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Resumo 

 

Os queijos artesanais, devido ao uso do leite cru e pingo, são uma importante fonte de micro-
organismos, como as bactérias ácido-láticas, as quais podem apresentar potencial efeito 
probiótico. Existem pesquisas in vitro sobre o potencial probiótico de BAL isoladas de 
queijos artesanais. Porém, até o momento, não existem, pesquisas sobre o potencial probiótico 
in vitro de BAL isoladas de queijo artesanal da região da Serra Geral, bem como de suas 
matérias-primas e ambiente de produção. Com isso, o presente trabalho teve como objetivo 
avaliar o potencial probiótico in vitro de BAL isoladas de queijo artesanal da Serra Geral em 
diferentes períodos de maturação, além de leite cru e pingo utilizados em sua elaboração; bem 
como BAL isoladas de bancadas presentes nas instalações destinadas à produção desse 
alimento, a partir dos testes de antibiograma, tolerância ao suco gástrico e sais biliares e 
antagonismo. Também foi feita a avaliação do potencial tecnológico de duas BAL com 
melhores resultados in vitro, a partir da produção de leite fermentado e avaliação físico-
química e microbiológica desse produto. Foi possível observar que as bactérias avaliadas no 
presente trabalho foram capazes de sobreviver aos sais biliares artificiais, porém apresentaram 
baixa sobrevivência ao suco gástrico artificial. Apesar disso, existem métodos como a 
veiculação dessas bactérias à produtos lácteos (capazes de gerar certa proteção a esses micro-
organismos) e a microencapsulação. Somado a isso, os testes in vitro não simulam totalmente 
a realidade do trato gastrointestinal humano. Essas bactérias foram capazes de produzir halos 
de inibição contra micro-organismos patogênicos avaliados sem inibir a BAL isolada de 
queijo Minas artesanal. Em relação ao teste de antibiograma, foi observado um perfil de 
múltipla resistência a diversos antimicrobianos testados, sendo necessário avaliações mais 
profundas e estudos sobre a possível transmissão de genes de resistência a outras bactérias. A 
bactéria selecionada para a produção de leite fermentado, foi capaz de coagular o leite após 24 
de fermentação e atendeu a todos os requisitos microbiológicos e físico-químicos, exceto para 
o teor de proteína, segundo a legislação vigente para leite fermentado. 

 

Palavras-chave: Micro-organismos probióticos; Efeitos benéficos; Leite fermentado. 

   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

 

Artisanal cheeses, due to the important use of raw milk and drip, are a source of 
microorganisms, such as lactic acid bacteria, which may have a potential probiotic effect. 
There is in vitro research on the probiotic potential isolated from artisanal cheeses. However, 
to date, there is no research on the in vitro probiotic potential of LAB isolated from artisanal 
environments in the Serra Geral region, such as cheese from its raw materials and production. 
With this, the present work aimed to evaluate the in vitro probiotic potential of BAL and 
artisanal cheese isolates from Serra Geral in different maturation periods, in addition to the 
objective of raw milk used in its elaboration; as well as BALAIS isolated from benches 
presented in the facilities tested for the production of this food, from the juice tolerance tests 
and bile salts and bile salts. An evaluation of the technological potential of two LAB with 
better in vitro results was also made, from the production of fermented milk and physical-
chemical and microbiological evaluation of this product. It was observed that the juice 
survival aids were not able to survive the gas but showed artificial low juice. Despite this, 
there are methods such as the transmission of bacteria to dairy products (capable of generating 
some protection to these microorganisms) and microencapsulation. Added to this, in vitro 
tests do not fully simulate the reality of the human gastrointestinal tract. These bacteria were 
produced in the manufacture of generation halos against pathogenic microorganisms isolated 
from Minas. In other bacteria, in the antibiogram test, a resistance profile was observed to 
several tested antimicrobials, requiring deeper estimates and studies on the possible 
transmission of resistance genes to resistance. The bacteria for the production of fermented 
milk selected, was able to coagulate the milk after 24 hours of fermentation and met all 
microbiological and physicochemical requirements, except for the protein content, according 
to the current legislation for fermented milk. 

 

Key-words: Probiotic microorganisms; Beneficial effects; Fermented milk. 
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1. Introdução  
 

Queijos artesanais são muito comuns na dieta dos consumidores graças aos seus 

benefícios nutricionais e atributos sensoriais. Além disso, cada vez mais, esses 

produtos vêm gerando interesse científico, devido ao fato de veicularem micro-

organismos com potencial efeito probiótico (DE LA ROSA-ALCARAZ, 2020). 

Segundo a Lei Estadual nº 23.157 de 2018, publicada pelo IMA: “entende-se por 

queijo artesanal, aquele elaborado com leite integral, fresco ou cru, com características 

de identidade e qualidade específicas’’ (MINAS GERAIS, 2018). 

Bactérias ácido láticas (BAL) compreendem um grupo de micro-organismos capazes 

de produzir ácido-lático a partir da fermentação de açúcares, como a lactose 

(BURGAING et al., 2014). Alguns desses micro-organismos são considerados 

probióticos, por exercerem efeitos benéficos à saúde do consumidor (HERMANNS et 

al., 2014). Existe um grande potencial tecnológico para o uso de BAL isoladas de 

produtos lácteos artesanais, como o queijo, e isso vem gerando um interesse cada vez 

maior pelo estudo e identificação dessa microbiota, além da avaliação de suas 

potenciais propriedades probióticas (SILVA, 2016). Segundo a FAO/WHO (2002), 

“probióticos são micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidade 

suficiente, conferem benefícios à saúde do hospedeiro”.  

Existem diversos estudos relacionados às pesquisas in vitro sobre o potencial 

probiótico de BAL isoladas de queijos artesanais.  Dentre eles, encontram-se os 

trabalhos de Costa et al. (2013) e Andrade et al. (2014), que avaliaram o potencial 

probiótico in vitro de BAL isoladas de queijo Minas artesanal (QMA) da Canastra e 

Silva et al. (2019), que avaliaram o potencial probiótico in vitro de Lactobacillus spp. 

isolados de QMA de Araxá. Porém, até o momento, não existem, na literatura, 

pesquisas sobre o potencial probiótico in vitro de BAL isoladas de queijo artesanal da 

região da Serra Geral, bem como de suas matérias-primas e ambiente de produção. 

 A avaliação das potenciais propriedades probióticas de BAL isoladas de queijos 

artesanais é importante para o consumidor, para a ciência, para a economia e também 

para se agregar valor econômico a esses queijos, devido à possibilidade de 

identificação de novos micro-organismos probióticos. Com isso, a investigação sobre 

o potencial probiótico de micro-organismos isolados de queijo artesanal da região da 
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Serra Geral, em diferentes períodos de maturação, bem como de sua matéria prima e 

ambiente de produção é necessária para ampliar o conhecimento sobre o queijo 

elaborado nessa região. 

2. Objetivos 
2.1. Objetivo geral 

 

 Avaliar o potencial probiótico, in vitro, de BAL isoladas de queijo artesanal da Serra 

Geral, além de leite cru e pingo utilizados em sua elaboração; bem como de BAL 

isoladas de bancadas presentes nas instalações destinadas à produção desse alimento. 

Além de avaliar o potencial tecnológico de duas BAL com os melhores resultados in 

vitro, a partir da produção de leite fermentado e análises físico-químicas e 

microbiológicas desse produto. 

 

2.2. Objetivos específicos 
 

 Estudar o potencial probiótico, in vitro, de BAL isoladas de queijo artesanal da Serra 

Geral, bem como das suas matérias-primas e ambiente de produção, a partir dos testes:  

 

• Avaliação da sensibilidade a diferentes classes de antimicrobianos de importância 

clínica, a fim de avaliar se esses micro-organismos são seguros para consumo humano; 

 

• Avaliação do potencial de inibição dessas BAL contra micro-organismos patogênicos, 

obtidos de amostras de coleção (ATCC), sendo eles: Staphylococcus aureus (ATCC 

33591), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Listeria monocytogenes (ATTC 

15313) e Escherichia coli (ATTC 25922); além de uma BAL (Levilactobacillus 

brevis), isolada por Valente (2021), de QMA do Campo das Vertentes, a fim de avaliar 

se as BAL avaliadas são capazes de inibir micro-organismos indesejáveis sem inibir 

micro-organismos desejáveis; 

• Avaliação do perfil de tolerância dessas BAL frente ao suco gástrico artificial e sais 

biliares, a fim de determinar se esses micro-organismos são capazes de sobreviver às 
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condições adversas do trato gastrointestinal do hospedeiro e chegar viáveis ao seu 

local de ação; 

 

• Seleção de duas bactérias com melhores resultados nos testes in vitro realizados para a 

avaliação de seu potencial tecnológico, a partir da fermentação de leite e análises 

físico-químicas e microbiológicas. 

3. Revisão de literatura 

3.1. Probióticos 
3.1.1. Histórico e definição 

 

No início do século XX, o cientista Elie Metchnikoff, avaliou que BAL eram capazes 

de gerar benefícios à saúde e contribuir para a longevidade de seus hospedeiros, graças 

a estudos com camponeses da Bulgária, que ingeriam alimentos à base de leite 

fermentado, e, com isso, possuíam maior longevidade. Ele propôs, então, a ocorrência 

da modificação da microbiota intestinal, a partir do uso de micro-organismos 

benéficos, capazes de substituir microrganismos indesejáveis produtores de 

substâncias tóxicas. A partir disso, esse cientista criou uma dieta de leite fermentado 

incrementado com uma bactéria denominada, por ele, de “bacilo búlgaro” (BIBEL, 

1988).  Após, no ano de 1935, surgiu o primeiro produto veiculador de probióticos 

disponível no mercado, um leite fermentado com presença de Lactobacillus casei 

(RAUTAVA e WALKER, 2009). 

Porém, apenas em 1965, Lilly e Stillwell (1965) propuseram a primeira definição de 

probióticos, como sendo substâncias liberadas por micro-organismos que estimulavam 

o crescimento de outros micro-organismos. Em 1975, Parker definiu probióticos como 

sendo micro-organismos e substâncias que afetam o equilíbrio da microbiota intestinal 

(PAKER, 1975). Já Fuller (1989) os definiu como suplementos alimentares que 

continham bactérias vivas que produziam efeitos benéficos no hospedeiro, 

favorecendo o equilíbrio de sua microbiota intestinal. Havenaar e Huis In’t Veld 

(1992) os classificaram como culturas únicas ou mistas de micro-organismos que, 

quando administrados em animais ou humanos, produziam efeitos benéficos no 

hospedeiro por incremento das propriedades da microbiota nativa. 
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Após, ainda houveram outras definições, até que em 2002 foi proposto pela 

FAO/WHO, a classificação mais aceita até os dias atuais, a qual define probióticos 

como: “micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidade suficiente, 

conferem benefícios à saúde do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002).  

    

3.1.2.  Mecanismos de ação e efeitos benéficos 
 

Existem diversos efeitos benéficos e mecanismos de ação associados ao uso de 

probióticos, comprovados cientificamente, como a redução da intolerância à lactose, 

graças a ação da enzima β-galactosidase (DE VRESE et al., 2014); melhora e 

prevenção de quadros de alergia a leite, devido a pré-hidrólise da enzima β-

lactoglobulina (PESCUMA et al., 2015); redução do risco de desenvolvimento de 

tumores malignos, devido a diminuição dos níveis das enzimas β-glucuronidase, β-

azoredutase e nitroredutase (VASILJEVIC e SHAH, 2008); efeito 

hipocolesterolêmico, a partir da desconjugação de sais biliares pela enzima hidrolase 

de sais biliares (BSH) (PERES et al., 2014); inibição de agentes patogênicos 

intestinais a partir da secreção de componentes proteicos ou ácido orgânico; 

diminuição da capacidade de adesão de patógenos a células epiteliais intestinais; 

redução da inflamação da mucosa, estabilidade da barreira gástrica e competição por 

nutrientes (ZHENG et al., 2014) efeito imunomodulador (LAHTEINEN et al., 2014) e 

aumento da expressão de células caliciformes, responsáveis pela secreção de muco. 

Esse muco é composto por mucinas, lisozima e ácidos graxos, os quais possuem ação 

bactericida (MELLO et al., 2013). 

Além disso, estudos vêm demonstrando a ação dos probióticos no sistema nervoso 

central, os chamados psicobióticos, capazes de reduzir o estresse, ansiedade e 

depressão de seu hospedeiro (ANDERSON et al., 2017). 

 

3.1.3. Critérios para o desenvolvimento de pesquisas em potenciais probióticos 
 

Para a utilização de micro-organismos como probióticos, eles devem ser avaliados e 

apresentar determinadas caraterísticas para poderem serer classificados como 

probióticos e, assim, serem vinculados a alimentos, por exemplo. Essas características 
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incluem: ter uma identificação internacionalmente conhecida de espécie e subespécie; 

resistir à acidez gástrica e aos sais biliares; apresentar efeitos benéficos para o 

hospedeiro (demonstrados in vivo e in vitro, por meio de uma dose conhecida); 

apresentar segurança comprovada; estar viável até ao momento da sua administração, 

entre outras (FAO/OMS, 2002) 

No Brasil, para a utilização de probióticos veiculado por alimentos, é necessária uma 

avaliação prévia pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), segundo 

requisitos da Resolução RDC nº 241, de 27 de julho de 2018. Essa avaliação abrange 

três fundamentos essenciais: comprovação explícita da identidade da linhagem do 

micro-organismo, de sua segurança e de seu efeito benéfico (ANVISA, 2018). Com 

isso, para auxiliar nas pesquisas de potencias probióticos, principalmente por 

indústrias que necessitam obter autorização para comercializarem produtos com uma 

linhagem de micro-organismo probiótico, foi criado um dossiê técnico-científico 

(quadro 1) (ANVISA, 2021). 
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   Quadro 1. Componentes de um dossiê técnico-científico  

APRESENTAÇÃO DO DOSSIÊ 
 

Identificar linhagem do microrganismo e alegação pretendida, informar o produto em 
que será utilizado, o público-alvo, a dose recomendada, as condições e restrições de uso, 

advertências e potenciais efeitos adversos 
 

Comprovação de identidade Comprovação da 
segurança 

Comprovação do 
benefício 

Nomenclatura  
Identidade da classe de 

risco 

Alegações de 
propriedades funcionais 

e de saúde 

Depósito em coleção de 
cultura 

 
Histórico de uso 

Estudos para 
caracterização da 

linhagem probiótica 

Origem da linhagem Revisão de literatura Estudos para 
comprovação do 
benefício de uma 

alegação 
 
 
 
 

Identificação 

Ensaios in vitro Busca da totalidade de 
evidências 

Ensaios em animais Avaliação da qualidade 
dos estudos 

Ensaio em humanos Avaliação da totalidade 
das evidências 

Vigilância pós-mercado Comprovação de uma 
alegação em mistura de 

probióticos 

  Fonte: ANVISA, 2021. 

 

Segundo este dossiê (ANVISA, 2021), para avaliação de um potencial probiótico, 

devem ser realizadas a comprovação de sua identidade, a partir da identificação em 

nível de espécie, de acordo com a nomenclatura binominal mais atual; além da 

identificação e caracterização em nível de linhagem, por meio de testes fenotípicos e 

genotípicos, da especificação da origem da linhagem e da comprovação do depósito da 

linhagem em uma coleção de cultura internacionalmente reconhecida.  

A comprovação da segurança desse micro-organismo, outra etapa importante da 

avaliação, pode ser feita por meio de documentos técnicos ou estudos científicos que 
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demonstrem comprovação de um histórico de uso seguro do mesmo; ausência de 

registros de eventos adversos relevantes, obtidos por meio de estudos clínicos ou 

vigilância pós-uso; ausência de fatores de virulência e patogenicidade relevantes para 

a saúde humana; ausência de produção de substâncias ou metabólitos que apresentem 

risco à saúde humana; ausência de resistência à antimicrobianos de importância 

clínica, a qual pode ser transferível, e susceptibilidade a, pelo menos, dois antibióticos 

(ANVISA, 2021). 

Também deve ser comprovado o efeito benéfico à saúde associado ao uso do 

probiótico avaliado. Esse efeito pode ter caráter geral ou específico. Essa 

comprovação requer demonstração da sobrevivência às condições adversas do trato 

digestório humano (sais biliares e pH ácido do estômago) e evidência de efeito em 

humanos obtida por meio de estudos, sendo realizados a partir de testes in vitro e in 

vivo (modelo animal e humano). Outros testes incluem avaliação do potencial efeito 

antagonista frente a micro-organismos indesejáveis; facilidade de cultivo; tolerância a 

aditivos alimentares; estabilidade no alimento (avalia se o potencial probiótico se 

mantem viável e na concentração adequada - mínimo 107 UFC/g - por toda vida de 

prateleira do produto) e estabilidade à manipulação (ANVISA, 2021). 

 

3.2. Bactérias ácido-láticas (BAL) 
3.2.1. Definição 

 

 

BAL são um grupo de micro-organismos que se apresentam na forma de cocos ou 

bacilos, possuindo células simples, duplas ou tétrades, podendo formar pequenas ou 

grandes cadeias. Além disso, são caracterizadas como Gram positivo, não formadoras 

de esporos e catalase negativo. Esses micro-organismos são capazes de produzir ácido 

lático como um dos principais metabólitos da fermentação de carboidratos, podendo 

ser classificadas como homofermentativas ou heterofermentativas, de acordo com 

produto formado pela fermentação. Homofermentativas produzem ácido lático como 

principal produto da fermentação da glicose, já heterofermentativas são capazes de 

elaborar outras substâncias além do ácido lático, como o dióxido de carbono, ácido 

acético e etanol (VINDEROLA, 2019). 
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Essas bactérias geralmente se encontram distribuídas na natureza de maneira ampla, 

podendo ser isoladas de ambientes como solo, água, esgoto, silagem, trato intestinal e 

respiratório, boca e pele de humanos e animais, ocorrendo também em alimentos como 

frutas, produtos vegetais, carne e leite (KÖNIG et al., 2017). Alguns gêneros 

representantes desse grupo de bactérias são: Aerococcus, Carnobacterium, 

Enterococcus, Fructobacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 

Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella 

(VINDEROLA, 2019).  

O gênero Lactobacillus spp. foi descrito pela primeira vez em 1901, como 

Lactobacillus delbrueckii, uma espécie indispensável no iogurte, e cresceram 

exponencialmente desde o início do século 21, graças a novos métodos de 

sequenciamento genético, sendo que atualmente, são reconhecidas um total de 261 

espécies de Lactobacillus. Com isso, o International Journal of Systematic and 

Evolutionary Microbiology (IJSEM) divulgou em 2020, uma nova classificação, 

separando as espécies da família Lactobacillaceae sob Lactobacillus, 

Paralactobacillus, Pediococcus e 23 novos gêneros, com base em várias abordagens e 

marcadores genéticos (identidade média de nucleotídeos, identidade média de 

aminoácidos, identidade de aminoácidos do gene central, filogenia do genoma central, 

genes de assinatura e critérios metabólicos ou ecológicos) (ZHENG et al., 2020). 

 

3.2.2. Gênero Leuconostoc 
 

 O gênero Leuconostoc inclui bactérias Gram positivo, células em formato ovoide, 

anaeróbica facultativa, catalase negativa e heterofermentativa, capazes de produzir 

ácido lático, D-lactato, CO2 e etanol, como resultado de sua fermentação. São 

geralmente encontradas em plantas, de onde se disseminam a outros habitats, como o 

leite cru. Esse gênero inclui 19 espécies ou subespécies, dentre elas: Leuconostoc 

mesenteroides com quatro subspecies, L. mesenteroides subsp. mesenteroides, L. 

mesenteroides subsp. cremoris, L. mesenteroides subsp. dextranicum e L. 

mesenteroides subsp. suionicum, (JEON et al., 2017).  

 A partir do metabolismo do Leuconostoc sp. ocorre a produção de lactose e lactato, os 

quais contribuem para as propriedades sensoriais de derivados lácteos (KOT et al., 

2014). Graças a isso, espécies como L. mesenteroides subsp. Mesenteroides, L. 
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mesenteroides subsp. Cremoris e L. pseudomesenteroides são geralmente usadas como 

culturas para a produção de aroma em produtos lácteos fermentados (ALI et al., 2013). 

Além de sua importância industrial, esses micro-organismos também podem ser 

utilizados como probióticos, sendo considerados seguros (GRAS - generally 

recognized as safe) (OGIER et al., 2008). 

 Estudos têm demonstrado a ação bacteriocinogênica desses micro-organismos. Os 

pesquisadores Jerônymo-Ceneviva (2013) e Paula et al. (2014) observaram, a partir de 

estudos in vitro, que as cepas L. mesenteroides subsp. mesenteroides (SJRP55) e 

(SJRP58) produziram substâncias bacteriostáticas capazes de inibir o crescimento de 

L. monocytogenes, Aeromonas sp., Aeromonas sobria, Citrobacter sp., Citrobacter 

freudii, Campylobacter sp. e Escherichia coli. Esta característica é de grande interesse 

para a indústria, pois sua aplicação pode contribuir para a segurança dos alimentos. 

 

3.2.3. Família Lactobacillaceae 
 

Os Lactobacillus foram isolados pela primeira vez em 1900, pelo pediatra alemão 

Ernest Moro, a partir das fezes de lactentes amamentados com leite materno, 

atribuindo-lhe o nome de Bacillus acidophilus. Essa família classificada como Gram 

positivo, não formadoras de esporos, possuem formato bacilar ou cocobacilar. São 

divididos em homofermentativos, heterofermentativos facultativos e 

heterofermentativas obrigatórios (RAIZEL et al., 2011). Eles podem ser encontrados 

no solo, água e nas plantas, principalmente na vegetação em decomposição. Além do 

trato gastrointestinal e trato genital feminino de humanos e animais, como comensais 

(COUDEYRAS et al., 2008). 

 Esses micro-organismos são comumente utilizados na elaboração de alimentos devido 

à sua ação conservante e acidificante, contribuindo para o aumento de sabor, textura, 

nutrição e conservação do produto final. Esses micro-organismos são utilizados como 

culturas starters ou adjuvantes para produção de alimentos e bebidas, como queijo, 

vegetais fermentados, carnes fermentadas, vinho e cerveja, pão de massa fermentada, 

entre outros. São capazes de gerar uma rápida redução do pH da matéria-prima graças 

a produção de ácido lático, como o principal produto catabólico (GIRAFFA et al., 
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2010). Esse gênero é frequentemente utilizado como probiótico, principalmente por 

ser considerado GRAS (Generally Recognised As Safe) (OLIVEIRA et al., 2002). 

 

3.2.4. Gênero Pediococcus 
 

Bactérias do gênero Pediococcus sp. possuem formato de cocos, geralmente 

organizados em tétrades, são Gram positivo, não formadoras de esporos, 

homofermentativas, anaeróbicas facultativas e não possuem motilidade (ZHANG et 

al., 2005). Esse gênero normalmente é encontrado na microbiota humana e animal 

(PORTO et al., 2017), além disso, já foi isolado de alimentos fermentados e não 

fermentados, como leites, queijos, bambu, sorgo, entre outros (BELHADJ et al., 

2014).  

A espécie Pediococcus pentosaceus é utilizado como cultura starter na fermentação de 

produtos vegetais, salsichas e alguns produtos cárneos e lácteos. Algumas cepas são 

utilizadas para bioconservação desses alimentos, graças a produção de peptídeos 

antimicrobianos que inibem a multiplicação de patógenos e deteriorantes, podendo 

ainda serem utilizadas como probióticas. Alguns desses micro-organismos são capazes 

de produzir a pediocina, bactericina pertencente a classe II de peptídeos 

antimicrobianos produzidos por BAL, sendo não-antibióticos e estáveis ao calor 

(PORTO et al., 2017). 

É crescente o número de estudos que demonstram a capacidade probiótica de 

Pediococcus pentosaceus, como o trabalho realizado por Lv et al. (2014), no qual foi 

avaliado a influência de Pediococcus pentosaceus (Ll05) em ratos com insuficiência 

hepática induzida. Esses autores constataram a redução dos níveis de diversos 

marcadores, como alanina aminotransferase e bilirrubinas totais, além da redução das 

anomalias histológicas. Masuda et al. (2010) administraram Pediococcus pentosaceus 

Sn26 isolado de vegetais, em camundongos com diarreia devido à uma alergia 

induzida pelo aumento das Imunoglobulinas E (IgE), e verificaram diminuição da 

resposta alérgica, bem como dos sintomas relacionados a diarreia. 
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3.2.5. Gênero Lactococcus 
 

Bactérias do gênero Lactococcus foram pesquisadas pela primeira vez em 1873, por 

Joseph Lister na tentativa de provar a teoria de Pasteur, na qual foi utilizado leite 

fervido como meio nutriente nos experimentos, obtendo assim a primeira cultura 

bacteriana pura, nomeada Bacterium lactis (LISTER, 1873).  

O gênero Lactococcus é composto por bactérias em formato de cocos, Gram positivo, 

se apresentam na forma individual, em pares, cadeias curtas ou clusters irregulares. 

São anaeróbias facultativas, mesofílicas e homofermentativas, intimamente associadas 

aos alimentos lácteos fermentados (VON WRIGHT, 2012). Esse gênero é comumente 

encontrado em diversas superfícies e em produtos de origem vegetal e animal, como 

leite e queijo, além do trato digestório, respiratório e urogenital de humanos 

(CAVANAGH et al., 2015). 

A espécie Lactococcus lactis é uma das BAL mais utilizadas na indústria de alimentos 

(SMID e KLEEREBEZEM, 2014), sendo que algumas cepas dessa espécie são 

capazes de fermentar citrato e produzir diacetil e acetoína, compostos aromáticos 

desejáveis em alguns tipos de queijos (SCHLEIFER et al., 1985). Além de sua 

utilização em alimentos como cultura fermentadora, capaz de gerar características 

sensoriais desejáveis, essa espécie é capaz de produzir a nisina, sendo esta a única 

bacteriocina comercialmente utilizada (PORTO et al., 2017). Esse gênero é geralmente 

reconhecido como seguro (GRAS) (KIMOTO et al., 2004). 

 

3.2.6. Potencial probiótico de BAL isoladas de queijos artesanais 
 

Normalmente, não se utilizam culturas iniciadoras comerciais na produção de queijos 

artesanais, sendo estas substituídas pela microbiota lática oriunda do ambiente de 

produção, leite cru e fermento endógeno (pingo). Com isso, os queijos artesanais 

apresentam uma grande diversidade de bactérias, como as BAL (DORE e FERREIRA, 

2012). Essas bactérias são responsáveis pelas alterações físicas e sensoriais no produto 

final e também por inibirem micro-organismos deteriorantes e patogênicos, auxiliando 

na conservação e segurança desse alimento. A atividade inibitória dessas bactérias 
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ocorre devido a competição por nutrientes e sítios de adesão, produção de ácidos 

orgânicos e bacteriocinas (OZOGUL e HAMED, 2018).  

Diversos trabalhos avaliaram o potencial efeito probiótico de BAL isoladas de queijos 

artesanais, como Costa et al. (2013), que avaliaram o potencial probiótico in vitro de 

BAL - Weissella paramesenteroides; L. casei, L. rhamnosus, L. plantarum e L. 

hilgardii - isoladas de QMA da Serra da Canastra-MG. Os autores constataram que o 

QMA da Serra da Canastra-MG é apto a veicular potenciais probióticos e que as 

amostras L. rhamnosus B4, W. paramesenteroides C10 e L. rhamnosus D1 seriam 

melhores candidatas à potencias probióticos, pois apresentaram resistência ao menor 

número de antimicrobianos avaliados; antagonismo contra microrganismos 

indesejáveis, além de tolerância ao suco gástrico artificial. 

Andrade et al. (2014), estudaram o potencial probiótico de algumas espécies de 

Lactobacillus - L. casei; L. plantarum e L. ramnosus - isolados de QMA da Serra da 

Canastra-MG, por meio de testes in vitro. Esses autores constataram que, dos micro-

organismos testados, L. plantarum (B17) manifestou ser o melhor potencial probiótico 

in vitro, pois o mesmo, além de inibir eficientemente as bactérias patogênicas, foi o 

único capaz de inibir S. enterica var. Typhimurium; ele também apresentou resistência 

a um menor número de antimicrobianos testados e tolerância ao suco gástrico artificial 

e aos sais biliares. Como resultado insatisfatório, foi observado uma grande resistência 

a antimicrobianos por parte de todos os micro-organismos testados. 

Oliveira (2016) avaliou o potencial efeito antagonista in vitro de L. plantarum e L. 

rhamnosus, isolados de QMA da Serra da Canastra-MG, contra os micro-organismos 

patogênicos E. coli enterohemorrágica 0157:H7 (EHEC) e E. coli enteroinvasiva 

(EIEC). Ele também avaliou, in vivo, o potencial efeito protetor dessas amostras 

atuando contra infecção exercida por EHEC e EIEC em camundongos. As amostras de 

L. plantarum e L. rhamnosus foram testadas anteriormente quanto ao seu potencial 

probiótico in vitro. Foi possível observar, em relação aos testes in vitro, que ambas as 

BAL testadas foram capazes de produzir halos de inibição contra os micro-organismos 

patogênicos (com maior inibição da EIEC), indicando boa capacidade probiótica de 

ambas as BAL. Em relação aos testes in vivo, foi possível avaliar que não houve 

translocação bacteriana para o baço e fígado, por parte da E. coli EHEC e EIEC. Os 

animais do grupo tratado com L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 que foram 

inoculados com EIEC obtiveram melhores resultados na preservação do íleo, com uma 
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maior preservação por parte do L. rhamnosus D1. Sugere-se, então, o uso do L. 

rhamnosus D1 contra a infecção por EIEC, pois o mesmo manteve íleo preservado na 

maioria dos animais testados, apresentando o melhor resultado de proteção.   

 Sant’anna et al. (2017) avaliaram o potencial probiótico in vitro de BAL - 

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus rhamnosus, L. paracasei 

e Pediococcus acidilactici – isoladas de QMA do Campo das Vertentes-MG com 

diferentes dias de maturação. Eles também avaliaram, in vivo, o potencial efeito 

protetor dessas amostras contra infecção causada por Salmonella var. Typhimurium, 

em camundongos. Em relação aos testes in vitro, foi possível avaliar que Lactobacillus 

plantarum mostrou melhor tolerância aos sais biliares e suco gástrico artificial, além 

de produzir halo de inibição contra S. Typhimurium, sendo o melhor candidato à 

probiótico. E em relação ao teste in vivo, foi possível observar que o ganho de peso 

dos animais do grupo tratado com L. casei (um conhecido probiótico comercial) e L. 

plantarum foi o mesmo. Os animais deste último grupo apresentaram maior ganho de 

peso que os animais do grupo controle (os quais receberam apenas leite estéril).  

Cunha (2018), ao avaliar o potencial probiótico in vitro de algumas espécies de 

Lactobacillus - Lactobacillus paracasei; Lactobacillus plantarum e Lactobacillus 

rhamnosus - observou que todas as amostras avaliadas produziram eficientes halo de 

inibição contra micro-organismos indesejáveis. A resistência a antimicrobianos 

manifestada por todas as BAL testadas foi preocupante, devido à chance de 

transmissão desses genes a micro-organismos patogênicos. Ele também observou que 

L. plantarum (L1) demonstrou melhor tolerância ao suco gástrico artificial e sais 

biliares, sendo a amostra com o melhor potencial probiótico. 

Valente et al. (2019), avaliaram o potencial probiótico in vitro e in vivo de amostras de 

Lactobacillus - Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus - contra o 

patógeno Listeria monocytogenes. Foi possível avaliar que todas as amostras tiveram 

um satisfatório desempenho nas avaliações de potencial probiótico in vitro, com base 

nos testes de sensibilidade a antimicrobianos e tolerância ao suco gástrico artificial e 

sais biliares. Além disso, as duas amostras foram capazes de antagonizar, em meio de 

cultura, o desenvolvimento de L. monocytogenes.  Por outro lado, nos testes in vivo 

não foi observado um efeito protetor aparente de L. plantarum B7 e L. rhamnosus D1 

quanto à sobrevivência de camundongos após infecção experimental por L. 

monocytogenes, embora o grupo tratado com D1 tenha apresentado maior 
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desenvolvimento ponderal no pré-tratamento e após o desafio, indicando possível 

melhor efeito protetor desta BAL. 

Acurcio et al. (2020), avaliariam o potencial efeito protetor, in vivo, de uma estirpe 

probiótica conhecida - Lactobacillus paracasei (ST11) - isolada de Chamyto® (Nestlé 

Brasil Ltd.), contra infecção causada por Salmonella var. Typhimurium em 

camundongos. Eles observaram que o micro-organismo avaliado possui propriedades 

protetoras contra infecção por Salmonella, reduzindo sua gravidade a partir de 

mecanismos como a redução da translocação do patógeno para o alvo órgãos (íleo e 

fígado), modulação imunológica local (controle inflamação do íleo) e manutenção da 

microbiota (prevenindo a proliferação excessiva de S. Typhimurium). 
 

3.3. Leites fermentados  
3.3.1. Histórico e definição 

 

A fermentação de alimentos é um método antigo de conservação, o qual foi utilizado, 

primeiramente, devido à ausência de métodos de refrigeração ou pasteurização 

(SOUZA e BRUNARI, 2017). A produção de leite fermentado ocorreu inicialmente de 

forma acidental, quando nômades estocaram o leite natural da ordenha em recipientes 

feitos de abomaso. Esse fato acabou ocasionando a proliferação de bactérias, que 

alteraram a estrutura desse alimento, transformando-o em um produto com maior 

atrativo sensorial e maior período de conservação (OLIVEIRA et al., 2018). 

No entanto, apenas no começo do século XX, a partir dos estudos de Elie Metchnikoff, 

no Instituto Pasteur, se iniciou a associação do metabolismo de micro-organismos 

lácteos com a produção de leites fermentados. A partir de então, teve início a 

caracterização e o isolamento de diversas culturas láticas, além da padronização e 

controle do processo fermentativo pelas indústrias. Em 1908, Elie Metchnikoff iniciou 

sua defesa sobre os benefícios à saúde relacionados ao consumo de leites fermentados 

(MENDES, 2011). 

Segundo a Instrução Normativa número 46 de 2007 do MAPA: “entende-se por Leites 

Fermentados os produtos adicionados ou não de outras substâncias alimentícias, 

obtidas por coagulação e diminuição do pH do leite, ou reconstituído, adicionado ou 

não de outros produtos lácteos, por fermentação láctica mediante ação de cultivos de 

micro-organismos específicos. Estes micro-organismos devem ser viáveis, ativos e 
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abundantes no produto final durante todo seu prazo de validade. A fermentação do 

Leite Fermentado ou Cultivado é realizada com um ou vários dos seguintes cultivos: 

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium spp., Streptococus 

salivarius subsp. thermophilus e/ou outras BAL que, por sua atividade, contribuem 

para a determinação das características do produto final”. Ainda sobre essa legislação: 

“o leite fermentado deve apresentar uma contagem mínima de bactérias láticas viáveis 

(106 UFC/mL) durante toda sua vida de prateleira e ser conservado e comercializado a 

no máximo 10ºC, possibilitando a viabilidade dessas células’’ (BRASIL, 2007). 

 

3.3.2. Elaboração de leites fermentados com potenciais probióticos 
 

 Existe uma grande variedade de produtos lácteos fermentados disponíveis no mercado 

como os iogurtes, bebidas e sobremesas lácteas, os quais possuem diversidade de 

sabores e aromas. Eles podem ser enriquecidos com vitaminas, fibras e minerais, os 

quais relacionam de forma positiva à imagem destes com uma alimentação saudável e 

nutritiva (GAHRUIE et al., 2015). Estes alimentos são caracterizados como um dos 

maiores segmentos de alimentos funcionais no mercado, sendo utilizados como 

veículos promissores de ingredientes funcionais, como micro-organismos probióticos, 

compostos prebióticos, proteínas, entre outros (AKIN e OZCAN, 2017). 

Para a indústria de laticínios, a fermentação é uma ferramenta muito importante para 

agregar valor ao leite, pois a partir da atividade dos micro-organismos há o 

desenvolvimento de aroma e sabor desejáveis. Já para os consumidores, além de serem 

importantes do ponto de vista nutricional, exercem também benefícios à sua saúde, por 

serem um dos principais veículos de micro-organismos probióticos disponíveis 

comercialmente (FARVIN et al., 2010).  

Porém, a viabilidade dos micro-organismos probióticos em leites fermentados pode ser 

afetada durante sua elaboração e/ou conservação, graças à fatores como aumento da 

acidez; presença ou ausência de oxigênio; presença de componentes antimicrobianos e 

temperatura de armazenamento. Pois esses micro-organismos são muito susceptíveis a 

condições ambientais, como acidez e temperatura. Com isso, pesquisas sobre micro-

organismos potenciais probióticos são importantes e devem ser realizadas antes que os 

mesmos sejam lançados ao mercado (VASILJEVIC e SHAH, 2008). 
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 Existem, na literatura, diversos estudos sobre a avaliação de leites fermentados com 

potenciais probióticos, como Viegas et al. (2010) que elaboraram leite fermentado 

com Lactobacillus acidophilus e Weissella confusa isolados de queijo de coalho e 

avaliaram a viabilidade dessas culturas, bem como as características físico-químicas, 

sensoriais e microbiológicas dos leites fermentados durante 40 dias de estocagem sob 

refrigeração. Eles constataram que as culturas avaliadas possuem potencial para serem 

utilizadas na produção industrial de novos leites fermentados funcionais. E também 

que o prazo de validade desses produtos armazenados sob refrigeração a 8ºC durante 

40 dias, garante a contagens bacterianas adequadas para que os micro-organismos 

exerçam suas funções, além de manter as características físico-químicas e sensoriais 

desejáveis segundo a legislação.   

Mendes (2011), avaliou as características físico-químicas, microbiológicas e a 

aceitação sensorial de leites fermentados por BAL – Lactobacillus rhamnosus e L. 

fermentum - isoladas de queijo coalho. Essa autora observou que os leites fermentados 

por Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus fermentum apresentaram características 

físico-químicas e microbiológicas (incluindo contagens de microrganismos) adequadas 

e de acordo com a legislação vigente (BRASIL, 2007). No entanto, esses leites 

apresentaram aceitações distintas nos dois tempos de análise avaliados. 

Acurcio (2016) avaliou as características físico-químicas, microbiológicas e sensoriais 

de leite fermentado com L. plantarum B7 L. rhamnosus D1 ao longo de 15 dias de 

armazenamento. Ele observou que ambos os leites fermentados apresentaram padrões 

físico-químicos e microbiológicos adequados, segundo a legislação vigente (BRASIL, 

2007). Em relação à análise sensorial dos leites fermentados com 15 dias de 

armazenamento, não houve diferença entre a aceitação de seu sabor, porém, em 

relação à aceitação do produto, a amostra de leite fermentado pelo L. plantarum (B7), 

teve sua aceitação estatisticamente inferior. 

Valente et al. (2019), avaliaram as características físico-químicas, microbiológicas e 

sensoriais de leite de cabra fermentado com Lactobacillus plantarum e L. rhamnosus 

ao longo de 30 dias de armazenamento e observaram que ambos os leites fermentados 

apresentaram padrões físico-químicos e microbiológicos adequados durante todo seu 

período de armazenamento, considerando a legislação brasileira vigente (BRASIL, 

2007). Na análise sensorial, o leite fermentado por L. rhamnosus apresentou maior 

aceitação e intenção de compra que os demais tratamentos 
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 Também existem estudos sobre a avaliação, in vivo, do potencial efeito protetor de 

leite fermentado com BAL frente a infecções experimentais. Como o trabalho 

realizado por Acurcio et al. (2020), que avaliariam o potencial efeito protetor de leite 

fermentado por Lactobacillus paracasei (ST11) contra infecção por Salmonella var. 

Typhimurium. Eles observaram que o leite fermentado por esse micro-organismo 

possui propriedades protetoras contra infecção por Salmonella, reduzindo a gravidade 

desta através de mecanismos como a redução da translocação do patógeno para o alvo 

órgãos (íleo e fígado), modulação imunológica local (controle inflamação do íleo) e 

manutenção da microbiota (prevenindo a proliferação excessiva de S. Typhimurium). 

       4. Materiais e métodos 

       4.1. Coleta de amostras de BAL oriundas de queijo artesanal, pingo, leite 
cru e superfície de bancada  

 

 Os micro-organismos utilizados no presente trabalho foram previamente isolados de 

queijos artesanais maturados da Serra Geral-MG, além de leite cru, pingo e superfície 

de bancada utilizados na elaboração desse queijo, por Rocha (2021). Após isolados, 

esses micro-organismos foram identificados – a partir da técnica de espectrometria de 

massa MALDI-TOF (ASSIS et al., 2017) - e avaliados por Rocha (2021). Essa 

pesquisadora selecionou doze produtores de queijo artesanal da região da Serra Geral-

MG, sendo seis produtores cadastrados no Serviço de Inspeção Municipal (SIM) e seis 

produtores sem cadastro em órgão fiscalizador, caracterizando os últimos, como 

representantes da produção informal.  

A região da Serra Geral (figura 1), localizada no Norte de Minas Gerais, envolve 17 

municípios que são caracterizados por um perfil de pequenos e médios produtores de 

leite, os quais destinam essa matéria-prima principalmente para a produção de queijo. 

Atualmente, muitos produtores queijeiros dessa região se mantêm na clandestinidade, 

enquanto alguns produtores conquistaram a inspeção estadual (IMA) (EMATER, 

2018). No dia 19 de junho de 2018 foi aprovada pelo IMA a Portaria nº 1.825, que 

identificou essa região como produtora de queijo artesanal (MINAS GERAIS, 2018). 

 

 



29 
 

           Figura 1. Região da Serra Geral-MG 

 

 Fonte: IBGE, 2006. 

 

Dos microrganismos isolados, identificados e avaliados por Rocha (2021), foram 

selecionados, para o presente trabalho, oito BAL (quadro 2) geralmente reconhecidos 

como seguras (GRAS) e comumente utilizadas como fermentadoras de produtos 

lácteos, isoladas de queijo artesanal da Serra Geral, pingo, leite cru e superfície de 

bancada utilizados para elaboração desse queijo. Para o presente trabalho, foi utilizada 

a nova nomenclatura proposta pela IJSEM. 
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Quadro 2. Espécie, código e matriz das bactérias selecionadas para as avaliações in 
vitro de potencial probiótico 

Espécie/Matriz  Código 
Queijo 14 dias  

Leuconostoc pseudomesenteroides (LPM) Q1414 
Queijo 21 dias  

Lacticaseibacillus rhamnosus (LR) Q221 
Levilactobacillus brevis (LB) Q521 
Pediococcus pentosaceus (PP) Q621 

Lactiplantibacillus platarum (LP) Q21021 
Superfície de bancada  

Leuconostoc mesenteroides S9Z (LM) S92 
Leite cru  

Lactococcus lactis (LL) L1 
Pingo  

Lactococcus lactis (LLL) P1 
 

A conservação desses micro-organismos foi realizada pelo congelamento a -20ºC em 

tubos Eppendorf contendo caldo De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Merck,Darmstadt, 

Germany), adicionado de 20% de glicerol esterilizado.   

 

4.2.  Pesquisa do potencial probiótico 
 

As bactérias selecionadas foram testadas, in vitro, quanto ao seu potencial efeito 

probiótico a partir dos testes de susceptibilidade a antimicrobianos; antagonismo spot 

on the law; tolerância ao suco gástrico artificial e sais biliares. Elas também foram 

testadas quanto a seu potencial tecnológico a partir da produção e análise físico-

química e microbiológica de leite fermentado. Todos os testes foram realizados nos 

laboratórios de Microbiologia de alimentos e Análises Físico-Químicas I, do 

Departamento de Tecnologia e Inspeção de Produtos de Origem Animal, e também no 

Laboratório de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos no Instituto de Ciência e 

Biologia (ICB), ambos na Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG. Todos os 

testes foram realizados em triplicata.   

 A ativação das bactérias antes de cada teste foi feita a partir da transferência de 100 

μL de cultivo para tubos de ensaio contendo 3mL de caldo MRS (Merck, Darmstadt, 
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Germany), esses tubos foram encubados durante 24 horas a 37ºC. Esse procedimento 

foi realizado duas vezes, a fim de garantir um maior crescimento das BAL. 

 

4.2.1. Avaliação da susceptibilidade a antimicrobianos 
 

A avaliação da susceptibilidade das BAL selecionadas a antimicrobianos foi realizada 

a partir do método de disco difusão, utilizando discos de papel contendo 

antibacterianos de diferentes classes, segundo a metodologia proposta por Charteris et 

al. (1998a). Para esse teste, as amostras foram ativadas duas vezes em caldo MRS, 

plaqueadas e transferidas para um tubo de ensaio contendo 3,5 mL de solução salina 

(NaCl 0,9%) estéril, até atingir a concentração de 0,5 na escala McFarland, o que 

equivale a uma concentração de, aproximadamente, 108 UFC/mL. Após, com auxílio 

de um swab estéril, a solução contida nos tubos foi espalhada por toda a extensão de 

placas de Petri de 14 cm de diâmetro contendo ágar MRS (Merck, Darmstadt, 

Germany). 

Doze discos contendo antimicrobianos (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) foram 

espalhados sobre a superfície do ágar MRS. Foram selecionados antimicrobianos de 

importância clínica, de diferentes classes. Também foram utilizados antimicrobianos 

de resistência intrínseca para a maioria das bactérias do gênero Lactobacillus, como 

oxacilina e vancomicina (KLEIN et al., 2000). Os antimicrobianos utilizados e suas 

respectivas concentrações foram:  

 

• Inibidores da síntese da parede celular, com ação bactericida, como os beta-

lactâmicos: Penicilina G (PEN) – 10μg e Oxacilina (OXA) – 1μg; glicopeptídeos: 

Vancomicina (VAN) – 30μg; bem como as cefalosporina de terceira geração: 

Ceftazidima (CAS) - 30μg. 

 

• Inibidores da síntese proteica, com ação bacteriostática, como as tetraciclinas: 

Tetraciclina (TET) – 30μg; aminoglicosídeos: Gentamicina (GEN) – 10μg, 

Cloranfenicol (CLO) – 30μg e Amicacina (AMI) - 30μg; macrolídeos: Eritromicina 

(ERI) – 15μg; e também lincosamidas: Clindamicina (CLI) – 2 μg. 

• Inibidores do metabolismo do ácido fólico bacteriano, com ação bactericida, como as 

Sulfonamidas + Trimetoprim: Sulfazotrim (SUT) – 25μg. 
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• Inibidores da multiplicação celular, com ação bactericida, como as quinolonas de 

terceira geração: Ciprofloxacina (CIP) – 5μg. 

 

O controle de qualidade dos discos contendo os antimicrobianos foi realizado 

utilizando amostra conhecida de Escherichia coli (ATCC 25922). Após a adição dos 

discos nas placas de Petri, estas foram incubadas sob aerobiose, durante 48 horas, a 

37ºC. A leitura dos halos de inibição foi realizada com auxílio de um paquímetro 

digital Mitutoyo Digimatic Caliper (Mitutoyo Sul Americana Ltda., São Paulo, Brasil) 

e as amostras foram classificadas quanto à sua susceptibilidade (quadro 3), segundo 

Charteris et al. (1998a). 

 

 
   Quadro 3. Classificação do perfil de resistência a antimicrobianos  

                                                               Susceptibilidade (mm) 
Antimicrobiano Resistente Moderadamente resistente Sensível 
Penicilina (10 μg) ≤19 20-27 ≥28 

Gentamicina (10 μg) ≤12 - ≥13 
Amicacina (30 μg) ≤15 16-17 ≥18 

Vancomicina (30 μg) ≤14 15-16 ≥17 
Eritromicina (15 μg) ≤13 14-17 ≥18 
Cloranfenicol (30 μg) ≤13 14-17 ≥18 
Tetraciclina (30 μg) ≤14 15-18 ≥19 
Sulfazotrim (25 μg) ≤ 11 12-16 ≥ 17 

Oxacilina (1μg) ≤ 19 - ≥ 20 
Ciprofloxacina (5 μg) ≤13 14-18 ≥19 
Clindamicina (2 μg) ≤8 9_11 ≥18 
Ceftazidima (30 μg) ≤15 16-18 ≥19 

 
  Fonte: Charteris et al. (1998a). 

 

4.2.2. Teste de antagonismo spot on the law 
 
 
 

Teste de antagonismo indireto ou spot on the law tem como objetivo avaliar o 

potencial de inibição das bactérias avaliadas contra microrganismos indesejáveis e 

desejáveis, a partir da produção de substâncias inibitórias. Foi utilizada a técnica 
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proposta por Tagg et al. (1976), na qual é possível avaliar o efeito antagonista de 

potenciais probióticos (denominados produtores) contra outros micro-organismos 

(denominados reveladores), a partir da produção de substâncias inibitórias. Como 

micro-organismos reveladores foram utilizadas quatro bactérias oriundas de coleção, 

sendo elas: Staphylococcus aureus (ATCC 33591), Salmonella Typhimurium (ATCC 

14028), Listeria monocytogenes (ATTC 15313) e Escherichia coli (ATTC 25922); 

além de uma BAL (Levilactobacillus brevis), isolada por Valente (2021) de QMA do 

Campo das Vertentes. 

Para essa análise, os micro-organismos produtores foram devidamente ativados duas 

vezes em caldo MRS e incubados a 37°C, durante 24 horas, sob aerobiose. Cinco μL 

da cultura ativada de cada micro-organismo produtor foi colocado no centro de placas 

de Petri contendo meio de cultivo ágar MRS, formando os spots. Essas placas foram 

incubadas a 37ºC por 48 horas, sob aerobiose. Após, foram adicionados 1 mL de 

clorofórmio nas tampas dessas placas, o qual agiu durante 30 minutos, com o objetivo 

de inativar as bactérias que cresceram dentro dos spots, restando apenas as substâncias 

produzidas por elas. Posteriormente, as placas foram exportas a luz ultravioleta 

durante 30 minutos, a fim de garantir a completa eliminação dessas bactérias. 

Em seguida, 10 μL dos microrganismos reveladores, devidamente ativados duas vezes 

em caldo BHI (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) – para os patógenos 

ou MRS – para as BAL, foram adicionados em tubos com 4 mL de ágar semi-sólido 

BHI, a fim de produzir um inócuo de 4%. Esses tubos foram vertidos sobre os spots, 

formando uma segunda camada.  

As placas foram então incubadas a 37ºC por 48 horas sob aerobiose e os halos de 

inibição, que se formaram devido a ação de substâncias antagonistas, produzidas pelos 

micro-organismos produtores contra os micro-organismos reveladores, foram medidos 

com auxílio de um paquímetro digital. 

 

4.2.3.  Teste de resistência ao suco gástrico artificial   
 

O teste de resistência ao suco gástrico artificial foi realizado com o objetivo de se 

avaliar a tolerância dos potenciais probióticos frente ao meio ácido do estômago. Foi 

utilizada a técnica descrita por Silva et al. (2013), na qual as amostras dos potenciais 

probióticos foram ativadas duas vezes em caldo MRS. Após, as mesmas foram 

centrifugadas a 5.000g por 5 minutos, os sobrenadantes formados após a centrifugação 
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foram descartados, restando apenas os pellets das bactérias, os quais foram lavados 

com solução salina três vezes. Em seguida, esses pellets foram suspendidos em 1 mL 

de solução ácida (feito com ácido clorídrico, pepsina e água destilada) de pH 2,0 - para 

o grupo experimental e 1mL de solução salina (NaCl 0,9%0 de pH 7,0 - para o grupo 

controle. As amostras foram incubadas na estufa a 37ºC durante 2 horas.  

As amostras foram novamente centrifugadas e foi feito a limpeza dos pellets com 

solução salina 0,9% e após, as bactérias foram suspendidas em MRS. O inóculo a 2% 

(v/v) também foi preparado em Caldo MRS. Então, foi preparada a microplaca de 

fundo chato, com 96 poços. Nesses poços, foram colocados 200µl de cada amostra, 

após passagem por pH 2,0 (grupo experimental) e pH 7,0 (grupo controle). A 

microplaca foi incubada por 254 horas no equipamento espectrofotômetro (Microplate, 

Spectrophotometer System 47 SpectraMax 340 – Molecular Devices, Sunnyvale, 

Califórnia, Estados Unidos), a 37ºC. A absorbância do cultivo foi determinada pela 

leitura da densidade óptica (DO) 620nm a cada uma hora, durante 24 horas, para a 

realização da leitura da curva de inibição das bactérias. 

O percentual de inibição foi calculado segundo a fórmula: (1-SG/AT) x 100, sendo 

que SG e AT correspondem às áreas sob a curva de crescimento das bactérias tratadas 

com suco gástrico artificial e do controle, respectivamente. A interpretação dos 

resultados, segundo a porcentagem de inibição, foi realizada a partir do critério 

proposto por Acurcio et al. (2014), no qual as amostras testadas foram consideradas 

tolerantes quando apresentaram percentual de inibição <40%, moderadamente 

tolerantes com percentual entre 40 e 80% e sensíveis quando superior a 80%. 

 

4.2.4.  Teste de resistência a sais biliares 
 

Esse teste foi realizado com o objetivo de se avaliar a tolerância dos potenciais 

probióticos frente aos sais biliares e baseou-se no método descrito por Walker e 

Gilliland (1993) e Silva et al. (2013). Primeiramente, as amostras foram ativadas em 

caldo MRS e incubados sob aerobiose a 37°C por 24 horas. Após, os micro-

organismos ativados foram colocados em microtubos com diluição de 4% (v/v), em 

caldo MRS. Em seguida, 100µL do conteúdo dos microtubos foram transferidos para 

um poço na microplaca de 96 poços contendo 100µl de caldo MRS puro (grupo 
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controle) e outros 100µL foram transferidos para outro poço na mesma placa contendo 

caldo MRS com 0,6% (p/v) de sais biliares (Oxgall) (grupo experimental). 

A microplaca foi então incubada no equipamento espectrofotômetro, a 37ºC. A 

absorbância do cultivo foi determinada pela leitura da DO 620nm a cada uma hora, 

durante 24 horas de incubação, para a realização da leitura da curva de inibição das 

bactérias. Ao final, o inóculo das amostras foi de 2% e a concentração de sais biliares 

0,3% nos poços, simulando, in vitro, o ambiente intestinal. 

O percentual de inibição de foi calculado segundo a fórmula: (1-ASB/AC) x 100, 

sendo ASB: absorbância da amostra com sais biliares e AC: absorbância da amostra 

controle. A interpretação dos resultados, segundo a porcentagem de inibição, foi 

realizada a partir do critério proposto por Acurcio et al. (2014), no qual as amostras 

testadas foram consideradas tolerantes quando apresentaram percentual de inibição 

<40%, moderadamente tolerantes quando o percentual fosse entre 40 e 80% e 

sensíveis quando superior a 80%. 

 

4.3. Elaboração de leite fermentado 
 

 Foram selecionadas duas BAL que obtiveram melhores resultados nos testes de 

avaliação de potencial probiótico in vitro para a elaboração de leite fermentado.  A fim 

de avaliar, se essas culturas, individualmente e em associação, seriam eficazes na 

fermentação do leite, atingindo parâmetros físico-químicos e microbiológicos 

adequados, previstos na legislação vigente para leite fermentado (BRASIL, 2007). 

Para essa análise, foram utilizados três lotes diferentes de leite em pó desnatado da 

marca Molico (Nestlé®, Araçatuba, São Paulo, Brasil). Esses leites foram 

reconstituídos com 10% de água destilada e esterilizados na temperatura de 110ºC 

durante 10 minutos. 

 

4.3.1. Análises microbiológicas do leite reconstituído 
 

Primeiramente, foi testada a inocuidade do leite em pó reconstituído a partir dos testes 

microbiológicos de contagem global de mesófilos aeróbios (UFC/mL), pesquisas de 
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coliformes a 30oC e a 45oC (NMP/mL), Staphylococcus sp., Salmonella sp. (APHA, 

2002) e contagem de bolores e leveduras (TOURNAS et al., 2001).   

 

4.3.2. Teste de fermentação 
 

 As BAL selecionadas foram avaliadas quanto a sua capacidade fermentativa, a partir 

da avaliação da formação de coágulo em leite. Para isso, as culturas selecionadas 

foram ativadas, duas vezes, em caldos MRS. Após esse procedimento, foram 

transferidos 0,25 mL de cultivo, para cultura individual e 0,125 mL de cada cultivo, 

para cultura mista, para tubos de ensaio contendo 10 mL de leite em pó reconstituído e 

esterilizado. Os tubos de ensaio foram incubados a 37ºC durante 24 horas e após, foi 

avaliada a formação, ou não, de coágulos. Apenas as BAL capazes de fermentar o leite 

e produzir coágulo firme foram selecionadas para os demais testes.  

 

4.3.3. Produção de leite fermentado  
 

Foi realizado, a produção de leite fermentado utilizando-se três diferentes lotes de leite 

em pó desnatado, para a realização de análises físico-químicas e microbiológicas com 

1, 7 e 14 dias de armazenamento a 7ºC. Sendo realizada uma repetição para cada lote, 

e três réplicas para cada leite fermentado. 

Para a elaboração desse leite, foram transferidos 100 µL das culturas selecionadas para 

tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo MRS. Esses tubos foram incubados a 37ºC 

durante 24 horas. Após, foi realizado uma segunda ativação dessas culturas. Com isso, 

2,5% (v/v) da cultura ativada, com contagem das BAL realizada por plaqueamento, 

foram inoculadas em três recipientes de 100 mL contendo leite em pó desnatado 

reconstituído a 10%, elaborado a partir de três lotes da marca Molico (Nestlé®, 

Araçatuba, São Paulo, Brasil), tratados termicamente a 110ºC por 10 minutos e 

incubados a 37ºC por tempo necessário até a coagulação do leite. Após a fermentação, 

os produtos fermentados foram armazenados sob refrigeração a 7ºC, sendo retirados 

apenas para a realização de análises físico-químicas e microbiológicas. 
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4.3.4. Análises físico-químicas  
 

Foi realizado a avaliação físico-química dos leites fermentados com 1, 7 e 14 dias de 

armazenamento a 7°C a partir das seguintes análises: determinação do pH (Gehaka 

PG1800, São Paulo, Brasil); determinação da acidez titulável (OFFICIAL METHODS 

OF ANALYSIS, 2019); teor umidade na estufa (Gehaka G4023D, São Paulo, Brasil) e 

balança (Shimadzu AY220, São Paulo, Brasil); teor de proteínas (OFFICIAL 

METHODS OF ANALYSIS, 2019) e teor de gordura (OFFICIAL METHODS OF 

ANALYSIS, 2019). 

 

4.3.5. Análises microbiológicas 
 

Também foi realizado a análise microbiológica das amostras de leite fermentado com 

1, 7 e 14 dias de estocagem, utilizando diluições decimais seriadas de 10-1 a 10-7 dos 

leites fermentados em solução salina (0,9% de NaCl). Após, duas microgotas de 10 μL 

das diluições foram adicionadas ao ágar MRS e incubadas sob aerobiose a 37ºC 

durante 48 horas. Após esse período, a enumeração dos micro-organismos foi feita a 

partir da multiplicação da média do número de colônias formadas nas duas microgotas 

por 100 e também pelo inverso da diluição (IDF, 1997).  

4.4.  Análises estatísticas 
 

Para a realização das análises estatísticas do presente trabalho, foi utilizado o software 

Graphpad Prism 7.0 (Graphpad Software, San Diego, Califórnia, EUA). No qual as 

médias dos halos de inibição do teste de antagonismo spot on the lawn foram 

submetidas à análise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e de variância pelo 

teste Two-way ANOVA. A comparação entre as médias foi realizada pelo teste de 

Kruskall-Wallis com nível de significância de 5%. 

Os parâmetros físico-químicos dos leites fermentados foram submetidos à análise de 

normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, ao Two-way ANOVA e comparados pelo 

teste de Tukey, com nível de significância de 5%. Para as avaliações de contagens 

bacterianas, a mesma análise estatística foi utilizada após a transformação logarítmica 

desses dados. 
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5. Resultados e Discussão  

5.1. Susceptibilidade a antimicrobianos 
 

Foi possível observar no quadro 4. os resultados do teste de avaliação a 

susceptibilidade dos potenciais probrióticos frente a diferentes antimicrobianos de 

importância clínica. Os micro-organismos foram classificados como sensíveis (S), 

moderadamente sensíveis (MS) e resistentes (R) de acordo com a média dos halos de 

inibição obtidos. 

 

Quadro 4. Perfil de sensibilidade das BAL isoladas de queijo artesanal da Serra Geral frente a 
antimicrobianos de importância clínica 

                                                                                              Micro-organismos 

Classes 
Droga/concentração 

(μg) LMP LR LB PP LP LM LL LLL 

Aminoglocosídeos 
GEN (10μg) R R S R R R S R 
AMI (30 μg) R R R R R R R R 

Beta-lactâmicos 
PEN (10 μg) S S S S S S S S 
OXA (1μg) R R R R R R S R 

Macrolídeos ERI (15 μg) S S S S S S S S 
Tetraciclinas TET (30 μg) S S S S S S S S 
Anfenicóis CLO (30 μg) S S S S S S S S 
Quinolonas CIP (5 μg) R MS R R R R MS R 

Glicopeptídeos VAN (30 μg) R R R R R R S R 
Lincosamidas CLI (2 μg) S S R S MS S S S 
Cefalosporinas CAS (30 μg) S MS S S S S S S 
Sulfonamidas + 

Trimetoprim SUT (25 μg) R R S R MS R R R 
          

Resistência total: 
50% 

(6/12) 
41,6% 
(5/12) 

41,6% 
(5/12) 

50% 
(6/12) 

41,6% 
(5/12) 

50% 
(6/12) 

16,6% 
(2/12) 

50% 
(6/12) 

 
Legenda:  Penicilina = PEN; Vancomicina = VAN; Eritromicina = ERI; Cloranfenicol = CLO; 
Tetraciclina = TET; Gentamicina = GEN; Sulfazotrim = SUT; Oxacilina = OXA; Amicacina = AMI; 
Ciprofloxacina = CIP; Clindamicina = CLI; Ceftazidima = CAS. LPM - Leuconostoc 
pseudomesenteroides; LM - Leuconostoc mesenteroide; LP - Lactiplantibacillus plantarum; LR - 
Lacticaseibacillus rhamnosus; LB - Levilactobacillus brevis. PP - Pediococcus pentosaceus; LL e LLL 
- Lactococcus lactis. 
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Com os resultados obtidos foi possível observar que todos as BAL avaliadas (100%) 

foram sensíveis aos antimicrobianos penicilina, tetraciclina e cloranfenicol. Resultados 

semelhantes foram encontrados por Valente et al. (2019) e James et al. (2016), ao 

avaliarem o perfil de sensibilidade de Lactobacillus a antimicrobianos. A resistência 

ao clanfenicol já era esperada, pois seu uso em animais de produção é proibido, devido 

aos efeitos colaterais sobre a medula óssea da espécie humana (PAES et al., 2009). 

 

 

 
 

Sensibilidade à eritromicina, clindamicina e ceftazidima também foram observados 

por 100%, 75% e 87,5% das amostras avaliadas, respectivamente. 

 

Droga 
Micro-organismos 

LMP LR LB PP LP LM LL LLL 
  8/8 ERI  S S S S S S S S 

CLI  S S R S MS S S S 6/8 
CAS  S MS S S S S S S 7/8 

 

 

Apesar disso, foi observado um perfil de multirresistência por parte de muitos micro-

organismos avaliados (87,5%) a diversos antimicrobianos, sendo esse perfil 

determinado pela resistência das BAL avaliadas frente a três ou mais drogas, salvo 

aquelas de resistência intrínseca por grande parte dos Lactobacillus (vancomica e 

oxacilina).  

 

 

 

 

 

 

Droga 
Micro-organismos 

LMP LR LB PP LP LM LL LLL  
8/8 PEN  S S S S S S S S 

TET  S S S S S S S S 8/8 
CLO  S S S S S S S S 8/8 
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Resistência a antimicrobianos é um grande problema de saúde única, o qual pode gerar 

consequências graves, devido à falta de opção terapêutica para o tratamento de 

infecções causadas por esses micro-organismos (ANVISA, 2017). Ela pode ocorrer 

devido a mecanismos intrínsecos ou adquiridos. A resistência intrínseca ocorre de 

forma natural, como parte de um processo de evolução bacteriana, como a resistência 

de bactérias do gênero Lactobacillus a oxacilina e vancomicina (KLEIN et al., 2000; 

ANVISA, 2007). Já a resistência adquirida ocorre por meio da pressão seletiva 

exercida pelo uso indiscriminado de antimicrobianos, podendo ocorrer transferência de 

genes de resistência a outras bactérias (ANVISA, 2007). 

Também foi possível avaliar que nenhuma amostra foi sensível a todos os 

antimicrobianos testados. O que diverge do resultado encontrado por Silva et al. 

(2019), que ao avaliarem o perfil de resistência de Lactobacillus spp. isolados de 

QMA de Araxá-MG frente a antimicrobianos, observaram que uma amostra (L. 

plantarum C0) foi sensível a todos os antimicrobianos testados. Apesar disso, esse 

mesmo autor observou que muitas amostras apresentaram resistência a múltiplos 

antimicrobianos, assim como no presente trabalho. 

Foi observado que a grande maioria das bactérias avaliadas (75%) apresentaram 

resistência à ciprofloxacina. Essa resistência pode ser justificada devido a 

características intrínsecas desses micro-organismos relacionadas à estrutura da parede 

celular, permeabilidade de membrana e mecanismos de efluxo (ABRIOUEL et al., 

Droga Micro-organismos 
LMP LR LB PP LP LM LLL 

GEN  R R S R R R R 
AMI  R R R R R R R 
PEN  S S S S S S S 
OXA  R R R R R R R 
ERI  S S S S S S S 
TET  S S S S S S S 
CLO  S S S S S S S 
CIP  R MS R R R R R 

VAN  R R R R R R R 
CLI  S S R S MS S S 
CAS  S MS S S S S S 
SUT  R R S R MS R R 

Multirresistência: 4 3 3 4 3 4 4 
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2015). Esses resultados conferem com os obtidos por Costa et al. (2013) e Andrade et 

al. (2014). 

 

 

    

 

 

87,5% das amostras avaliadas apresentaram resistência à vancomicina. Resultados 

semelhantes foram encontrados em diversos trabalhos (RODRÍGUEZ-ALONSO et al., 

2009; COSTA et al., 2013; ANDRADE, et al., 2014; WONG et al., 2015; VALENTE 

et al., 2019). Entretanto, Hermanns et al. (2014) demonstraram uma sensibilidade à 

vancomicina por grande parte dos micro-organismos avaliados. Segundo Klein et al. 

(2000), o uso de bactérias resistentes à vancomicina como probióticos não gera riscos 

relacionados à transferência de genes de resistência a outros micro-organismos, por se 

tratar de uma resistência intrínseca. 

 

 

 

 

 

 Diversas amostras (87,5%) apresentaram resistência à oxacilina, a qual pode ter 

ocorrido devido a uma possível impermeabilidade da parede celular das bactérias ou 

pela ação das enzimas β-lactamases (CHARTERIS et al., 1998). Resultados 

semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2019), ao avaliarem o potencial 

probiótico de Lactobacillus isolados de QMA de Araxá-MG. 

 

 

     

 

 

 75% das bactérias avaliadas apresentaram resistência à gentamicina e todas as 

amostras testadas foram resistentes a amicacina, possivelmente devido à mecanismos 

relacionados à permeabilidade de membranas ou ausência de citocromos que 

permitiriam a ligação dos antimicrobianos (ABRIOUEL et al., 2015).  

Droga 
Micro-organismos 

LMP LR LB PP LP LM LL LLL 
6/8 CIP  R MS R R R R R R 

Droga 
Micro-organismos 

LMP LR LB PP LP LM LL LLL 
7/8 VAN  R R R R R R S R 

Droga 
Micro-organismos 

LMP LR LB PP LP LM LL LLL 
7/8 OXA  R R R R R R S R 
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    75% bactérias avaliadas apresentaram resistência a sulfazotrim. 

 

 

 

 

Foi possível observar que a amostra Lactococcus lactis (LL) apresentou o melhor 

perfil de sensibilidade as drogas testadas, sendo resistente a apenas dois dos 

antimicrobianos testados. A segunda amostra com melhor perfil de sensibilidade 

observada foi Levilactobacillus brevis (LB), resistente a cinco dos doze 

antimicrobianos testados.  

Apesar desses resultados, algumas amostras apresentaram perfil de resistência a 

múltiplos antimicrobianos, como Lacticaseibacillus rhamnosus (LR) e 

Lactiplantibacillus plantarum (LP), as quais foram resistentes, ou moderadamente 

sensíveis, a sete dos doze antimicrobianos testados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Droga 
Micro-organismos 

LMP LR LB PP LP LM LL LLL 
6/8 GEN  R R S R R R S R 

AMI  R R R R R R R R 8/8 

Droga 
Micro-organismos 

LMP LR LB PP LP LM LL LLL 
6/8 SUT  R R S R MS R R R 

Droga Micro-organismos 
LB LLL 

GEN  S R 
AMI  R R 
PEN  S S 
OXA  R R 
ERI  S S 
TET  S S 
CLO  S S 
CIP  R R 

VAN  R R 
CLI  R S 
CAS  S S 
SUT  S R 

Resistência total: 5/12 2/12 
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Devido a importância da resistência a antimicrobianos e a transferência de genes de 

resistência para a saúde pública, é importante que sejam selecionadas cepas que 

apresentem resistência a um menor número possível de antimicrobianos. Sendo 

importante também o estudo de genes de resistência e possível transferência de genes 

a outras bactérias, para a seleção probióticos que apresentem maior segurança aos seus 

consumidores. 

 

5.2. Antagonismo spot on the law 
 

Os resultados do teste antagonismo spot on the law, no qual foram avaliados a ação de 

potenciais probióticos contra os patógenos Staphylococcus aureus, Salmonella 

Typhimurium, Listeria monocitogenes e Eschericia coli, além de Lactobacillus brevis 

isolado de QMA do Campo das Vertentes estão apresentados nas figuras (2,3,4 e 5). 
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Figura 2. Média dos halos de inibição (mm) e desvios-padrão do teste de antagonismo in vitro 
de BAL contra S. aureus 
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Legenda: LPM - Leuconostoc pseudomesenteroides; LM - Leuconostoc mesenteroide; LP – 
Lactiplantibacillus plantarum; LR - Lacticaseibacillus rhamnosus; LB - Levilactobacillus brevis. PP - 
Pediococcus pentosaceus; LL e LLL - Lactococcus lactis. Barras seguidas por * e ** indicam 
diferenças pelo teste de Kruskal-Wällis (p<0,05) e pós-teste de Dunn. 
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Figura 3. Média dos halos de inibição (mm) e desvios-padrão do teste de antagonismo in vitro 
de BAL contra Salmonella var. Typhimurium 
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Legenda: LPM - Leuconostoc pseudomesenteroides; LM - Leuconostoc mesenteroide; LP – 
Lactiplantibacillus plantarum; LR - Lacticaseibacillus rhamnosus; LB - Levilactobacillus brevis. PP - 
Pediococcus pentosaceus; LL e LLL - Lactococcus lactis. Barras seguidas por * e ** indicam 
diferenças pelo teste de Kruskal-Wällis (p<0,05) e pós-teste de Dunn. 
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Figura 4. Média dos halos de inibição (mm) e desvios-padrão do teste de antagonismo in vitro 
de BAL contra L. monocytogenes 
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Legenda: LPM - Leuconostoc pseudomesenteroides; LM - Leuconostoc mesenteroide; LP – 
Lactiplantibacillus plantarum; LR - Lacticaseibacillus rhamnosus; LB - Levilactobacillus brevis. PP - 
Pediococcus pentosaceus; LL e LLL - Lactococcus lactis. Barras seguidas por * e ** indicam 
diferenças pelo teste de Kruskal-Wällis (p<0,05) e pós-teste de Dunn. 
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Figura 5. Média dos halos de inibição (mm) e desvios-padrão do teste de antagonismo in vitro 
de BAL contra E. coli 
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Legenda: LPM - Leuconostoc pseudomesenteroides; LM - Leuconostoc mesenteroide; LP – 
Lactiplantibacillus plantarum; LR - Lacticaseibacillus rhamnosus; LB - Levilactobacillus brevis. PP - 
Pediococcus pentosaceus; LL e LLL - Lactococcus lactis. Barras seguidas por * e ** indicam 
diferenças pelo teste de Kruskal-Wällis (p<0,05) e pós-teste de Dunn. 

 

 

A partir dos resultados apresentados, foi possível observar que todas as amostras 

avaliadas foram capazes de produzir halos de inibição frente aos micro-organismos 

patogênicos. Apesar disso, em repetições de algumas amostras avaliadas não foi 

possível observar formação de halos de inibição frente ao patógeno Salmonella var. 

Typhimurium (quadro 5). Andrade et al. (2014), ao avaliarem o potencial efeito 

antagonista de algumas amostras de Lactobacillus spp. observou que apenas uma 

amostra (L. plantarum B17) foi capaz de inibir o patógeno Salmonella var. 

Typhimurium.  

Também foi possível observar que nenhuma bactéria avaliada produziu halos de 

inibição frente a BAL isolada de QMA do Campo das Vertentes. A não ocorrência de 

inibição observada frente à essa BAL possibilita sua utilização em associação com as 
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BAL avaliadas, podendo ser possível aumentar a sua ação inibitória contra outros 

micro-organismos (COSTA et al., 2013). 

 

Quadro 5. Média dos halos de inibição (mm) das BAL avaliadas frente ao patógeno 
Salmonella var. Typhimurium 

Salmonella Typhimurium (SAL) 
LPM LM LR LP LB PP LL LLL 
30,83 21,26 34,21 34,92 20,37 38,6 0 0 
25,35 15,26 42,72 25,02 29,13 24,31 27,61 33,12 
23,99 19,40 24,44 37,05 23,55 33,27 33,3 0 
40,6 0 47,74 41,78 31,84 37,12 0 0 
39,9 0 42,17 38,19 25,41 37,59 0 0 

38,53 0 42,66 41,87 35,11 33,27 0 0 
33,2 9,32 38,99 36,47 27,56 34,02 10,15 5,52 

Legenda: LPM - Leuconostoc pseudomesenteroides; LM - Leuconostoc mesenteroide; LP – 
Lactiplantibacillus plantarum; LR - Lacticaseibacillus rhamnosus; LB - Levilactobacillus brevis. PP - 
Pediococcus pentosaceus; LL e LLL - Lactococcus lactis. 

 

O teste de antagonismo spot on the law ou antagonismo indireto avalia a capacidade 

de micro-organismos potenciais probióticos (produtores) de inibirem outros micro-

organismos (reveladores) a partir da produção de substâncias inibitórias. Dentre essas 

substâncias estão os ácidos orgânicos, como o ácido lático (LEBEER et al., 2008). 

Além dos peptídeos antimicrobianos de baixo peso molecular, como as bacteriocinas, 

os quais possuem diferentes mecanismos de ação (MOKOENA, 2017). 

A partir do teste de Tukey com intervalo de confiança de 95%, foi possível avaliar que 

não houve diferença (p>0,05) entre as médias dos halos de inibição formados em 

relação aos micro-organismos reveladores (quadro 6). Pelo mesmo teste também foi 

possível observar que não houve variação (p>0,05) entre a capacidade inibitória das 

BAL testadas (quadro 7). Resultados semelhantes foram encontrados por Andrade et 

al. (2014). 
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Quadro 6. Média dos halos de inibição (mm), desvio-padrão e coeficiente de variação (%) do 
teste de antagonismo de amostras de BAL para cada bactéria reveladora 

Revelador Média (mm) Desvio-padrão Coeficiente de variação (%) 

STA 57,93a 6,66 11% 

SAL 24,40a 13,76 56% 

LT 51,69a 9,72 19% 

EC 57,84a 7,82 14% 

LB 0 0 0% 
Legenda: STA – Staphylococcus aureus; SAL – Salmonella Typhimurium; LT – Listeria 
monocitogenes; EC – Escherichia coli; LBT – Levilactobacillus brevis. 

 

 

Quadro 7. Média dos halos de inibição (mm), desvio-padrão e coeficiente de variação (%) do 
teste de antagonismo de amostras de BAL frente às bactérias reveladoras 

Amostras Média (mm) Desvio-padrão Coeficiente de variação (%) 

LPM 42,28b 26,36 62% 

LM 33,63b 26,74 80% 

LR 46,75b 28,54 61% 

LP 44,66b 27,43 61% 

LB 40,80b 26,59 65% 

PP 42,10b 25,93 62% 

LL 27,03b 21,28 79% 

LLL 29,73b 24,92 84% 
Legenda: LPM - Leuconostoc pseudomesenteroides; LM - Leuconostoc mesenteroide; LP – 
Lactiplantibacillus plantarum; LR - Lacticaseibacillus rhamnosus; LB - Levilactobacillus brevis. PP - 
Pediococcus pentosaceus; LL e LLL - Lactococcus lactis. 

 

Com isso, foi possível concluir que todas as BAL avaliadas foram capazes de produzir 

halos de inibição frente a micro-organismos patogênicos, sem diferença entre sua 

capacidade inibitória. Nenhuma bactéria produziu halos de inibição frente a BAL 

reveladora (Levilactobacillus brevis). 

É importante, em futuros estudos, avaliar quais substâncias inibitórias foram 

produzidas pelos potenciais probióticos avaliados, a partir de testes como a avaliação 

do perfil fermentativo das BAL (LIMA et al., 2009) e caracterização da natureza 

proteica das substancias antagonistas produzidas (LEWUS et al., 1991). 
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5.3. Sobrevivência ao suco gástrico artificial e sais biliares 
 

 Os resultados do quadro 8. demonstram o percentual de inibição das bactérias 

avaliadas frente as condições adversas do suco gástrico artificial e sais biliares. As 

amostras foram classificadas quanto a sua tolerância, segundo Acurcio et al. (2014). 

 

Quadro 8. Percentual de inibição e classificação quanto ao nível de tolerância ao ácido 
gástrico artificial (pH 2,0) e sais biliares (Oxgall 0,3%) de BAL isoladas de queijo artesanal da 
Serra Geral-MG 

Amostra 
Percentual de inibição 

Suco gástrico Sais biliares 
LPM 75,31% (MT) 11,0% (T) 
LR 85,51% (S) 67,3% (MT) 
LB 62,27% (MT) 3,7% (T) 
PP 75,0% (MT) 29,8% (T) 
LP 78,5% (MT) 6,08 % (T) 
LM 82,1% (S) 18,10% (T) 
LL 74,54% (MT) 13,4% (T) 

LLL 79,0% (MT) 3,8% (T) 
Legenda: LPM - Leuconostoc pseudomesenteroides; LM - Leuconostoc mesenteroide; LP – 
Lactiplantibacillus plantarum; LR - Lacticaseibacillus rhamnosus; LB - Levilactobacillus brevis. PP - 
Pediococcus pentosaceus; LL e LLL - Lactococcus lactis. Tolerantes (T) - percentual de inibição <40%; 
moderadamente tolerantes (MT) - percentual for entre 40 e 80%; sensíveis (S) - superior a 80%. 
 

Devido ao fato dos micro-organismos avaliados no presente trabalho terem sido 

isolados de ambientes de acidez predominante, pois a elaboração do queijo é feita 

normalmente em meio ácido, era esperado que essas bactérias fossem adaptadas à 

condição adversa de elevada acidez (RESEDE et al., 2011; COSTA et al., 2013). 

Apesar disso, nenhuma amostra avaliada foi tolerante ao suco gástrico artificial, sendo 

consideradas apenas sensíveis (2/8) ou moderadamente tolerantes (6/8). Esse resultado 

foi observado, possivelmente, devido ao grande desafio em que essas bactérias foram 

expostas de elevada acidez (pH 2,0) durante um tempo prolongado, a partir de um 

teste in vitro que não simula totalmente a realidade do trato gastrointestinal humano. 

Diferentes resultados foram encontrados por Costa et al. (2013) e Valente et al. (2019), 

que ao avaliarem a tolerância de BAL isoladas de QMA da Serra da Canastra e do 
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Campo das Vertentes, respectivamente, ao suco gástrico artificial (pH 2,0) avaliaram 

que todas as amostras testadas foram consideradas tolerantes.  

Amostra Percentual de inibição 
Suco gástrico 

LPM 75,31% (MT) 
LR 85,51% (S) 
LB 62,27% (MT) 
PP 75,0% (MT) 
LP 78,5% (MT) 
LM 82,1% (S) 
LL 74,54% (MT) 

LLL 79,0% (MT) 
 

Segundo a ANVISA (2018), para que um produto seja comercializado no Brasil com a 

denominação de probiótico, é necessário comprovar seu efeito benéfico, a partir de 

testes como a comprovação da sobrevivência da cepa avaliada frente as condições 

adversas do suco gástrico e sais biliares. Pois é fundamental que o micro-organismo 

avaliado chegue em quantidade suficiente em seu local de ação, para desempenhar 

suas funções benéficas ao organismo do consumidor.  

Apesar disso, os potenciais probióticos selecionados podem ser veiculados a um 

derivado lácteo. Pois os produtos alimentícios, como os lácteos, são capazes de 

contribuir para a sobrevivência de probióticos ao suco gástrico, principalmente devido 

a seu efeito tamponante e protetor (ROSS et al., 2005). Charteris et al. (1998b), 

observaram que algumas cepas da espécie Lactobacillus spp. foram capazes de 

sobreviver pela passagem pelo estômago humano, principalmente quando veiculadas 

com produtos lácteos ou alimentos à base de proteínas de leite. 

Outros recursos também podem ser utilizados, como a microencapsulação, a qual 

permite a sobrevivência de micro-organismos a situações adversas, como o meio ácido 

do estômago ou os sais biliares. Microencapsulação é um processo que imobiliza e 

protege micro-organismos graças a um material encapsulante. Esse método pode ser 

mecânico ou físico-químico. As partículas geradas possuem diâmetros de tamanho 

pequeno, podendo variar de nanômetros a poucos milímetros. Sua estrutura pode ser 
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mantida em condições adversas do meio, sendo que o conteúdo da cápsula deve ser 

liberado somente no sítio de ação adequado (BORGOGNA et al., 2010).  

A curva com a média da absorbância das três repetições das amostras 

Levilactobacillus brevis (LB) e Lactococcus lactis (LL) durante 24 horas frente a 

condição adversa do suco gástrico (pH 2,0) e controle (pH 7,0) foi apresenta na figura 

6 e 7. Em relação as duas bactérias, foi possível avaliar uma absorbância maior no 

grupo controle quando comparadas às bactérias tratadas com suco gástrico artificial, 

durante toda a análise, o que indica um crescimento maior das bactérias do grupo 

controle. 

 

Figura 6. Absorbância da amostra Levilactobacillus brevis (LB) frente ao suco gástrico 
artificial (pH 2,0) e controle (pH 7,0) 
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Figura 7. Absorbância da amostra Lactococcus lactis (LL) frente ao suco gástrico artificial 
(pH 2,0) e controle (pH 7,0) 
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 Em relação aos sais biliares 87,5% das amostras (7/8) foram consideradas tolerantes, 

apenas uma moderadamente tolerante e nenhuma sensível a essa condição adversa. 

Esses achados diferem dos resultados encontrados por outros pesquisadores, no qual 

grande parte dos potenciais probióticos avaliados se mostraram sensíveis ou 

moderadamente tolerantes aos sais biliares (COSTA et al., 2013; VALENTE et al., 

2019; SILVA, 2016). 

Amostra 
Percentual de 

inibição 
Sais biliares 

LPM 11,0% (T) 
LR 67,3% (MT) 
LB 3,7% (T) 
PP 29,8% (T) 
LP 6,08 % (T) 
LM 18,10% (T) 
LL 13,4% (T) 

LLL 3,8% (T) 
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A curva com a média da absorbância das três repetições das amostras 

Levilactobacillus brevis (LB) e Lactococcus lactis (LL) durante 24 horas frente à 

condição adversa dos sais biliares (Oxgall 0,3%) e controle (MRS puro) foi 

apresentada nas figuras 8 e 9. Em ambas as amostras é possível observar uma maior 

absorbância em bactérias do grupo tratado com sais biliares que no grupo controle 

durante maior parte da análise. Isso indica que essas bactérias obtiveram um melhor 

crescimento quando tratadas com sais biliares artificiais do que com MRS puro 

(controle), apesar dos sais biliares serem considerados uma condição adversa a esses 

micro-organismos. Possivelmente devido ao desenvolvimento de mecanismos de 

defesa como a desconjugação de sais biliares pela enzima hidrolase de sais biliares 

(BSH) (PERES et al., 2014). 

 

Figura 8. Absorbância da amostra Levilactobacillus brevis (LB) frente a sais biliares (Oxgall 
0,3%) e controle (MRS puro) 
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Figura 9. Absorbância da amostra Lactococcus lactis (LL) frente a sais biliares (Oxgall 0,3%) 
e controle (MRS puro) 
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Foi possível concluir que a amostra Levilactobacillus brevis (LB) apresentou menor 

percentual de inibição ao suco gástrico artificial (62,27% de inibição) quando 

comparado a demais amostras. Embora, nenhuma amostra foi considerada tolerante a 

essa condição adversa. Todas as amostras, exceto Lactobacillus rhamnosus (LR), 

apresentaram tolerância aos sais biliares. 

 

5.4. Produção de leite fermentado 
 

  Foram selecionas duas amostras que apresentaram melhores resultados nos testes de 

antibiograma, antagonismos e sobrevivência ao suco gástrico e sais biliares para a 

produção de leite fermentado. Com isso, foram selecionadas as amostras Lactococcus 

lactis (LL) e Levilactobacillus brevis (LB), as quais apresentaram, respectivamente, 

sensibilidade a maior classe de antimicrobianos testados; foram capazes de produzir 

halos de inibição contra micro-organismos patogênicos sem inibir micro-organismos 

desejáveis; além apresentarem tolerância aos sais biliares e moderada tolerância ao 

suco gástrico artificial (quadro 9).  
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Além disso, Lactococcus lactis é a principal espécie de BAL utilizada como cultura 

iniciadora de diversos alimentos, sendo comumente utilizada pelas indústrias para a 

fabricação de produtos lácteos fermentados, como os queijos. Essa cultura 

desempenha um papel fundamental em relação à qualidade desses produtos, sua vida 

de prateleira, preservação e atributos sensorial (GONZÁLEZ REVELLO et al., 2016). 

A espécie L. lactis foi a primeira a ter o genoma completamente sequenciado, sendo 

bactérias de fácil manipulação genética, além de não produzirem produtos metabólicos 

tóxicos e serem reconhecidas como GRAS (BOLOTIN et al, 2001; KIMOTO et al., 

2004). 
 

Quadro 9. Resumo dos resultados obtidos pelas amostras Lactococcus lactis (LL) e 
Levilactobacillus brevis (LB) nos testes de avaliação do potencial probiótico in vitro 

Amostra 
Testes  

Antibiograma Antagonismo Tolerância ao 
SG 

Tolerância 
aos SB 

LL 

Sensibilidade a 10 
antimicrobianos 

Produziu halo de inibição 
contra patógenos sem inibir a 

BAL desejável 

Moderadamente 
tolerante Tolerante 

LB 

Sensibilidade a 7 
antimicrobianos 

Produziu halo de inibição 
contra patógenos sem inibir a 

BAL desejável 

Moderadamente 
tolerante Tolerante 

 

Porém, após a prova de fermentação, durante 24 horas, apenas o leite fermentado com 

a amostra Lactococcus lactis (LL) e associação de Lactococcus lactis (LL) com 

Levilactobacillus brevis (LB) produziram coágulo firme. Com isso, foi selecionado 

apenas a amostra LL para as demais etapas, pois apesar de não apresentar os melhores 

resultados in vitro, em comparação ao LB, ela apresentou o melhor potencial 

tecnológico. 

 

5.4.1. Análises físico-químicas  
 

 Em relação as análises físico-químicas realizadas no leite fermentado com 

Lactococcus lactis (LL) com 1, 7 e 14 dias de estocagem, foi possível observar um 

aumento gradativo de sua acidez (figura 10) ao longo de seu período de estocagem. O 

aumento da acidez titulável ocorre devido à persistente atividade das bactérias lácticas, 

que conseguem, até certo ponto, manter suas atividades metabólicas fermentativas 
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(produção de ácido lático), mesmo quando expostas a temperaturas de 0 a 5°C 

(PEREIRA, 2002).  

Com o aumento da acidez, era esperado uma queda do pH do meio, apesar disso, foi 

possível observar um aumento gradativo do pH (figura 11). Pois, em contrapartida a 

essa produção de ácidos, é possível que tenha ocorrido a formação de compostos 

alcalinos, provavelmente em uma escala maior que a produção de ácidos, fazendo com 

que o pH tenha aumentado, ao em vez de reduzir. A hipótese mais provável é que 

tenha ocorrido proteólise nesse leite, a partir de enzimas presentes no próprio leite ou 

graças a BAL, as quais são capazes de realizar proteólise naturalmente durante seu 

processo de fermentação (EL-GHAISH et al., 2011). Essas enzimas clivam proteínas e 

geram compostos alcalinos. Um achado que fundamenta essa hipótese de proteólise é 

a redução do teor de proteínas (figura 12) que foi observado durante o período de 

estocagem do leite fermentado.  

Os autores Amani et al. (2017) relataram que culturas com alta atividade proteolítica 

possuem menor capacidade de acidificação do leite durante sua estocagem, o que pode 

resultar no aumento do pH e redução da acidez titulável do produto ao longo do 

período de armazenamento. Ahmed e Razig (2017) também citaram a influência da 

degradação de aminoácidos pela cultura fermentadora, e do processo de hidrólise de 

caseínas a peptídeos hidrofóbicos na diminuição da concentração de proteínas ao 

longo do período de estocagem de iogurte. 
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Figura 10. Acidez titulável dos leites fermentados por Lactococcus lactis (LL) em diferentes 
dias de estocagem a 7°C 
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Figura 11. pH dos leites fermentados por Lactococcus lactis (LL) em diferentes dias de 
estocagem a 7°C 
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Figura 12. Teor de proteína dos leites fermentados por Lactococcus lactis (LL) em 
diferentes dias de estocagem a 7°C 
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Foi observado um alto teor de umidade no leite fermentado, o qual variou entre 90,98 e 89,71 

durante seu armazenamento (figura 13). Diferentes resultados foram encontrados Mendes 

(2011), que ao avaliar as características físico-químicas de leites fermentados com L. 

fermentum, observou um teor de umidade que variou entre 81,84 a 83,19 durante seu período 

de estocagem. A legislação vigente (BRASIL, 2007) não estabelece padrões para as análises 

de teor de umidade de leite fermentado, com isso, não foi possível, comparar os resultados. 
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Figura 13. Teor de umidade dos leites fermentados por Lactococcus lactis (LL) em 
diferentes dias de estocagem a 7°C 
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Foi possível avaliar que, em relação à acidez, o leite fermentado se apresentou 

conforme a legislação vigente (quadro 10) e o teor de proteína se apresentou um pouco 

abaixo do mínimo preconizado (2,9g/100g) nos dias 1 e 14 de estocagem. Em relação 

ao teor de gordura, foi observado valores indetectáveis durante todo o tempo de 

armazenamento sob refrigeração, pois foi utilizado leite em pó desnatado para a 

elaboração do leite fermentado. Esse valor se encontra de acordo com os padrões 

estabelecidos na legislação brasileira (quadro 10). Resultados semelhantes foram 

encontrados por Viegas et al. (2010), que ao avaliarem as características físico-

químicas de leite em pó desnatado reconstituído fermentado com cultivos de 

Lactobacillus, observaram que todos os leites apresentaram valores indetectáveis de 

teor de gordura durante todo o tempo de estocagem sob refrigeração.  

Apesar de não existir um padrão estabelecido para pH de leites fermentados em 

legislações, os valores encontrados podem ser comparados com os determinados por 

estudos como o de Farias et al. (2012), no qual foram mensurados pH de leites 

fermentados comerciais brasileiros. Os valores encontrados pelos pesquisadores 

alternaram entre 3,61 e 4,11. Valores de pH dentro dessa faixa não foram encontrados 

em nenhum período de estocagem do presente trabalho, no qual o pH do leite 

fermentado variou de 4,72 a 4,93, possivelmente devido a produção de compostos 

alcalinos nesse leite. 
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Quadro 10.  Requisitos físico-químicos para leites fermentados segundo a IN nº 46 de 
2007 do MAPA  

Matéria gorda láctea (g/100g) 
Norma FIL 116ª:1987 

Acidez (g de ácido 
lático/100g) Norma 

FIL 150:1991 

Proteínas 
lácteas 

(g/100g) Com 
creme 

Integral Parcialmente 
desnatado 

Desnatado 

Mín. 
6,0 

3,0 a 3,9 0,6 a 2,9 Máx. 0,5 0,6 a 2,0 Mín. 2,9 

Fonte: BRASIL (2007) 

 

5.4.2. Análises microbiológicas em leite em pó e leite fermentado 
 

A pesquisa de patógenos no leite em pó reconstituído demonstrou a ausência 

coliformes totais e fecais (NMP/mL), Staphylococcus spp., Salmonella spp., bolores e 

leveduras, demonstrando que esse produto se apresenta livre de contaminantes. 

Foi observado uma contagem inicial de inócuos de 2x108 UFC/g de BAL (figura 14). 

Essa contagem se manteve viável e de acordo com a legislação vigente (quadro 11) 

durante todo período de estocagem do leite fermentado. 

 

Quadro 11.  Requisitos microbiológicos para leites fermentados segundo a IN nº 46 de 2007 
do MAPA  

Produto Contagem de bactérias 
lácticas totais (UFC/g) 
Norma FIL 117ª: 1988 

Contagem de leveduras 
específicas (UFC/g) 

Norma FIL 94 B: 1990 

Leite fermentado ou 
cultivado 

mín. 106 - 

Fonte: BRASIL (2007) 
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Figura 14. Contagem de BAL de leite fermentado com Lactococcus lactis (LL) 
em diferentes dias de estocagem a 7°C 
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A partir dos resultados encontrados foi possível avaliar que a amostra Lactococcus 

lactis (LL) demonstrou eficiente potencial tecnológico para fermentação de leite, 

sendo capaz de atingir os parâmetros físico-químicos e microbiológicos exigidos pela 

legislação vigente (BRASIL, 2007), exceto para proteína, a qual se apresentou um 

pouco abaixo do padrão mínimo aceitável em alguns dias de estocagem.  

Além disso, existe a possibilidade do uso dessa cepa como cultura fermento para 

fabricação de queijos, devido a sua eficiente produção de ácidos, eficiente 

antagonismo e possível ação de proteólise (característica desejável em queijos). 

 

6. Conclusão  
 

As amostras Lactobacillus brevis (LB) e Lactococcus lactis (LL) apresentaram 

melhores resultados nas avaliações in vitro de potencial probiótico, com base nos 

resultados obtidos nos testes de antibiograma, tolerância a sais biliares e antagonismo 

indireto, sendo então selecionadas para a produção de leite fermentado. 
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Foi observado, como resultado insatisfatório, um perfil de multirresistência por grande 

parte das amostras aos antimicrobianos avaliados, sendo necessário mais estudos sobre 

o perfil de sensibilidade a antimicrobianos e transferência de genes de resistência.  

Todas as bactérias avaliadas foram capazes de produzir halos de inibição frente aos 

patógenos avaliados, de grande importância de saúde pública, sem inibir a BAL 

isolada de QMA. 

Também foi observado que nenhuma amostra avaliada foi considerada tolerante ao 

suco gástrico artificial. Apesar disso, existem métodos como a veiculação dessas 

bactérias à produtos lácteos (capazes de gerar certa proteção a esses micro-

organismos) e a microencapsulação. Somado a isso, os testes in vitro não simulam 

totalmente a realidade do trato gastrointestinal humano, sendo necessário estudos in 

vivo, a fim de avaliar, de fato, a viabilidade dessas bactérias ao suco gástrico. Todas as 

amostras, exceto Lacticaseibacillus rhamnosus (LR), apresentaram tolerância aos sais 

biliares. 

Apenas a amostra L. lactis (LL) foi capaz de fermentar o leite em pó reconstituído. Ela 

atingiu os padrões microbiológicos e físico-químicos adequados, exceto para os teores 

de proteína, segundo a legislação vigente para leites fermentados. Demonstrando um 

bom potencial tecnológico. Além disso, essa cepa também pode ser utilizada como 

cultura fermento para elaboração de queijos, devido a sua eficiente produção de 

ácidos, eficiente antagonismo e possível ação de proteólise. 

A partir dos resultados apresentados, sugere-se que a amostra L. lactis (LL) seja o 

micro-organismo mais adequado a ser utilizado como probiótico e cultura para 

obtenção de leite fermentado e queijos. Sendo necessários mais estudos para a 

utilização da mesma. 
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