactis é conhecida por sua capacidade de acidificar o ambiente e 

produzir compostos de sabor, como o diacetil, que contribuem significativamente para o perfil 

sensorial de produtos fermentados, como queijos e iogurtes (Li et al., 2020). Essa espécie é 

frequentemente escolhida como cultura iniciadora devido à sua robustez e eficácia em melhorar 

a qualidade e estabilidade dos produtos lácteos fermentados (Kondrotiene et al., 2023). 

Apenas um isolado foi identificado como E. faecium, microrganismos comumente 

encontrados em diversos ambientes, incluindo produtos vegetais. Embora algumas cepas sejam 

associadas a riscos patogênicos, muitas têm propriedades tecnológicas (M’hir et al., 2012). Esse 

gênero é conhecido por sua resistência a condições adversas, como alta salinidade, temperaturas 

elevadas e baixos níveis de pH, demonstrando uma forte adaptabilidade a matrizes alimentares 

como queijos. Desempenham um papel crucial no desenvolvimento do sabor característico do 

queijo, promovendo a degradação de proteínas e lipídios, além de produzir compostos como o 

diacetil (Terzić-Vidojević et al., 2021). Diversas cepas de E. faecium foram identificadas como 

produtoras de bacteriocinas, conhecidas como enterocinas, agentes antimicrobianos que inibem 

o crescimento de patógenos nos alimentos (Meral-Aktaş, 2024; Sonei et al., 2024; Toplu & 

Tuncer, 2023). 

 

3.2. SUSCEPTIBILIDADE DAS BAL A ANTIBIÓTICOS 

 

 Bactérias utilizadas na produção de alimentos devem ser isentas de genes de resistência 

a antibióticos adquiridos ou transferíveis, garantindo a segurança dos alimentos e a prevenção 

da disseminação de resistência antimicrobiana (Campedelli et al., 2019). Desta forma, oito 

isolados de BAL obtidos a partir do soro-fermento do queijo Porungo foram testados quanto à 

suscetibilidade a 12 antibióticos (Tabela 2). De modo geral, os isolados demonstraram uma alta 

sensibilidade à maioria dos antibióticos avaliados. Especificamente, todos os isolados foram 

sensíveis aos antibióticos responsáveis pela inibição da síntese da parede celular (ampicilina e 
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vancomicina) e síntese proteica (cloranfenicol, eritromicina e tetraciclina) (Charteris et al., 

1998). 

 

Tabela 2. Antibiograma de isolados de BAL  

Antibiótico 
Diâmetro da zona de inibição (mm) 

QP6 QP13 QP29 QP32 QP40 QP60 QP79 QP83 

AMP10 22,0 S³ 21,5 S³ 22,0 S³ 26,0 S³ 22,0 S³ 22,0 S³ 26,5 S³ 25,0 S³ 

CLI2 20,5 S¹ 22,5 S¹ 22,5 S¹ 21,5 S¹ 19,5 I²  11,7 R² 24,0 S² 24,5 S² 

CLO30 24,0 S¹ 24,0 S¹ 23,5 S¹ 24,0 S¹ 25,0 S¹ 22,0 S³ 27,0 S¹ 27,0 S¹ 

CPM30 23,0 I¹ 26,5 S¹ 23,0 I¹ 22,0 I¹ 26,5 S¹ 24,5 S¹ 28,5 S¹ 30,5 S¹ 

ERI15 24,5 S¹  23,5 S¹  23,5 S¹  24,0 S¹  25,0 S² 22,0 I³ 27,0 S² 27,0 S² 

GEN10 11,0 R² 11,0 R² 11,5 R² 10,5 R² 15,5 S²  13,0 I²  16,5 S²  19,5 S² 

NOR10 13,5 I² 11,5 R² 14,0 I² 15,0 I² 11,5 R² 18,0 S³ 15,5 I²  27,0 S² 

OXA1 17,3 I² 16,5 R² 17,3 I² 18,5 S² 16,0 R² 19,0 S² 15,5 R² 16,0 R² 

PEN1 17,0 I4 16,5 I4 16,0 I4 15,5 I4 16,0 I4 16,0 I4 16,0 I4 21,0 I4 

RIF5 21,5 S² 22,0 S² 20,5 S² 21,5 S² 12,0 R² 30,0 S³ 14,0 R²  10,3 R² 

TET30 27,0 S¹ 26,0 S¹ 25,5 S¹ 27,0 S¹ 25,0 S¹ 28,0 S³ 31,0 S¹ 24,0 S¹ 

VAN30 19,0 S¹ 18,5 S¹ 20,5 S¹ 19,0 S¹ 18,5 S¹ 23,0 S³ 21,0 S¹ 21,5 S¹ 
AMP10: ampicilina (10 µg); CLI1: clindamicina (1 µg); CLO30: cloranfenicol (30 µg); CPM30: cefepime (30 

µg); ERI15: eritromicina (15 µg); GEN10: gentamicina (10 µg); NOR10: norfloxacina (10 µg); oxacilina (1 µg); 

PEN1: benzilpenicilina (1 U.I.); RIF5: rifampicina (5 µg); TET30: tetraciclina (30 µg) e VAN30: vancomicina (30 

µg).  

Suscetibilidade expressa como resistente (R), suscetível (S) e intermediária (I). 
1Critérios interpretativos adaptados daqueles para Streptococcus spp. Grupo Viridans, conforme publicado no 

documento CLSI M100. 
2Critérios interpretativos adaptados daqueles para Staphylococcus spp., conforme publicado no documento CLSI 

M100. 
3Critérios interpretativos adaptados daqueles para Enterococcus spp., conforme publicado no documento CLSI 

M100. 
4Critérios interpretativos adaptados daqueles para Streptococcus spp. Grupo Viridans, conforme publicado no 

documento EUCAST (2024). 

 

No entanto, todos os isolados pertencentes ao gênero Streptococcus exibiram resistência 

à gentamicina. Este resultado é consistente com a literatura, uma vez que Streptococcus é 

frequentemente descrito como intrinsecamente resistente a aminoglicosídeos, como a 

gentamicina, devido à incapacidade desses antibióticos de penetrar na membrana bacteriana de 

maneira eficaz (dos Santos et al., 2020; Glajzner et al., 2023). Adicionalmente, todos os isolados 

do gênero demonstraram algum nível de resistência à norfloxacina, oxacilina e benzilpenicilina, 

enquanto três deles exibiram resistência intermediária ao cefepime. 
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Em um estudo realizado com S. thermophilus FUA329, os resultados dos ensaios 

fenotípicos mostraram que essa cepa foi suscetível a 12 tipos de antibióticos, mas apresentaram 

resistência à oxacilina e benzilpenicilina (Liu et al., 2023). Além disso, tanto cepas de S. 

thermophilus (Wang et al., 2019; Zhou et al., 2012), quanto de S. infantarius (Güley et al., 2022; 

Özkan et al., 2021) e S. lutetiensis (Özkan et al., 2021) demonstraram resistência à gentamicina. 

Em concordância com nossos dados, a maioria dos estudos encontraram que Streptococcus é 

susceptível à vancomicina (Ammor et al., 2007; Gad et al., 2014; Güley et al., 2022; Nawaz et 

al., 2011; Özkan et al., 2021).  

Todos os isolados de Lactococcus demonstraram resistência a pelo menos um 

antibiótico. Os isolados QP79 e QP83 mostraram resistência à oxacilina e rifampicina, enquanto 

o isolado QP40 foi resistente a três diferentes antibióticos, oxacilina, rifampicina e 

norfloxacina. Hamdaoui et al. (2024) reportaram três cepas de L. lactis isoladas de leite cru 

resistentes à rifampicina. Por outro lado, essas cepas apresentaram sensibilidade a antibióticos 

como ampicilina, vancomicina, gentamicina, tetraciclina e cloranfenicol. Outros estudos 

também encontraram cepas de Lactococcus sensíveis a eritromicina, gentamicina e 

cloranfenicol, mas resistentes a outros antibióticos, como clindamicina (Ramalho et al., 2019; 

Sylvere et al., 2023).  

O isolado QP60, E. faecium, mostrou resistência exclusiva à clindamicina e resistência 

intermediária à eritromicina, gentamicina e benzilpenicilina. Esses resultados são consistentes 

com os resultados de Toplu & Tuncer (2023), onde E. faecium BT29.11, isolado do queijo turco 

Beyaz, foi suscetível à ampicilina, cloranfenicol, norfloxacina, tetraciclina e vancomicina, mas 

apresentou resistência intermediária à eritromicina. Em outro estudo, Kim & Koo (2020) 

relataram uma alta incidência de resistência em isolados de E. faecium, com 80% dos isolados 

resistentes à eritromicina e 50% resistentes à clindamicina. De forma semelhante, Meral-Aktaş 

(2024) encontrou que E. faecium H108 isolado de queijo Beyaz é resistente à eritromicina e 

gentamicina. 

E. faecium QP60 foi susceptível à vancomicina. Ressalta-se que a sensibilidade dos 

enterococos aos glicopeptídeos, como a vancomicina, é um critério fundamental para avaliar 

sua segurança. Enterococos resistentes à vancomicina (VRE) é um problema significativo na 

área da saúde, uma vez que a vancomicina é frequentemente utilizada como última linha de 

defesa no tratamento de infecções nosocomiais causadas por enterococos multirresistentes 

(Terzić-Vidojević et al., 2021). 

A crescente preocupação com a resistência aos antibióticos decorre da capacidade da 

microbiota adquirir e transferir genes de resistência para bactérias patogênicas (Sylvere et al., 
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2023). A resistência aos antibióticos observada em alguns isolados de BAL deste estudo gera 

preocupações significativas sobre a viabilidade de seu uso como cultura na fabricação de 

produtos lácteos e também como probióticos. Entretanto, os resultados apresentados devem ser 

considerados preliminares, pois a susceptibilidade ou resistência a antibióticos observada in 

vitro nos isolados pode não refletir o comportamento in vivo (Giuliano et al., 2019; Pinchao et 

al., 2024), já que a resistência pode ser intrínseca ou adquirida. A resistência adquirida é 

transferida horizontalmente entre bactérias através de elementos genéticos móveis, como os 

plasmídeos. Em contraste, a resistência intrínseca é codificada no DNA cromossômico e não se 

transfere entre bactérias (Hamdaoui et al., 2024). Assim, a análise genômica com ferramentas 

de bioinformática pode confirmar a ausência ou a presença de genótipos e fenótipos associados 

à resistência aos antibióticos (Sylvere et al., 2023). Desse modo, são necessárias análises 

adicionais para investigar os mecanismos de resistência e as propriedades farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas dos antibióticos. 

 

3.3. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA 

 

SLC foram obtidos a partir do crescimento das BAL em dois meios de cultivo, MRS e 

GM17, após 24 e 48 h de incubação. A atividade antibacteriana dos SLC foi avaliada por meio 

do ensaio de difusão em ágar contra L. lactis ATCC 1935 e S. aureus ATCC 25923. Apenas os 

SLC obtidos a partir do cultivo do isolado E. faecium QP60 em caldo MRS por 24 e 48 h e em 

caldo GM17 por 24 h apresentaram halos de inibição de 12, 11 e 8 mm, respectivamente (Figura 

1). Os maiores halos foram observados após 24 h de incubação em ambos os meios avaliados. 
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Figura 1. Atividade antibacteriana dos sobrenadantes livres de células neutralizados (SLC) dos oito 

isolados de bactérias láticas (BAL) contra L. lactis ATCC 19435, pelo método de difusão em ágar: A) 

SN obtido a partir do cultivo dos isolados em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) após 24 h; B) SN 

obtido a partir do cultivo dos isolados em MRS após 48 h; C) SN obtido a partir do cultivo dos isolados 

em caldo M17 com glicose (GM17) após 24 h; e D) SN obtido a partir do cultivo dos isolados em GM17 

após 48 h. Controle (C): nisina A a 1000 μM. 6 = QP6; 13 = QP13; 29 = QP29; 32 = QP32; 40 = QP40; 

60 = QP60; 79 = QP79 e 83 = QP83. 

 

Os SLC obtidos a partir do cultivo de E. faecium QP60 em caldo MRS apresentaram os 

melhores resultados de atividade antibacteriana. Resultado semelhante foi encontrado no estudo 

de Yang et al. (2018), onde quatro cepas de BAL cultivadas em caldo MRS produziram níveis 

mais elevados de bacteriocinas quando comparado ao cultivo em caldo infusão de cérebro e 

coração (BHI). No mesmo estudo, foi citado que a produção de bacteriocina por BAL não foi 

detectada após 16 h de incubação em meio M17 em pesquisas anteriores do grupo (Yang et al., 

A B 

C D 
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2018). Outros estudos também demonstraram que o meio MRS proporciona melhores 

resultados para a produção de bacteriocina em relação ao meio M17 (De Kwaadsteniet et al., 

2005; Moraes et al., 2010; Todorov & Dicks, 2004). 

O único isolado com atividade inibitória contra a cepa indicadora, QP60, foi identificado 

como pertencente ao gênero Enterococcus. Esses microrganismos são conhecidos pela 

produção de enterocinas, peptídeos de baixo peso molecular resistentes ao calor, geralmente 

incluídas nas bacteriocinas da classe II (Terzić-Vidojević et al., 2021). Diversos estudos 

identificaram cepas de Enterococcus capazes de produzir bacteriocinas que inibem o 

crescimento de bactérias indicadoras, como L. lactis HP, conhecida por sua sensibilidade a 

bacteriocinas como nisina e lacticina 481 (Alegría et al., 2010; Bravo et al., 2009; Fusieger et 

al., 2020; Perin et al., 2012; Ribeiro et al., 2016).  

Nenhum SLC apresentou atividade inibitória contra S. aureus ATCC 25923 (Figura 2).  

 

 

Figura 2.  Atividade antibacteriana dos sobrenadantes livres de células neutralizados (SLC) de oito 

isolados de bactérias láticas (BAL) contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, pelo método de difusão 

em ágar: A) SN obtido a partir do cultivo dos isolados em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) após 24 

h; B) SN obtido a partir do cultivo dos isolados em MRS após 48 h. Controle (C): nisina A a 1000 μM. 

 

Em um estudo realizado por Ribeiro et al. (2016), a cepa L. lactis L3A21M1 foi avaliada 

pelo ensaio de difusão em poços. Essa cepa produtora de bacteriocina demonstrou um amplo 

espectro de atividade, inibindo todas as outras cepas de BAL testadas, incluindo L. lactis HP, 

porém não teve efeito contra S. aureus ATCC 6553 e ATCC 29523. Por outro lado, a cepa 

conseguiu inibir cepas patogênicas de Listeria monocytogenes, sugerindo que novos testes 

A B 
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contra outros patógenos são necessários para avaliar o potencial antimicrobiano do isolado 

QP60. 

 

3.4. PRODUÇÃO DE DIACETIL 

 

A capacidade de produção de diacetil pelos isolados de BAL é apresentada na Tabela 3 

e na Figura 3. Dentre os oito isolados, seis demonstraram a produção deste composto em 

diferentes intensidades, que variaram de fraca a forte. O diacetil é um composto volátil 

amplamente valorizado em produtos lácteos fermentados, como manteiga, queijos e iogurtes, 

por conferir um aroma e sabor característicos de manteiga fresca, essenciais para a qualidade 

sensorial desses alimentos (Mallia et al., 2008; Smit et al., 2005). A produção desse composto 

ocorre naturalmente durante a fermentação, sendo mediada por BAL que metabolizam o citrato 

presente no leite (Hosken et al., 2023). 

 

Tabela 3. Produção de diacetil pelas BAL 

Isolado Produção de diacetil 

Streptococcus infantarius QP6 ++ 

Streptococcus infantarius QP13 ++ 

Streptococcus lutetiensis QP29 ++ 

Streptococcus infantarius QP32 ++ 

Lactococcus lactis QP40 - 

Enterococcus faecium QP60 +++ 

Lactococcus lactis QP79 + 

Lactococcus lactis QP83 - 

Coloração dos anéis classificada como fraco (+), médio (++), forte (+++) ou ausente (-). 

 

Os quatro isolados de Streptococcus apresentaram média produção de diacetil. Em um 

estudo realizado por Dias et al. (2019), foi observado que, entre os gêneros identificados, 

Streptococcus teve o maior número de isolados produtores de diacetil, com uma taxa de 80%.      

Tsuda e Kodama (2021) relataram que a cepa S. lutetiensis PUHM1034 exibiu a maior produção 

de diacetil-acetoína entre as cepas analisadas e Engels et al. (2022) demonstraram que os níveis 

de diacetil aumentaram quando fermentações de proteínas vegetais ocorreram com 

Streptococcus.  
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O isolado E. faecium QP60 destacou-se pela intensa produção de diacetil. O gênero 

Enterococcus é frequentemente associado à produção de diacetil em queijos (Sanlibaba & 

Senturk, 2018). El Hatmi et al. (2018) observaram que o leite fermentado de dromedário 

apresentou maior conteúdo de diacetil quando fermentado por E. faecium, enquanto o leite de 

vaca fermentado com Streptococcus macedonicus teve um conteúdo superior de diacetil. 

Abedini et al. (2023) também observaram que E. faecium 96B4 produziu alta quantidade 

diacetil (44,49 μmol) em leite UHT durante 24 h a 37 °C. Outras cepas de Enterococcus, como 

Enterococcus durans LAB280 e E. faecium GM75, foram reconhecidas por sua elevada 

capacidade de produzir diacetil (da Cunha et al., 2024; Martino et al., 2016). 

 

 

Figura 3. Formação de diacetil de acordo com a intensidade da coloração dos anéis formados no tubo 

que foram classificados como fraco (+), médio (++), forte (+++) ou ausente (-). 

 

Entre os isolados do gênero Lactococcus, apenas um foi capaz de produzir diacetil, 

porém em baixa quantidade, L. lactis QP79. Cepas de L. lactis subsp. lactis bv. diacetylactis 

são conhecidas pela capacidade de fermentar citrato produzindo diacetil e acetoína, compostos 

de sabor desejáveis em queijos curados específicos (Fusieger et al., 2020; Hamdaoui et al., 

2024). O resultado encontrado neste estudo difere dos encontrados por Fusieger et al. (2020), 
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onde 17 isolados de L. lactis mostraram ser capazes de fermentar citrato e 20 foram capazes de 

produzir diacetil.  

 

3.5. EFEITO DA TEMPERATURA NA CINÉTICA DE CRESCIMENTO E 

ACIDIFICAÇÃO DO LEITE INTEGRAL PELAS BAL 

 

Os isolados bacterianos dos gêneros Streptococcus sp. (QP6, QP13, QP29 e QP32), 

Lactococcus sp. (QP40, QP79 e QP83) e Enterococcus sp. (QP60) foram avaliados quanto à 

cinética de crescimento e alteração do pH do leite integral ao longo de 48 h (Figura 4).  
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Figura 4. Cinética de crescimento e variação do pH do leite integral na presença de BAL isoladas do 

soro-fermento de queijo Porungo sob diferentes temperaturas: 8 °C (quadrado), 25 °C (círculo), 30 °C 

(triângulo) e 40 °C (triângulo invertido). A linha contínua preta representa os valores de log (UFC/mL) 

e a linha tracejada vermelha os valores de pH. 
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A velocidade específica de crescimento (µ) foi calculada a partir das contagens obtidas 

nas primeiras 6, 8 e 10 h de cultivo a 25, 30 e 40 °C (Tabela 3). 

 

Tabela 4. Velocidade específica de crescimento (μ) e coeficiente de determinação (R²) dos 

isolados em leite integral a 25, 30 e 40 °C. 

Isolado Temperatura (ºC) 

Tempo de incubação (h) 

6 8 10 

µ (h-1) R2 µ (h-1) R2 µ (h-1) R2 

QP6 

25 0,4607 0,9949 0,4268 0,9908 0,4048 0,9902 

30 0,9546 0,9878 0,8720 0,9839 0,7907 0,9752 

40 1,2866 0,9338 1,0532 0,9074 1,0662 0,9460 

QP13 

25 0,1505 0,8927 0,2527 0,8439 0,2819 0,9046 

30 0,6795 0,7560 0,7910 0,8780 0,7966 0,9273 

40 1,0289 0,9846 0,9179 0,9761 0,7950 0,9519 

QP29 

25 0,2061 0,9952 0,2254 0,9908 0,2924 0,9318 

30 0,4801 0,9267 0,6762 0,9058 0,7087 0,9462 

40 0,8465 0,9829 0,8090 0,9884 0,7903 0,9923 

QP32 

25 0,3321 0,9507 0,2684 0,9927 0,2562 0,9885 

30 0,7473 0,9285 0,7573 0,9637 0,6996 0,9668 

40 1,1049 0,9575 0,9465 0,9449 0,8096 0,9228 

QP40 

25 0,8777 0,8774 0,9688 0,9379 0,9416 0,9605 

30 1,2497 0,9745 1,2626 0,9873 1,1368 0,9752 

40 0,6088 0,9788 0,4745 0,9108 0,3838 0,8620 

QP60 

25 0,3048 0,8184 0,3692 0,9041 0,3910 0,9450 

30 0,7841 0,9137 0,8614 0,9549 0,8294 0,9699 

40 1,4272 0,9937 1,2213 0,9683 1,0727 0,9526 

QP79 

25 0,5552 0,9891 0,4965 0,9796 0,4948 0,9881 

30 1,1386 0,9731 1,0651 0,9798 0,9421 0,9636 

40 0,5710 0,9448 0,4946 0,9409 0,4980 0,9277 

QP83 

25 0,4027 0,9310 0,5031 0,9402 0,5647 0,9572 

30 0,6171 0,9997 0,6842 0,9904 0,6756 0,9941 

40 0,2577 0,9573 0,3223 0,9484 0,3345 0,9703 
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Com base nos resultados apresentados, é possível verificar que os quatro isolados de 

Streptococcus sp. (QP6, QP13, QP29 e QP32) apresentaram a fase lag mais curta entre nas 

temperaturas de 30 e 40 °C, indicando uma rápida adaptação ao novo ambiente (Figura 4). 

Nessas temperaturas, observou-se também maiores valores de velocidade específica de 

crescimento (μ) nos tempos de 6, 8 e 10 h (Tabela 4). Comportamento semelhante foi 

demonstrado por Vaningelgem et al. (2004), onde S. thermophilus ST 111 teve um crescimento 

ótimo na faixa de temperatura de 32 a 46 °C, com a μ variando de 1,00 a 1,51 h−1, e um 

crescimento mais lento a 25 °C com μ igual a 0,33 h−1.   

 Em fermentações industriais, um fator significativo na síntese de ácido lático é a 

temperatura operacional adequada, influenciando tanto o crescimento dos microrganismos 

quanto a eficiência do processo fermentativo (Qin et al., 2012). Assim, microrganismos com 

alta taxa de crescimento e capacidade de redução rápida do pH são fortemente desejados pela 

indústria. Entre os isolados de Streptococcus, o QP6 teve a maior μ em 6 h a 40 °C (1,2866 h−1) 

(Tabela 4), alcançando 8,78 log UFC/mL e um pH 5,29 (Figura 4). Essas características 

reforçam o caráter termofílico desse grupo de microrganismo (Kort et al., 2015; Min et al., 

2020). Aghababaie et al. (2015) obtiveram μ estimadas a partir de dados de biomassa em g/L 

de 1,18 h−1 para a mesma espécie a 42,8 °C. Salmazo et al. (2023) demonstraram que a μ para 

S. thermophilus incubado a 41 °C foi próxima de 1,24 h−1. Contrastando com tais resultados, 

os valores de μ encontrados neste estudo podem ser considerados promissores, uma vez que 

uma μ mais rápida pode reduzir o tempo necessário para atingir uma população celular desejada, 

potencialmente diminuindo os custos de produção e aumentando a eficiência do processo.  

Todos os isolados de Streptococcus, apesar de exibirem crescimento acelerado a 40 °C, 

mostraram uma redução na viabilidade celular ao longo do tempo, resultando em contagens 

mais baixas nessa temperatura em períodos mais longos. O declínio na curva de crescimento 

pode ser atribuído a acidificação do meio (Min et al., 2020; Papadimitriou et al., 2016; Qin et 

al., 2012), já que as maiores reduções de pH foram à 40 °C para os quatro isolados de 

Streptococcus sp.. Esses resultados são consistentes com os dados de um estudo sobre S. 

thermophilus St20, que mostrou uma μ de 2,2 h⁻¹ a 44 °C em um meio complexo contendo 

lactose, triptona, extrato de levedura, macro e microelementos, e tween 80. No entanto, S. 

thermophilus St20 revelou ser particularmente sensível à acidificação, com uma rápida redução 

em sua μ à medida que o pH do meio diminui (Adamberg et al., 2003). Wu et al. (2023) 

obtiveram contagens de células viáveis de cepas de S. thermophilus significativamente maiores 

em 37 °C do que em 42 °C em leite fermentado. Em estudo feito por Tarrah et al. (2018), 
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também foi observado uma diminuição generalizada no desempenho de crescimento a 42 °C ao 

longo de 24 h para duas espécies investigadas, S. macedonicus e S. thermophilus, ambas de 

origem láctea, quando cultivadas em meio M17 contendo 0,5% de lactose.  

S. infantarius QP6 foi o único isolado de Streptococcus sp. que demonstrou as maiores 

μ, tanto em 30 °C quanto em 40 °C. Isso sugere que o isolado pode ser uma boa cultura 

iniciadora para processos como a fabricação de queijos, onde se trabalha com essa faixa de 

temperaturas e não se deseja uma acidificação excessiva, evitando um sabor ácido desagradável 

no produto final (Tidona et al., 2020). 

Por outro lado, S. lutetiensis QP29 e S. infantarius QP32 destacaram-se por reduzir o 

pH do leite mais rapidamente, atingindo valores de 5,16 e 5,15 após 6 h e 4,85 e 4,67 após 10 

h de incubação a 40 °C, respectivamente (Figura 4). No entanto, eles apresentaram as menores 

μ nessa temperatura. A temperatura está relacionada com a produção de ácido lático, uma vez 

que afeta a atividade de enzimas essenciais. Por exemplo, um aumento na temperatura de 37 °C 

para 42 °C estimula a atividade da β-galactosidase, uma enzima crucial na síntese de ácido 

lático (Guo et al., 2021; Ustok et al., 2010). Estudos com Streptococcus mostraram que ao 

aumentar a temperatura para 42 °C houve uma redução de 2 h para que o processo de 

fermentação fosse concluído, considerando o pH final de 4,6 (Guo et al., 2021). Khanal e Lucey 

(2018) observaram que a redução do pH do leite até 4,5 por duas cepas de S. thermophilus, 

DGCC7785 e St-143, também foi mais rápida entre 39 e 45 °C do que a 33 °C.  

Além da produção de ácido, a temperatura de incubação pode interferir em propriedades 

físicas importantes do iogurte, como o aumento da separação do soro em temperaturas mais 

altas. O aumento da temperatura resulta em uma rede proteica mais frágil e um gel menos firme, 

prejudicando a viscosidade e as características sensoriais ideais (Nguyen et al., 2014). Apesar 

do aumento nos custos e tempos de produção, a redução da temperatura de 43 a 45 °C para 32 

a 39 °C melhora a viscosidade, suavidade e maciez do iogurte devido à formação de uma matriz 

proteica mais densa (Guo et al., 2021; S. Wu et al., 2009). Outros produtos obtidos durante a 

fermentação por Streptococcus também são favorecidos em temperaturas mais altas, como a 

síntese de exopolissacarídeos a temperaturas próximas a 40 °C (Khanal & Lucey, 2018; Zisu & 

Shah, 2003) e bacteriocinas, tendo sua maior produção em uma faixa de 37 a 40 °C (Poirazi et 

al., 2007; Yang et al., 2018).  

Quanto aos isolados QP40, QP79 e QP83, identificados com L. lactis, todos 

apresentaram melhores μ (Tabela 4) e contagem de células maiores (Figura 4) durante o 

processo fermentativo a 30 °C. Um resultado esperado, já que são bactérias do gênero 

Lactococcus, classificadas como mesófilas e têm seu crescimento ótimo em torno de 30 °C 
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(Chen et al., 2015; Miyoshi et al., 2003; Savoie et al., 2007). Adamberg et al. (2003) 

demostraram que L. lactis subsp. lactis 1387 cultivado em meio contendo lactose, triptona, 

extrato de levedura, macro e microelementos e tween 80 teve a μ aumentada de 0,4 para 0,95 

h−1 como resultado do aumento da temperatura de 25 para 38 °C, mas diminuiu em 

temperaturas acima de 38 °C.  

Os isolados de Lactococcus também apresentaram maiores reduções de pH a 30 °C. L. 

lactis QP83 apresentou a maior e mais rápida redução do pH entre os isolados. Em um estudo 

feito por Fusieger et al. (2020), foram avaliadas características tecnológicas de 23 isolados de 

L. lactis subsp. lactis obtidos de leite e queijos. De forma semelhante a L. lactis QP83, foi 

observado que dois isolados, em especial, apresentaram alta capacidade acidificante devido à 

sua capacidade de reduzir mais de duas unidades de pH após 24 h. Isso é fundamental, pois a 

rápida queda do pH no início do processo favorece a coagulação do leite e ajuda a inibir o 

crescimento de microrganismos indesejáveis (Yoon & Kim, 2022). 

E. faecium QP60 apresentou a segunda maior μ, variando de 1,43 a 1,07 h⁻¹ entre 6 e 10 

h de cultivo. Além disso, apresentou uma alta contagem de células após 48 h de incubação a 40 

°C (Figura 4). Esses resultados corroboram com o estudo de Zanoni et al. (1993), que 

desenvolveram modelos matemáticos para prever o crescimento de E. faecium em mortadela, 

apontando uma temperatura ótima de 42 °C. Da mesma forma, Berghe et al. (2006) 

identificaram uma temperatura ótima de crescimento de 42,7 °C, reforçando o caráter 

termofílico da cepa. Em um estudo feito por Gardini et al. (2001), que investigou o impacto 

combinado da temperatura, pH e concentração de NaCl sobre o crescimento de E. faecalis 

EF37, foi identificado que a temperatura era o fator determinante na redução da fase de latência, 

com a menor duração observada em torno de 38 °C. Além disso, constatou-se que o aumento 

da temperatura, dentro do intervalo analisado de 16 a 44 °C, resultou em um incremento na μ. 

O isolado QP60 demonstrou a maior capacidade de redução do pH quando cultivado a 

40 °C. Contudo, nesta temperatura, este isolado apresentou a menor redução de pH quando 

comparado aos outros sete isolados (Figura 4), demonstrando não ser uma bactéria acidificante 

eficaz. Em contraste, estudos mostraram que E. faecium CM4 e 2CM1, isolados de leite cru de 

vaca, demonstraram uma acidificação mais eficaz, com pH reduzido para 3,85–4,05 após 48 h 

de incubação em MRS (Banwo et al., 2013). Em outro estudo, E. faecalis FAIR-E 229 

apresentou um pH mais alto no leite desnatado (4,8) em comparação ao MRS, o que pode ser 

atribuído ao metabolismo do citrato no leite, gerando dióxido de carbono que atua como 

tampão, resultando em uma acidificação menos intensa (Sarantinopoulos et al., 2001). No 

entanto, cepas de Enterocccous são geralmente utilizadas como co-culturas em processamento 
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de queijos pela sua característica termofílica, aliada à acidez suave alcançada por essas culturas 

no final da fabricação do queijo (Giraffa, 2003).  

 

3.6. APLICAÇÃO DE BAL ISOLADAS DO SORO-FERMENTO DE QUEIJO PORUNGO 

NA ELABORAÇÃO DE QUEIJO MINAS PADRÃO E CONTROLE DE S. aureus  

 

3.6.1. Características físico-químicas 

 

A Tabela 5 apresenta os valores de pH em diversas etapas do processo de produção de 

queijo. No geral, a variação do pH nas diferentes fases demonstra a eficiência das culturas em 

promover a acidificação do meio ao longo do processamento. O tratamento QP6QP60 destacou-

se por apresentar a maior redução de pH após a etapa de mexedura, onde exibiu um pH 

significativamente mais baixo em comparação ao tratamento controle, evidenciando capacidade 

acidificante. 

 

Tabela 5. Variação do pH em diferentes etapas do processamento. 

Tratamento pH leite 
pH pós-

maturação 

pH pós-corte 

 (soro) 

pH pós-

mexedura 

 (soro) 

C 6,675 6,520 6,395 6,300a 

CQP60 6,610 6,495 6,370 6,180ab 

QP6QP60 6,565 6,310 6,270 5,945b 

C: controle com 1% de cultura tipo O (50% L. lactis e 50% L. cremoris). CQP60: 1% cultura tipo O e 

1% do isolado E. faecium QP60. QP6QP60: 1% de culturas coadjuvantes (50% S. infantarius QP6 e 

50% E. faecium QP60). Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante entre os 

tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05). Quando nenhuma letra minúscula ou maiúscula é mostrada, 

significa que não houve diferença estatística entre os tratamentos em um mesmo tempo ou entre os 

tempos dentro de um mesmo tratamento, pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

A Tabela 6 apresenta as características físico-químicas como pH, umidade e atividade 

de água (Aw) do queijo Minas Padrão durante o período de maturação. Esses dados são 

essenciais para entender como o processo de maturação e os tratamentos aplicados 

influenciaram as propriedades do queijo. 
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Tabela 6. Características físico-químicas do queijo Minas Padrão durante o período de 

maturação 

Tempo (dias) Tratamento pH Umidade (%) Aw 

10 

C 5,905a 31,4792b 0.9250b 

CQP60 5,845ab 33,0883ab 0.9379abB 

QP6QP60 5,735b 35,0158aA 0.9491a 

30 

C 6,070a 30,1264b 0.9412 

CQP60 5,650c 31,7748a 0.9519A 

QP6QP60 5,785b 30,3850abB 0.9466c 

C: controle com 1% de cultura tipo O (50% L. lactis e 50% L. cremoris). CQP60: 1% cultura tipo O e 

1% do isolado E. faecium QP60. QP6QP60: 1% de culturas coadjuvantes (50% S. infantarius QP6 e 

50% E. faecium QP60). Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatisticamente significante 

entre os tratamentos em um mesmo tempo pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas diferentes 

indicam diferença estatisticamente significante entre os tempos de um mesmo tratamento pelo teste de 

Tukey (P<0,05). Quando nenhuma letra minúscula ou maiúscula é mostrada, significa que não houve 

diferença estatística entre os tratamentos em um mesmo tempo ou entre os tempos dentro de um mesmo 

tratamento, pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

O pH do queijo variou de 6,070 a 5,650 ao longo do período de maturação (Tabela 6). 

Após 10 dias de maturação, o queijo controle (C), elaborado da forma tradicional pela adição 

de cultura iniciadora tipo O, composta por L. lactis e L. cremoris, apresentou o pH mais elevado 

(5,905), não diferindo significativamente (P>0,05) do queijo elaborado com a cultura tipo O 

combinada com o isolado QP60 (CQP60). Com 10 dias de fabricação, o queijo elaborado com 

a inoculação dos isolados QP6 e QP60 como culturas iniciadoras (QP6QP60) apresentou o 

menor valor de pH (5,735), diferindo estatisticamente de C, porém sem diferença de CQP60. 

Aos 30 dias, o pH de C continuou sendo o mais alto entre os tratamentos (P<0,05), enquanto 

em QP6QP60, ocorreu um leve aumento em relação ao valor inicial, embora seja 

estatisticamente igual (P>0,05) à média reportada para 10 dias. Os valores de pH observados 

neste estudo estão ligeiramente acima daqueles relatados por Felicio et al. (2016), que 

analisaram queijos Minas Padrão ao longo de 14 dias de maturação e encontraram valores de 

pH variando entre 5,58 e 5,15 em amostras elaboradas com culturas de L. lactis e Lactobacillus 

acidophilus. Da mesma forma, Silva et al. (2023) relataram valores de pH ainda mais baixos, 

com uma média de 5,4 em 18 amostras de queijo Minas Padrão, produzidas a partir de leite 

pasteurizado e coletadas aleatoriamente em diferentes estabelecimentos no Brasil. 
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O aumento do pH durante o período de maturação em todos os tratamentos pode estar 

associada à proteólise, resultando em um efeito alcalinizante devido à liberação de aminas e 

amônia, subprodutos da degradação proteica ao longo desse processo (de Souza et al., 2021; 

Levak et al., 2023). Por outro lado, os menores valores de pH observados nos tratamentos 

CQP60 e QP6QP60, em comparação com C, podem estar relacionados à atividade metabólica 

das BAL, uma vez que a redução do pH no queijo é principalmente resultado da fermentação 

da lactose, durante a qual as BAL produzem ácido lático (Murtaza et al., 2024). 

Em relação à umidade do queijo Minas Padrão, observa-se que, em 10 dias, o tratamento 

QP6QP60 apresentou o maior teor de umidade (35,0158%), diferindo significativamente 

(P<0,05) de C (31,4792%), mas sem diferença para o tratamento CQP60. Observou-se redução 

no teor de umidade para todos os queijos após 30 dias de fabricação, sendo a maior variação 

observada para QP6QP60. Pinto et al. (2011) relataram que a umidade do queijo Minas 

Tradicional Serro, produzido com leite cru, apresentou uma redução significativa ao longo dos 

60 dias de armazenamento, variando de 44,63% a 23,12%, o que corresponde a uma redução 

de aproximadamente 48%. Campos et al. (2022) também observaram uma diminuição no teor 

de umidade, de 53,48% para 43,87%, em queijos Minas maturados por 30 dias a temperatura 

variando de 10 a 12 °C e 85% de umidade relativa. 

Segundo o padrão de identidade para queijo Minas Padrão estabelecido pela legislação 

brasileira (Brasil, 2020), todos os tratamentos analisados neste estudo estão fora do padrão de 

umidade, que exige um mínimo de 36%. No entanto, os queijos produzidos neste estudo eram 

menores em tamanho/peso em comparação com os normalmente encontrados no mercado, o 

que resultou em uma maior relação área de superfície e volume do queijo, promovendo maior 

exposição ao ambiente e, consequentemente, intensificando a perda de água e levando a níveis 

de umidade abaixo dos exigidos (Levak et al., 2023).  

A Aw variou significativamente ao longo do tempo, com as maiores diferenças notadas 

aos 10 dias. QP6QP60 apresentou o maior valor de Aw, enquanto C mostrou o menor (p<0,05). 

Ainda assim, esses valores permanecem próximos à média de 0,93 relatada por Silva et al. 

(2023) em 18 amostras de queijo Minas Padrão, produzidas a partir de leite pasteurizado e 

coletadas aleatoriamente em diferentes estabelecimentos no Brasil. 

Aos 30 dias, todos os tratamentos apresentaram aumento na Aw, mas apenas QP6QP60 

teve uma diferença estatisticamente significativa em relação aos 10 dias. Esses resultados 

sugerem que a embalagem à vácuo, aplicada a partir do décimo dia, pode ter contribuído para 

a manutenção da Aw. Em estudo feito por Franco et al. (2023), indicam que queijos espanhóis 

embalados à vácuo mantêm a Aw constante durante seis meses de armazenamento, ao contrário 
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dos queijos não embalados, que apresentaram uma redução na Aw. Em outro estudo, a aplicação 

de revestimentos à base de zeína foi analisada como uma opção de embalagem para queijo 

Minas Padrão, resultando em uma menor perda de umidade em comparação ao queijo não 

embalado, de forma semelhante a embalagem plástica (Pena-Serna et al., 2016). 

 

3.6.2. Análise reológica 

 

A Tabela 6 apresenta o perfil de textura do queijo Minas Padrão ao longo do período de 

maturação, com foco nas propriedades texturais dureza, elasticidade, coesividade, gomosidade 

e mastigabilidade.  

 

Tabela 6. Perfil de textura do queijo Minas Padrão durante o período de maturação. 

Tempo 

(dias) 

Tratamento Dureza 

(N) 

Elasticidade Coesividade Gomosidade Mastigabilidade 

10 

C 177,42B 0,8770 0,7312a 130,00B 114,20 

CQP60 197,93 0,8452 0,6997b 138,52 117,48 

QP6QP60 186,71B 0,8575 0,7170ab 133,92B 114,91B 

30 

C 211,31bA 0,8575 0,7447 157,36abA 135,10 

CQP60 204,57b 0,8235 0,7212 147,37b 121,32 

QP6QP60 249,97aA 0,7902 0,7130 178,36aA 140,89A 

C: controle com 1% de cultura tipo O (50% L. lactis e 50% L. cremoris). CQP60: 1% cultura tipo O e 

1% do isolado E. faecium QP60. QP6QP60: 1% de culturas coadjuvantes (50% S. infantarius QP6 e 

50% E. faecium QP60). Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatisticamente significante 

entre os tratamentos em um mesmo tempo pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas diferentes 

indicam diferença estatisticamente significante entre os tempos de um mesmo tratamento pelo teste de 

Tukey (P<0,05). Quando nenhuma letra minúscula ou maiúscula é mostrada, significa que não houve 

diferença estatística entre os tratamentos em um mesmo tempo ou entre os tempos dentro de um mesmo 

tratamento, pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

Em relação à dureza, houve um aumento significativo ao longo do tempo em todos os 

tratamentos. No décimo dia, os valores de dureza foram relativamente próximos entre os 

tratamentos, com CQP60 apresentando a maior dureza, porém sem diferença estatística entre 

os outros dois tratamentos. No entanto, aos 30 dias, a dureza aumentou consideravelmente, 

especialmente para QP6QP60, que atingiu 249,97 N, indicando que este tratamento resultou em 
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uma textura mais firme após a maturação. As diferenças observadas foram estatisticamente 

significativas entre os tratamentos e demonstram que BAL podem modificar a estrutura da 

matriz do queijo por meio de sua ação proteolítica durante o período de armazenamento, embora 

o impacto dessa modificação dependa da cepa específica utilizada (Prezzi et al., 2020).  

Apesar de a proteólise contribuir para a diminuição da dureza do queijo, a sinérese 

também foi observada no queijo embalado e resultou em uma redução do teor de umidade ao 

longo da maturação (Tabela 6). Essa perda de umidade, por sua vez, provocou um aumento na 

dureza dos queijos, corroborando com outros estudos que associam a acidificação do queijo 

Minas durante o armazenamento ao aumento da dureza, possivelmente devido à sinérese (Costa 

et al., 2019). Menores teores de umidade aumentaram os valores de dureza para queijos Minas 

Frescal com redução de sódio (Lima et al., 2024) e para queijo Cheddar com baixo teor de 

gordura (Murtaza et al., 2024).  

A elasticidade, que mede a capacidade do queijo de retornar à sua forma original após 

compressão (Paximada et al., 2021), não diferiu estatisticamente (P>0,05) entre os tratamentos 

nos dois tempos avaliados e entre os tempos 10 e 30 dias quando se comparou as médias do 

mesmo tratamento.  

A coesividade, que mede a resistência interna de um produto à desintegração, é um 

indicador crucial da sua integridade estrutural (Murtaza et al., 2024). No tratamento CQP60, 

observou-se que a coesividade era significativamente menor aos 10 dias de maturação em 

comparação com C, mas essa diferença não se manteve aos 30 dias. A coesividade pode 

aumentar com a diminuição da proteólise, o que é corroborado pelas menores contagens de 

BAL no queijo controle deste estudo. Embora as diferenças entre os tratamentos sejam sutis, 

elas são significativas e não apresentaram redução ao longo do tempo como demonstrado por 

Lima et al. (2024), em queijo Minas Frescal com teor reduzido de sódio. 

Em relação à gomosidade, que resulta da combinação de dureza, coesividade e 

elasticidade, não houve diferença significativa no período de 10 dias. No entanto, aos 30 dias, 

o tratamento CQP60 mostrou uma redução significativa em comparação com o tratamento 

QP6QP60. Durante os 30 dias, C e QP6QP60 apresentaram um aumento significativo nesse 

parâmetro. Quanto à mastigabilidade, que mede a energia necessária para mastigar o queijo, 

não houve diferença significativa entre os tratamentos (P>0,05), exceto para QP6QP60, que 

apresentou um aumento significativo aos 30 dias. A umidade pode ter contribuído para as 

variações observadas na gomosidade e mastigabilidade em alguns dos tratamentos, conforme 

encontrado em outros estudos (Dimitreli & Thomareis, 2007; Pinto et al., 2011). De modo geral, 

os níveis de gomosidade e mastigabilidade estão ligados à dureza do queijo, já que uma maior 
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dureza sugere uma estrutura interna mais compacta, o que aumenta tanto a gomosidade quanto 

a mastigabilidade (Lima et al., 2024). 

 

3.6.3. Cor instrumental  

 

Os resultados dos parâmetros de cor do queijo Minas Padrão durante o período de 

maturação, avaliados tanto na superfície externa (casca) quanto no interior do queijo, podem 

ser observados na Tabela 7. Os parâmetros de cor medidos incluem a luminosidade (L*), que 

reflete a claridade da cor, o valor de a*, que indica a tendência ao vermelho ou verde, e o valor 

de b*, que reflete a tendência ao amarelo ou azul (Maciel et al., 2022).  

 

Tabela 7. Parâmetros de cor do queijo Minas Padrão durante o período de maturação. 

Tempo 

(dias) 

Tratamen

to 

Superfície externa Interior 

L* a* b* L* a* b* 

10 

C 64,42aB -2.0100b 8,7325A 78,78A -1,1850b 9,2175A 

CQP60 60,78bB -1.3519a 9,4431 80,14A 0,2737aA 11,5819 

QP6QP60 55,31cB -1.2394aA 8,8025 81,03A -0,3737abA 10,3281A 

30 

C 72,85aA -1.9569b 7,3325bB 75,32aB -1,8112b 9,5506bB 

CQP60 72,03abA -1.1281a 8,6512a 74,25aB -0,8844aB 10,8862a 

QP6QP60 69,88bA -1.8194bB 7,1394b 72,14bB -1,5225bB 9,6056bB 

C: controle com 1% de cultura tipo O (50% L. lactis e 50% L. cremoris). CQP60: 1% cultura tipo O e 

1% do isolado E. faecium QP60. QP6QP60: 1% de culturas coadjuvantes (50% S. infantarius QP6 e 

50% E. faecium QP60). Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatisticamente significante 

entre os tratamentos em um mesmo tempo pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas diferentes 

indicam diferença estatisticamente significante entre os tempos de um mesmo tratamento pelo teste de 

Tukey (P<0,05). Quando nenhuma letra minúscula ou maiúscula é mostrada, significa que não houve 

diferença estatística entre os tratamentos em um mesmo tempo ou entre os tempos dentro de um mesmo 

tratamento, pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

A luminosidade (L*) teve uma variação significativa entre os tratamentos e ao longo do 

tempo. A superfície externa de C apresentou a maior luminosidade tanto aos 10 quanto aos 30 

dias de maturação, indicando uma superfície mais clara em comparação com os outros 

tratamentos ao longo do período de maturação. No interior do queijo, no entanto, a 

luminosidade diminuiu progressivamente, especialmente no tratamento QP6QP60, sugerindo 



100 

 

um escurecimento interno conforme a maturação avançou. De forma semelhante, estudos 

anteriores observaram uma diminuição no valor de L* durante a maturação, refletindo uma 

redução na luminosidade das amostras coletadas de diferentes pontos dos pedaços de queijo 

Minas Artesanal do Serro (Pinto et al., 2011). No entanto, Centeno et al. (2022) observou que 

o queijo tipo Cebreiro, produzidos com uma cultura comercial de E. faecium, apresentou a 

superfície externa (90,5) ligeiramente mais escura que o interior (92,9) do queijo, além de 

nenhuma das partes diferenciar significativamente do controle (cultura iniciadora tipo O).  

O parâmetro a*, que indica a tendência ao vermelho (valores positivos) ou ao verde 

(valores negativos), mostrou diferenças significativas na superfície externa dos queijos. Aos 10 

dias, C apresentou o menor valor de a* (P<0,05), indicando uma maior tendência ao verde em 

comparação com os demais tratamentos. Aos 30 dias, CQP60 se destacou estatisticamente em 

relação aos outros. Durante o período de maturação, apenas QP6QP60 apresentou um aumento 

na tendência ao verde na superfície externa com 30 dias. No interior do queijo, observou-se 

uma redução na tendência ao verde, especialmente em CQP60, que se aproxima de valores mais 

neutros ou levemente vermelhos.  

Quanto ao parâmetro b*, que reflete a tendência ao amarelo (valores positivos) ou ao 

azul (valores negativos), foi mais alto no interior do queijo em todos os tratamentos. Aos 10 

dias, o tratamento CQP60 apresentou a maior tendência ao amarelo, tanto na superfície externa 

quanto no interior, indicando uma coloração mais amarelada. No entanto, aos 30 dias, há uma 

redução geral nos valores de b*, especialmente na superfície externa de C. Em QP6QP60 

também se observou uma redução, embora menos acentuada. Um aumento nos parâmetros a* 

e b* era esperado, já que demonstra o desenvolvimento da cor vermelha e amarela, 

respectivamente, à medida que o queijo matura (Pinto et al., 2011). 

 

3.6.4. Análise microbiológica 

 

Os queijos produzidos sem a inoculação de S. aureus, apresentaram contagens de BAL 

similares, em torno de 7,5 log UFC/g, não diferindo estatisticamente (P>0,05) tanto entre os 

tratamentos para um mesmo tempo quanto entre diferentes tempos para um mesmo tratamento 

(Figura 5).  
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Figura 5. Contagens de BAL (log UFC/g) em queijo Minas Padrão não inoculados com S. aureus. C: 

controle com 1% de cultura tipo O (50% L. lactis e 50% L. cremoris). CQP60: 1% cultura tipo O e 1% 

do isolado E. faecium QP60. QP6QP60: 1% de culturas coadjuvantes (50% S. infantarius QP6 e 50% 

E. faecium QP60). Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatisticamente significante entre os 

tratamentos em um mesmo tempo pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas diferentes indicam 

diferença estatisticamente significante entre os tempos de um mesmo tratamento pelo teste de Tukey 

(P<0,05). Quando nenhuma letra minúscula ou maiúscula é mostrada, significa que não houve diferença 

estatística entre os tratamentos em um mesmo tempo ou entre os tempos dentro de um mesmo 

tratamento, pelo teste de Tukey (P<0,05). 

  

Na Figura 6 é apresentada as contagens de BAL e S. aureus nos três diferentes 

tratamentos ao longo de 60 dias.  
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Figura 6. Contagens de bactérias do ácido lático (BAL) e Staphylococcus aureus em queijo Minas 

Padrão inoculados com S. aureus. A) Contagens de BAL (log UFC/g). B) Contagens de S. aureus (log 

UFC/g). C: controle com 1% de cultura tipo O (50% L. lactis e 50% L. cremoris). CQP60: 1% cultura 

tipo O e 1% do isolado E. faecium QP60. QP6QP60: 1% de culturas coadjuvantes (50% S. infantarius 

QP6 e 50% E. faecium QP60). Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatisticamente 

significante entre os tratamentos em um mesmo tempo pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras maiúsculas 

diferentes indicam diferença estatisticamente significante entre os tempos de um mesmo tratamento pelo 

teste de Tukey (P<0,05). Quando nenhuma letra minúscula ou maiúscula é mostrada, significa que não 

houve diferença estatística entre os tratamentos em um mesmo tempo ou entre os tempos dentro de um 

mesmo tratamento, pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

Assim como observado nos queijos não inoculados com S. aureus (Figura 5), não houve 

diferença estatística para a contagem de BAL na maioria dos tratamentos, exceto para o controle 

que apresentou uma contagem significativamente menor (P<0,05) no tempo de 10 dias (Figura 

6A). Considerando os valores obtidos ao longo do período de armazenamento, observou-se uma 

população com contagem estabilizada em torno de 7,5 log UFC/g. Esses dados sugerem que a 

presença concomitante de S. aureus no queijo Minas Padrão pode não ter influenciado 

significativamente a população de culturas de BAL nos queijos durante os 60 dias de 

armazenamento a 10 ºC. A presença de L. monocytogenes e/ou S. aureus também não 

influenciou a contagem de L. rhamnosus em queijo Minas Frescal durante 21 dias de 

armazenamento a 7 °C (Prezzi et al., 2020). 

 A população de S. aureus no queijo Minas Padrão apresentou um aumento progressivo 

ao longo dos 60 dias de estudo em todos os tratamentos avaliados (Figura 6B), com diferenças 

A B 
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estatísticas significativas a partir do décimo dia, exceto para QP6QP60, que apresentou 

diferença estatística apenas a partir do trigésimo dia. 

 Quando se avaliou os três tratamentos em um mesmo tempo de maturação, observou-se 

diferença estatística apenas para QP6QP60 no décimo dia de armazenamento a 10 ºC, com a 

contagem de S. aureus sendo significativamente menor. Embora não tenha sido encontrada uma 

diferença estatística entre os tratamentos nos tempos de 30 e 60 dias, neste último tempo, a 

presença dos isolados QP6 e QP60 promoveu a redução de 1 log UFC/g da população de S. 

aureus comparado ao controle. De forma semelhante, Prezzi et al. (2020) não observou efeito 

inibitório de L. rhamnosus sobre as contagens de S. aureus (P>0,05) em queijo Minas Frescal. 

Por outro lado, efeito inibitório de L. rhamnosus sobre L. monocytogenes foi observado nos 

queijos com redução na população do patógeno variando de 1,1–1,6 log UFC/g, indicando que 

as culturas utilizadas no presente estudo podem não ter apresentado um impacto significativo 

sobre S. aureus, mas podem ser eficazes contra outros importantes patógenos alimentares. 
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4. CONCLUSÃO 

 

 Este estudo identificou a nível de espécie, por meio da análise MALDI-TOF MS, quatro 

cepas do gênero Streptococcus, três cepas de L. lactis e uma de E. faecium, todas obtidas a partir 

do soro-fermento do queijo Porungo. A maioria das BAL demonstrou sensibilidade a múltiplos 

antibióticos, com seis delas produtoras de diacetil. Apenas o isolado E. faecium QP60 

apresentou atividade antibacteriana contra L. lactis ATCC 19435, mas não contra S. aureus 

ATCC 13565.  

O potencial biotecnológico dos isolados revelou que as espécies do gênero 

Streptococcus têm rápida adaptação e alta taxa de crescimento entre 30 e 40 °C, com destaque 

para S. infantarius QP6. Além disso, o processo de maturação do queijo Minas Padrão e os 

diferentes tratamentos aplicados causaram mudanças significativas nas características físico-

químicas do produto. Os tratamentos utilizando as diferentes combinações de BAL não 

mostraram eficácia significativa sobre o crescimento S. aureus ao longo de 60 dias. Os 

resultados sugerem que E. faecium QP60 e S. infantarius QP6 podem ser considerados 

potenciais culturas coadjuvantes e bioprotetoras, porém estudos mais aprofundados precisam 

ser realizados com os isolados. 
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