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1. Introducao

O consumo de queijos produzidos de forma
artesanal, a partir de leite cru, é muito
difundido no Brasil, sobretudo no estado de
Minas  Gerais, sendo representantes
principais os queijos Canastra, Serro e
Frescal, e na regidao Nordeste, o queijo de
coalho. Estes queijos representam um forte
icone social que, formalizados pelo habito
alimentar, compoem a identidade cultural
brasileira. Apesar de serem amplamente
consumidos no Brasil, esses queijos sdo,
frequentemente, responsabilizados  por
surtos de intoxicacdo alimentar, devido ao
risco de contaminagdo do alimento com
bactérias patogénicas possivelmente
presentes no leite ndo processado
termicamente. Um representante bastante
frequente  desse risco alimentar ¢
Staphylococcus aureus, cujo potencial de
producdo de enterotoxinas pode levar a

quadros de doenca grave, incluindo 6bitos

(Carmo, 2001; Ostyn et al., 2010).

Em que pese o alto consumo de queijos
artesanais com risco de contaminag¢des, O
numero de notificacdes de intoxicagdes por
Staphylococcus spp. estd aquém do
esperado em fun¢do da pouca comunicacdo
aos servicoes especificos de satide publica,
provavelmente, pelo habito de o brasileiro
nao buscar servico médico em casos de
quadros com sintomas moderados. Outra
possivel razdo para o baixo numero de
casos registrados de intoxicacao

estafilococica associada a ingestdo de

produtos derivados do leite ¢ a inibigdo de
produgdo de enterotoxinas por fatores
presentes no leite. Destes fatos, conclui-se
que o controle deste patdogeno ¢ uma das
formas efetivas de manutencdo da
qualidade e seguranca alimentar de queijos
artesanais  brasileiros. Uma  solugdo
pertinente para a redugdo do crescimento
desses patdogenos nos queijos artesanais e de
sua producdo de enterotoxinas seria o uso
de bactérias inibidoras de seu crescimento,
como as probidticas, por promoverem
efeitos benéficos no organismo do
consumidor. Essas bactérias, isoladas dos
proprios queijos artesanais, se inoculadas
em contagens adequadas, poderiam garantir
niveis de seguranca alimentar para queijos
produzidos com leite cru, viabilizando o
reconhecimento desse produto pelo 6rgdo
de inspecdo federal, sem descaracterizacdo

dos produtos.

O consumo de queijos artesanais,
produzidos a partir de leite cru, ¢ uma
realidade no Brasil; a seguranca alimentar
desses produtos, porém, ndo ¢ garantida
devido ao fato de grande parte deste
alimento ndo estar submetido & inspecao,
seja ela municipal, estadual ou federal. Para
que essa inspecdo seja vidvel, torna-se
importante 0 conhecimento do
comportamento da microbiota presente
nesses queijos; entdo passa a ser de
interesse a presenca de fatores atenuantes
do crescimento de bactérias patogénicas

bem como de sua producdo de toxinas. O

dominio sobre as relacdes microbianas do
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queijo artesanal possibilitaria a criagdo de
parametros adequados como base para
inspecdo, conferindo seguranga ao queijo
artesanal, o que incentivaria o consumo
desse alimento e fortaleceria os habitos e
tradigoes da regido de Minas Gerais, 0 que
movimenta valiosos recursos econémicos

no Pais.

Além do aspecto social, a utilizacdo de
cepas capazes de promover efeitos
benéficos a satde do consumidor, bem
como para a qualidade do alimento,
possibilitaria a elaboragdo de queijo
veiculando microrganismos probioticos,
produto de facil acesso ao mercado
consumidor.

Para que a elaboracdo de tais queijos seja
possivel, a viabilidade e os efeitos
desejaveis desses microrganismos devem
ser bastante conhecidos e dominados nos
alimentos, justificando a importancia dessa

pesquisa.

2. Revisiao de literatura

2.1. Queijos

2.1.1. Historico

Existe, atualmente, grande variedade de
queijos, produzidos desde as formas mais
artesanais- que sdo extremamente
valorizadas e apreciadas no Brasil e na
Europa- até escalas industriais. Apesar de

toda a tecnologia atualmente empregada no

processamento de queijos, sua origem

ocorreu, simultaneamente, em diversas
localidades e de formas diferentes. Seu
processo de elaboragdo artesanal foi
desenvolvido empiricamente, quando os
resultados de fermentagdo acidental foram
observados e, posteriormente, controlados e
modificados. Essa evolugdo simultinea, em
regides geograficamente distintas,
favoreceu o surgimento de diferentes tipos

de queijos, em regides distantes entre si

(Casson, 1969).

No Egito Antigo, a técnica da agricultura e
a construgdo de tumulos para os farads
passaram a requerer grande nimero de
pessoas para o trabalho. A propria
agricultura foi capaz de suprir de alimento
toda essa populagio em periodos
posteriores as enchentes, mas ndo na seca,
quando as margens do rio Nilo ndo
favoreciam o cultivo de grdos. Nessas
épocas, porém, em suas margens
extremamente férteis, brotavam graos
suficientes para alimentar alguns animais,
como ovinos e alguns bovinos. Seu leite
passou, entdo, a ser fonte de sobrevivéncia
dos povos do deserto durante as estagdes de
seca. Como era de se esperar, a alta
temperatura favoreceu o processo de
fermentacdo desse leite que, em funcdo de
raros recursos, era consumido sem prejuizo
a satide. Com o uso de técnicas de filtragem
em tecidos vegetais e papiro, o leite passou
a ser conservado por mais tempo na forma
de grumos filtrados, o que seriam os

preludios do queijo como ¢ conhecido hoje.



O uso desse leite coalhado no Egito foi

documentado (Casson, 1969).

Os registros mais antigos de produgdo de
queijo se encontram na regido do Mar
Mediterraneo, provavelmente pelo
favorecimento do clima ameno, varios anos
antes de Cristo. Ha também registros de
queijos encontrados em tumbas de farads,
feitos com leites de vaca, ovelha e cabra.
Em uma mesma época, os queijos foram
apreciados pelos gregos, egipcios ¢
romanos. E estes ultimos demonstraram
grande dominio da técnica, sendo o queijo
utilizado em banquetes e para alimentar os
tdo conhecidos exércitos romanos. Os
soldados e suas invasdes foram peca
importante na disseminagao do
conhecimento sobre a producdo de queijos
em suas colonizagdes ¢ dominio de terras e
povos. Essa disseminagdo tem como
comprovacdo o fato de em 58 A.C. ter sido
registrada a producdo do primeiro queijo
Emmental na regido dos Alpes, onde hoje
se situa a Suica. Como se ainda ndo fossem
suficientes o0s registros mencionados,
encontraram-se registros, entre 100 e 50
anos a.C., de importacdo de queijos da
Europa e Asia, regido que, por muito tempo
permaneceu com sua maneira propria de
produzir queijos sem modificagdes pela

cultura romana (Kosikowski, 1977).

2.1.2. Conceito

O conceito de queijo, segundo o
Regulamento da Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) (Brasil, 1997), em seu Titulo
VII, Capitulo IV, ¢ “produto fresco ou
maturado que se obtém por separagdo
parcial do soro do leite ou leite
reconstituido  (integral,  parcial  ou
totalmente desnatado) ou de soros lacteos
coagulados pela acdo fisica do coalho,
enzimas especificas de  Dbactérias
especificas, de acidos organicos, isolados
ou combinados, todos de qualidade apta
para uso alimentar, com ou sem agregacao
de substancias alimenticias e/ou especiarias
e/ou condimentos, aditivos especificamente

indicados, substincias aromatizantes e

matérias corantes.”

Ainda, segundo o RIISPOA (Brasil, 1997),
os queijos podem ser classificados segundo
sua maturagdo, como sendo fresco (o que
estd pronto para o consumo logo apos a sua
produgdo) e maturado (o que sofreu as
trocas bioquimicas e fisicas necessarias e
caracteristicas da variedade do queijo). A
denominagdo “queijo” s6 pode ser usada
para produto cuja base lactea ndo apresente
adicdo de gordura e / ou de proteina de

origem ndo lactea.”

O queijo ¢ um produto obtido a partir da
coagulacdo das proteinas do leite,
especialmente a caseina, e a gordura. O

residuo desse processo ¢ o soro do leite, que
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deve ser tratado antes de liberado ao
ambiente, devido ao seu alto poder
eutrofisante e poluente (Bylund, 1995).
Conforme  Food  and  Agricultural
Organization e World Health Organization
(FAO/WHO, 2006), de acordo com o

Codex Alimentarius, standard Stan A-6, os
queijos sdo classificados segundo sua
firmeza, como sendo moles, semi-duros,
duros e extra duros. Essas caracteristicas
sdo baseadas no teor de matéria gorda no
extrato seco ou ainda no grau de maturagao

do queijo, demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1. Denominagdo de queijos segundo teor de gordura na matéria seca ou no grau de

maturagao

<51 Extra — dura Maturado

49 — 56 Dura Maturado por fungos
54 - 69 Semi-mole Nao maturado ou fresco
>67 Mole Fresco em salmoura

Fonte: FAO/WHO - Codex Alimentarius, Stan A-6 (2006)

A legislacéo brasileira, Instru¢do Normativa
n° 146 (Brasil, 1996), adota outra

classificagdo para os queijos, que toma

como base os parametros matéria gorda e

umidade, apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Classificagdo de queijos segundo matéria gorda ou teor de umidade da massa

Extra gordo ou >60% Muito alta umidade >55%
duplo creme

Gordo 45 a 59,9% Alta umidade 46 a 54,9%
Semi-gordo 25 a44,9% Média umidade 36 a45,9%
Magro 10 a 24,9% Baixa umidade <35,9%
Desnatado <10%

Fonte: Brasil - Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos, Instrucao

Normativa n° 146 (1996)



Queijos maturados sdo aqueles submetidos
a um processo de estocagem por tempo
variado, segundo o tipo de queijo a ser
produzido, e temperatura adequada para que
ocorram as reagdes bioquimicas necessarias
para conferir o sabor, o odor e a textura

adequados (FAO/WHO, 2006).

Queijo fresco € aquele que esta pronto para
o consumo imediatamente apds a sua
fabricagdo, ndo havendo a necessidade de
sua estocagem em temperatura € tempo
controlados. Esses queijos t€m uma menor
vida util, devido ao maior teor de agua livre

em sua estrutura (Bylund, 1995).

Os queijos maturados por fungos sdo pouco
freqiientes no  Brasil, porém  sdo
extremamente comuns no mercado francés,
sendo o Camembert, o Brie € o Reblochon
exemplos classicos por apresentarem uma
crosta branca sobre sua casca, de sabor

caracteristico (Leite et al., 2008).

2.1.3. Mercado

O mercado internacional de lacteos do
Brasil mostra-se ativo, apesar de as
importagdes ainda serem maiores que as
exportagdes, caracterizando um déficit de
US$ 11,4 milhdes na balanga comercial
brasileira. Embora possa ser observado um
aparente  desequilibrio no  comércio
internacional de produtos lacteos do Brasil,
a taxa de exportacio vem crescendo
1.043,8% entre 1996 e 2006, atingindo, em
2008, 1,8% da produgdo total do pais. Em

consonancia com O aumento  nas
exportagdes, a taxa de importagdes caiu
71,5% em volume no mesmo periodo, fator
que demonstra tendéncia ao equilibrio da
balanga comercial brasileira. Dentre os
produtos comercializados, o soro de leite
compde o maior volume entre o0s
importados e, entre os exportados, os mais
expressivos sdo o leite condensado, o leite
em po integral e os queijos fundidos (Leite,

2008).

Os queijos fundidos do Brasil tém como
principais compradores os paises do
MERCOSUL e das Américas, ¢ 0s queijos
fabricados de forma tradicional tém como

principal destino a Europa (Leite, 2008).

O mercado internacional de queijos
movimentou, no mundo, US$ 45 bilhdes
entre 2004 e 2006, sendo destes, US$ 33
bilhdes relacionados a queijos ndo
caracterizados nos grupos fresco, ralados ou
em pd e mofados ou azuis, sendo entdo
Brie, Camembert, Edam, Provolone, Gouda
e Saint-Paulin. Este  mercado ¢
movimentado por 9,4% dos paises em
importagdes e, em porcentagem ainda
menor em exportagdes, o que mostra a
concentracdo do mercado internacional de
queijos. Essa  concentragdo  ocorre
principalmente na Europa, sendo esta
responsavel por 50% das importagdes de
queijos fundidos e 70% dos outros grupos
de queijos. O segundo maior polo do

mercado de queijos ¢ o dos Estados Unidos,

seguido por Canada e Japao. Mas, o mais

9



curioso € que os principais fornecedores dos
paises da Europa sao os proprios produtores
europeus, sendo este um mercado, ndo so
concentrado, como fechado entre os paises
de maior poder de compra. Isto caracteriza
0 queijo como um produto comercializado
em mercados refinados, responsavel por
grande movimenta¢do financeira (Leite,

2008).

Segundo dados apresentados pela Food and
Agricultural  Policy Research Institute
(FAPRI, 2008), o Brasil produziu, em 2007,
26.750 toneladas de leite fluido, sendo
destes, 14.582 toneladas para consumo
ligiiido e 11.645 para fabricacio de
produtos derivados. Destes, 580 toneladas
foram usadas na fabricag¢do de queijos, 505
toneladas na fabricagdo de leite em po
integral, 128 toneladas para leite em po
desnatado e 82 na produ¢do de manteiga. O
queijo se mostrou, entdo, o produto
derivado de maior importincia econdémica
interna, sendo toda a producdo de consumo
doméstico. As exportagdes e importagdes se
mostraram  equilibradas, porém com
pequena tendéncia ao aumento da
exportacao de queijos até 2017.

Nestes  dados  apresentados,  foram
contabilizados  apenas os  derivados
fabricados a partir de leite tratado
termicamente, ou pasteurizados,
descartando-se, por impossibilidade de
controle os produtos produzidos a partir de
leite cru. O desconhecimento dessa

producdo expde a falta de controle do

alimento produzido dessa forma, bem como
do potencial econdémico dos alimentos
artesanais. Sendo os produtos artesanais
produzidos nas propriedades onde o leite é
obtido, seu controle é dificultado. Ainda
assim, sabe-se que esse alimento faz parte
da dieta do brasileiro, sobretudo em regioes
rurais, abrangendo regides urbanas de
forma clandestina e ilegal, o que confere
alto risco sanitario do alimento por auséncia

de fiscalizacdo.

A entrada desses alimentos no mercado
brasileiro legal representa um ganho
econdmico para o pais; porém, para que
iSso ocorra, é necessario o conhecimento de
suas caracteristicas sanitarias bem como a
criacdo de padrdes para sua fiscalizagdo

adequada.

2.1.4. Producio

O processo de producdo de queijos consiste,
basicamente, das etapas de fermentagdo
acida bacteriana, coagulacdo quimica ou
enzimatica, corte da massa coagulada,
eliminacdo do soro, prensagem, salga e, em
alguns casos, maturagdo. Essas etapas
sofrem modificagdes de acordo com o tipo
de queijo a ser produzido, podendo haver
variagdes no pH a ser atingido na
fermentagdo inicial, na concentracdo de
coalho ou mesmo sua natureza, no tamanho
do grao apo6s corte do codgulo, presenga ou
nao de pré-prensagem, na presenga ou nao
de aquecimento da massa, no caso de

queijos de massa cozida, lavagem ou
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dessoragem, ou ainda podem haver varias
formas de salga, sendo por superficie ou
salmoura. Ao final da salga, pode haver
maturagdo ou ndo. E, ainda, em qualquer
das etapas do processamento, pode haver
introducdo de alguns agentes fingicos ou
bacterianos que agirdo durante a fabricacdo
ou em etapa posterior, na maturagio

(Bylund, 1995).

O inicio efetivo da producdo do queijo
ocorre no instante em que a cultura
iniciadora ¢ adicionada ao tanque, que
armazena o leite a 30°C. Ha dois tipos de
cultura. A mesofilica, cuja temperatura
otima é de 20 a 40°C; e a termofilica, cujo
crescimento se intensifica acima de 45°C.
Normalmente, o0s microrganismos mais
utilizados na producdo de queijos
pertencem a essas duas culturas; as
mesofilicas agem no inicio do processo,
liberando 4cido latico da fermentacdo da
lactose; e as termofilicas, apds o corte da
massa, quando ha aumento da temperatura
em massas cozidas, para producdo de gas
carbbnico (CO,) e formacao de olhaduras.
Usando-se um tipo puro ou os dois
combinados, as culturas t€ém como fungdo
principal a redu¢dao do pH para propiciar a
quebra da caseina e formacao do coagulo,
alélm de produ¢do de compostos

responsaveis pelo sabor (Bylund, 1995).

Caso o leite tenha sido pasteurizado, deve-
se adicionar cloreto de calcio (CaCl,), em
concentragdo maxima de 20g por 100Kg de

leite. O cloreto de calcio tem como fungao

aumentar a concentragdo de calcio livre
para ligar e unir micelas de caseina e formar
um coagulo firme. Porém, sua concentragdo
nio deve ultrapassar 30g por 100Kg de
leite, pois, pode haver formacao de coagulo
muito firme, com corte desfavorecido. Em
concentragdes acima de 40g por 100g, o
sabor do queijo pode ser afetado, ficando

amargo (Furtado, 1991).

O agente coagulante normalmente utilizado
¢ uma solucdo de enzimas digestivas
retiradas de abomaso de bezerros e
purificadas para concentragdo  entre
1:10.000 e 1:15.000. Usa-se uma
concentracdo maxima de 30ml dessa
solugdo em queijos firmes, podendo ser
menor em massas moles. Essa enzima, a
quimosina, tem como fungdo hidrolisar a
kapa-caseina entre os aminoacidos 105
(fenilalanina) e 106 (metionina) e libera-la
do calcio solivel para que se ligue ao
fosfato e forme uma rede entre alfa e beta-
caseinas, ligadas por fosfatos de célcio,
dando origem ao codgulo (Furtado, 1991).
O leite deve ser deixado em repouso no
tanque por, pelo menos, 10 minutos, sendo
necessarios de 30 a 45 minutos,
dependendo da variedade do queijo. Nesse
tempo, ha formagdo do coagulo

(Kosikowaki, 1977; Bylund, 1995).

Ap6s coagulacdo do leite, procede-se ao
corte da massa com as liras, de forma
manual ou mecanica, lentamente. Nesse
processo, o soro ¢ liberado. Em massas

cozidas, ha elevacdo da temperatura, sob
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agitagdo, para ativacdo das Dbactérias
termofilicas introduzidas com a cultura
iniciadora. Ha, entdo, separagdo do soro de
forma manual com retirada dos coagulos,
ou drenagem do soro ou mesmo drenagem
dos coagulos, com auxilio de vacuo, direto
para a prensa. Ocorre, entdo, a prensagem
da massa, podendo haver pré-prensagem,
normalmente em queijos de massa firme

(Kosikowski, 1977).

Apds o periodo de prensagem, que varia
entre as diversas variedades de queijo, o
produto fresco € retirado e exposto a salga,
que pode ser por salmoura, ou salga seca,
em que o sal fino é colocado sobre a
superficie do queijo ainda fresco. Os
queijos de massa mole e frescos estdo
prontos para a distribui¢do e o consumo, ¢
0S que necessitam maturagdo, serdo
armazenados sob temperatura  de
aproximadamente 12°C por tempo e
umidade especificos para cada tipo de
queijo. Testes de qualidade, como
percussdo, sdo feitos antes da liberagdo do

produto para o mercado.

2.1.5. Microbiota do queijo

A matriz alimentar no queijo € propicia
para o desenvolvimento de diversas
espécies bacterianas e fungicas devido aos
seus altos teores médios de proteina,de
gordura de 10 a mais de 60% no extrato
seco e, muitas vezes, sua alta umidade que
varia de 35,9 a 55%, assim como o leite

(Jay, 1996).

A microbiota presente nesse alimento pode
variar largamente segundo alguns aspectos,
como os teores de umidade, o tempo de
maturacdo, uso de cultura iniciadora,
origem do leite e cuidados durante o

processamento (Jay, 1996).

2.1.5.1. Microrganismos provenientes do

leite

No Brasil ha dois tipos de queijo bastante
consumidos: sdo eles o queijo artesanal,
produzido com leite cru, ¢ o queijo
industrial, produzido com leite

pasteurizado.

A microbiota do queijo artesanal reflete a
microbiota do leite cru, predominantemente
Gram negativo, podendo estar presentes
alguns exemplares dos géneros
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus,
Leuconostoc, e Lactobacillus. A presenga
ou auséncia de determinados géneros varia
com a presenca destes na glandula mamaria
da vaca ou no exterior do ubere,conforme a
qualidade da higienizacdo prévia a ordenha
(Jay, 1996).

Desses géneros, salientam-se, em
importancia, Streptococcus, Lactobacillus e
Lactococcus como sendo representantes do
grupo de bactérias produtoras de acido-
lactico. Este grupo ¢ amplamente utilizado
na industria produtora de queijo e de outros

produtos fermentados.
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Além destes, podem estar presentes o0s
géneros Proteus, Pseudomonas, Brucella,
Listeria e Staphylococcus, que podem estar
presentes no leite cru, saindo da glandula
mamaria. A caracteristica comum a esses
géneros € a possibilidade de causar doenca
no homem e, a maior parte deles, reflete o
estado sanitario da vaca. Um exemplar
encontrado com grande freqiiéncia no leite
cru no Brasil e, em conseqiiéncia, no queijo
artesanal, ¢é  Staphylococcus  aureus,
presente na glandula mamaria de vacas com
mastite subclinica, problema freqiiente em

rebanhos brasileiros.

A produgdo industrial de queijo utiliza, por
determinacdo do RIISPOA (Brasil, 1997),
leite tratado termicamente por meio da
pasteurizagdo que consiste na submissdo do
leite a temperatura de 72 a 75°C durante 15
a 20 segundos. O objetivo desse tratamento
térmico ¢ eliminar completamente os
microrganismos patogénicos e reduzir em
99,9% os microrganismos deteriorantes do
leite. Sendo assim, o queijo produzido com
leite pasteurizado reflete tdo somente a
qualidade da pasteurizagdo, bem como dos
microrganismos  adicionados ao leite
durante o beneficiamento. Entretanto, o
processamento térmico ndo € capaz de
eliminar espécies termoduricas como alguns
representantes dos géneros Streptococcus e
Lactobacillus e esporos de Bacillus, além
de Clostridium, se presentes (Jay, 1996). A
pasteurizagdo € também incapaz de eliminar

algumas toxinas termoestaveis como as

enterotoxinas produzidas por

Staphylococcus aureus (Carmo, 2001).

2.1.5.2. Microrganismos introduzidos

durante o processamento

A etapa inicial da produgdo de queijo € a
fermentagdo acida, efetuada pelo in6culo da
cultura de bactérias acidolaticas. As
espécies presentes no indculo variam de
acordo com o tipo de queijo a ser produzido
e devem ser, forcosamente, seguras para a
saide humana. Entre os géneros mais
comuns estdo presentes Streptococcus,
Lactococcus, Lactobacillus e alguns fungos
utilizados nas etapas posteriores de
maturagdo, como Penicillium candidum e
Penicillium roquefortii.
Outra forma de introdugao de
microrganismos ¢ a manipulag¢do do leite e
do queijo, associada a falhas nas praticas de
fabrica¢do, bem como praticas ineficientes
de  higienizagdo dos utensilios e
maquinarios. Dentre as espécies mais
frequentemente associadas a esse tipo de
introducdo estdo Bacillus cereus associado
aos equipamentos (Asa Eneroth et al. ,
2001.) e Staphylococcus aureus, associado
a manipulagcdo (Baird-Parker, 1990). Essa
contaminacao de microrganismos,
normalmente confere riscos a satde do
consumidor do produto final, devido a
dificuldade do controle dessa inser¢do ¢ o
desconhecimento das cepas introduzidas,

que podem ser patogénicas e sobreviverem
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as condigdes do processamento do

alimento.

Alguns dos microrganismos encontrados no
leite cru provenientes da glandula mamaria
de vacas sadias, ou adicionados durante o
processamento, vém sendo estudados em
busca de vantagens para o consumidor do
produto laticinio ou beneficios para o
proprio alimento. Microrganismos com essa

capacidade sdo denominados probidticos.

2.2. Probioticos

2.2.1. Historico

O primeiro relato sobre o uso de
microrganismos probioticos foi feito por
Metchnikoff, em 1908, pesquisador do
Instituto Pasteur, que postulou que os
microrganismos probidticos, no caso,
Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, produzia efeitos benéficos nos
hospedeiros, pois, ao se desenvolver no
Iimen intestinal de humanos, inibia o
crescimento de bactérias putrefativas ali
presentes. Essa capacidade reduziria a
producao de substancias toxicas, levando os
consumidores de iogurtes a viver por mais
tempo (Fuller, 2000).
Posteriormente, mostrou-se que
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
nao sobrevive no trato gastrintestinal de
humanos, nem coloniza o intestino. Porém,
o trabalho de Metchnikoff iluminou um

campo totalmente desprovido de pesquisas,

levando a descoberta posterior de que
outras espécies do género Lactobacillus
detinham o poder de sobreviver ao trato
gastrintestinal, crescer nestas condigdes,
conferindo  beneficios ao hospedeiro,
mesmo que, até agora, nenhuma espécie
tenha se mostrado apta a colonizar este
ambiente. Observou-se, porém, apds algum
tempo de pesquisas, que a cultura iniciadora
para iogurtes detinha o poder de dinamizar
a digestdo de lactose pela produgdo de
enzimas que permaneciam na luz intestinal,
mesmo apds a morte bacteriana (Gilliland e

Kim, 1984).

Hargrove e Alford (1980) mostraram que a
fermentagdo  por certos tipos de
microrganismos aumentava o  valor
nutritivo dos produtos lacteos,
possibilitando melhor digestibilidade pelos
humanos. Essa técnica conduz a pesquisas
focadas em sua acdo ndo no alimento, mas
no consumidor do produto, apoés sua
ingestdo. Passa-se, entdo, a buscar os

efeitos probidticos das diversas culturas

conhecidas e das ainda ndo descobertas.

Ao longo do tempo, um seleto grupo de
microrganismos, apresentados na Tabela 3,
vem sendo utilizado como culturas
iniciadoras nos processos de fermentacao,
tanto na fabricagdo de iogurtes como de
queijos. Além dessas espécies, outras
passaram a ser adicionadas durante os
processos de fabricagdo, com diferentes

fungoes (Kosikowski, 1977).
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Tabela 3. Microrganismos utilizados em produtos lacteos fermentados, derivados de leites

Microrganismo Funcio Produto
Propionibacterium sabor (acido propionico) e Queijo Emmental
freudenreichii subsp. olhaduras

shermanii

Lactobacillus delbrueckii sp.
bulgaricus

Lactobacillus lactis

Lactobacilllus helveticus

Lactobacillus acidophilus
Streptococcus thermophilus
lactis

Lactococcus subsp.

lactis biovar diacetylactis

Lactococcus lactis subsp.
lactis

Lactococcus lactis  subsp.
cremoris

Leuconostoc citrovorum
Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum
Enterococcus durans

Enterococcus faecium

acidificacdo e sabor

acidificacdo e sabor

acidificacdo e sabor

Acidificacdo

Acidificacao

acidificacdo e sabor

Acidificacao

Acidificacdo

sabor

sabor

acidifica¢do e sabor

acidificagao e sabor

logurte, Kefir e queijo
Emmental
logurte, Kefir e queijo
Emmental
logurte, Kefir e queijo
Emmental

Leitelho fermentado

queijos Emmental, Cheddar,
queijos italianos e iogurte
queijos, manteiga e culturas
iniciadoras

queijo cottage e culturas
iniciadoras

queijo cottage e culturas
iniciadoras

queijo cottage e culturas
iniciadoras

queijo cottage e culturas
iniciadoras

queijos

queijos

Fontes: Adaptado de IDF (1997); Mogensen (2002)
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2.2.2. Conceito

O termo “probidtico” foi definido
inicialmente como “organismos vivos que,
quando ingeridos, exercem efeito benéfico
no balango da microbiota intestinal do
hospedeiro” (Fuller, 1989). Esse conceito
foi, posteriormente, enriquecido para
“organismos vivos que, quando ingeridos
em quantidade adequada, exercem efeitos
benéficos para a saide do hospedeiro”

(FAO/WHO, 2002).

A partir desse conceito, surgiu o termo
“alimento funcional”, que ¢ considerado
qualquer alimento ou ingrediente alimentar
que possa exercer efeito benéfico no
organismo, além do nutricional,
promovendo ou mantendo a saide. Dentre
esses alimentos ou ingredientes, estdo os
microrganismos probidticos. Esse termo foi
introduzido inicialmente no Japdo, pelo
Ministério da Satude desse pais, Ministry of
Health, Labour and Welfare (MHLW,
1993) e, até entdo, era o unico pais detentor
de regulamento técnico para os alimentos
funcionais, conhecidos como alimentos
para uso especifico de saude ou Foods for

Specific Health Use (FOSHU).

2.2.3. Caracteristicas dos

microrganismos probidticos

As culturas de microrganismos probidticos
usadas em alimentos devem produzir
substincias de interesse, de acordo com o

efeito desejado. Os  microrganismos

probidticos, dependendo da natureza da
cultura, t€ém potencial de conferir diferentes
efeitos benéficos para a saide humana, se
ingeridos de forma regular, pois até entdo
ndo foi comprovada sua instalacdo
definitiva no lumen intestinal humano. Para
que seja viavel o uso  desses
microrganismos, eles devem resistir as
etapas do processamento industrial do
produto, ter velocidade de crescimento
adequada a produgdo do alimento e,
primordialmente, serem reconhecidamente
seguros para a satude humana, GRAS

Generaly Recognized As Safe (Reid, 1999).

Os microrganismos probidticos podem
conferir beneficios a saude de diversas
formas, como redugdo de niveis glicémicos,
de colesterol, aumento da resposta imune
contra invasores do intestino ¢ aumento da
capacidade digestiva de alguns elementos.
Para tanto, os produtos dessas bactérias
devem ser selecionados de acordo com o
objetivo especifico. Porém, para que essas
culturas possam ser usadas em alimentos,
esses produtos devem, também, conferir
sabor agraddvel ao alimento (Castilho,

2008).

As caracteristicas sensoriais dos produtos
das culturas utilizadas devem ser mantidas
por periodos compativeis com o viavel para
fabricacdo do alimento, sua estocagem,
distribui¢do e consumo. Além disso, a
capacidade de crescimento da cultura nas
condigdes do ambiente gastrico, como

tolerdncia ao acido; e intestinal, como
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tolerancia a bile ¢ a baixas concentracdes de
oxigénio, devem ser consideradas, uma vez
que a produgdo de substancias benéficas so
ocorre diante do crescimento bacteriano, ou

seu metabolismo (Gilliland, 2001).

Ainda segundo Gilliland (2001), os
microrganismos  probidticos ndo  se
desenvolvem em produtos lacteos da
mesma forma que outras culturas
tradicionalmente utilizadas, como
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus
ou Streptococcus thermophilus, usados na
fabricacao do iogurte, ou
Propionibacterium, Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides,
freqlientes em culturas iniciadoras de
queijos € em sua maturacdo. Tendo essa
afirmacdo em vista, deve ser adicionada
quantidade suficiente ¢ determinada do
microrganismo, no inicio do processamento
do produto, a fim de que se tenha contagem
adequada, na ordem de 10°UFC/g ou
superior, ao final da fabricacdo. Essa
contagem deve ser feita utilizando-se meios
de cultura seletivos para isolamento do

microrganismo do qual se espera efeito

benéfico.

2.2.4. Beneficios

2.2.4.1. Beneficios para o hospedeiro

Os microrganismos probidticos mostram
alto potencial para gerar inumeros

beneficios para humanos. O poder de

inibicdo de crescimento de bactérias

indesejaveis, freqiientemente presentes no
trato intestinal humano, foi observado em
pesquisa com Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus casei (Cunha et al. , 2008).
Essas  espécies  apresentaram  efeito
antagonista, inibindo o crescimento, in
vitro, de Salmonella entérica sorovar
Typhimurium, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Em estudo semelhante,
Lactobacillus fermentum e Lactobacillus
rhamnosus foram testados, além das
espécies anteriores, frente aos mesmos
microrganismos patogénicos, apresentando
inibicdo de crescimento de todas as
espécies, incluindo Staphylococcus cohnii e
Staphylococcus intermedius (Guedes Neto,
2004).

Controle de infecgoes intestinais
Observou-se  reducdo  de  diarréias
associadas a antibioticos em criangas de
seis a 36 meses de idade que ingeriram
continuamente férmulas comerciais com
Bifidobacterium lactis e Streptococcus
thermophilus (Correa et al. 2005).
Observou-se também a reducdo da
incidéncia de diarréia de viajantes em grupo
que havia ingerido, de forma preventiva
capsulas com Streptococcus termophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium bifidum (Black, 1989). A
inibigdo de crescimento de bactérias
indesejaveis ocorre, ndo somente por
producao de acidos graxos de cadeia curta

(Silva et al. 1987 apud Gilliland, 2001),
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mas, também, por acdo de substincias
semelhantes a antimicrobianos. Essas
substancias  foram  denominadas  de
bacteriocinas que, segundo Tagg et al. em
1976 apud Gilliland, 2001, sdo proteinas
bacterianas ativas contra microorganismos

diretamente relacionados a elas.

Imunidade frente a infec¢oes intestinais

O aumento da imunidade contra infecg¢des
intestinais, associado a ingestdo de amostras
do género Lactobacillus, foi registrado por
Lessard e Brisson (1987), Sato et al.(1988)
e Perdigon et al. (1990). O microrganismo
mais citado foi Lactobacillus casei e
Romond (1997) registrou esse aumento na
imunidade contra E. coli, in vivo, apo6s
ingestdo de Bifidobacterium longum. O uso
desse mesmo microrganismo em criangas se
mostrou promissor na prevencdo de
infecgdes intestinais por Candida albicans
(Gibson, 1997).

A imunomodulagdo  promovida  por
Bifidobacterium spp. ocorre por produgdo
de compostos como lipopolissacarideos
endotdxicos, peptideoglicanos e 4acidos
lipoteicoicos. Esses acidos estimulam a
producdo de interleucinas e tém alta
afinidade por antigenos, impedindo que
estes se alojem no tecido do hospedeiro,
causando reagdo inflamatéria (Standiford,

1994)

Reducdo da intolerdncia a lactose

A intolerancia a lactose ¢ causada pela
producdo restrita de [-galactosidase,
enzima que digere a lactose, pelo processo
da fermentagdo, em humanos. Esses
individuos, momentos apds ingestdo de
produtos  lacteos ndo  fermentados,
apresentam lactose ndo digerida em grandes
quantidades no intestino. Essa condi¢ao
leva, por gradiente de osmolaridade, a
diarréia e a flatuléncia. O desconforto
dessas pessoas pode ser reduzido com o uso
de microrganismos presentes em culturas
iniciadoras de iogurtes, que possuem a [3-
galactosidase no interior da célula
bacteriana. Essa condic@o protege a enzima
até sua chegada ao intestino, pois esta ndo ¢
resistente as enzimas digestivas do
estomago (Gilliland e Kim, 1984). Ao
chegar ao intestino delgado, a célula
bacteriana sofre ag¢do da bile, o que a torna
permeavel a lactose presente no meio para
sua hidrélise (Noh e Gilliland, 1993). Essa
¢ a razdo de a cultura iniciadora de iogurte,
apesar de ndo resistente a bile e de sua
incapacidade de crescer no intestino, ser

também chamada de cultura probidtica.
Inibig¢do de formagoes carcinogénicas
Alguns microrganismos probidticos
também apresentam indicios de serem uteis
na prevencao de formagdes carcinogénicas
ou mutagénicas, segundo Oda ef al. (1983).

Apesar de o mecanismo de inibicdo das

mutagdes celulares ndo estar ainda
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elucidado, Reddy et al.(1993) observaram
reducdo de 100% na incidéncia de
carcinogénese induzida pela adi¢do de 2-
amino-3-metilimidazol[4,5-f]quinolina,

agente resultante de fritura de carnes e
peixes, na dicta de ratos que recebiam
Bifidobacterium longum, também pela
dieta. Em seu estudo, sugeriu-se que a acao
do microrganismo deve ocorrer na luz do
intestino, onde deve se ligar a substancia de
conhecido poder mutagénico, impedindo
que ela atue no tecido do hospedeiro. Outra
hipétese é a de metabolizagdo hepatica e
liberacdo de metabodlitos pela bile. Esses
metabolitos podem entdo ser hidrolizados
por enzimas bacterianas ou ainda aderidos
as membranas celulares bacterianas e

eliminados nas fezes (Zhang et al., 1991).

Controle de hipercolesterolemia

Outra grande capacidade demonstrada pelos
microrganismos probioticos ¢ a de reduzir o
nivel de colesterol (LDL) no plasma
sangliineo (Mann e Spoerry, 1974 apud
Gilliland, 2001). Nesse estudo, o
microrganismo associado a esse beneficio &
o Lactobacillus acidophilus. Com o intuito
de esclarecer o mecanismo pelo qual o
microrganismo reduz os niveis de colesterol
plasmatico, Gilliland et al. (1985) e Gopal
et al (1996) demonstraram que as
moléculas de colesterol sdo absorvidas pelo
Lactobacillus acidophilus, que as usam
para seu crescimento in vitro. Isso sugere
que essa absor¢do pelas bactérias possa

ocorrer antes que as moléculas de colesterol

possam ser absorvidas pela parede intestinal
e alcangar a circulacdo sanguinea. Outras
espécies foram estudadas, apresentando
potencial similar ao do Lactobacillus
acidophilus, como o Lactobacillus casei,
estudado por Brashears et al. (1998),
Bifidobacterium longum, estudado por
Gopal et al. (1996) e Bifidobacterium
bifidum, por Rajpal e Kansal (2009).

2.2.4.2. Seguranca alimentar

Os beneficios do uso de microrganismos
probidticos, até entdo citados, dizem
respeito ao beneficio direto ao hospedeiro,
ou consumidor do alimento. H4, porém, as
vantagens indiretas do seu uso, como a
melhoria das caracteristicas organolépticas
e de seguranga microbioldgica do alimento
no qual foi adicionada cultura de conhecido
poder probiotico. Esses efeitos, entretanto,
variam de acordo com a matriz do alimento
estudado e da microbiota originalmente

encontrada no alimento.

Apesar de os microrganismos probidticos
virem sendo avaliados em leites
fermentados, Fuller (1989) salientou o
potencial de seu uso em varios tipos de
alimento, ndo mais apenas em leites
fermentados. O autor sugeriu entdo varios
outros produtos derivados lacteos como
queijos, sorvetes e alimentos para criancas
como possiveis carreadores de
microrganismos probiodticos. Seguindo essa
linha de pesquisa, o queijo passou a ser

estudado com esse intuito.
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Existem algumas culturas, atualmente
utilizadas na fabricacdo de queijos, que

apresentam propriedades probidticas, como

Enterococcus durans, Enterococcus
faecium, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus salivarius,
Propionibacterium arabinosum e

Staphylococcus  sciuri  (IDF, 1997). A
mesma fonte apresenta, ainda, varias outras
espécies de bactérias acidolaticas ou nio,
que apresentam efeitos benéficos, sendo
denominadas como probidticas, que tém
seus efeitos e comportamentos estudados
em queijos, tanto no processo de fabricacéo,

como na estocagem e maturagao.

Queijos elaborados utilizando-se algumas

espécies consideradas probioticas
apresentaram boas carateristicas sensoriais
além de melhor qualidade sanitaria. Em
diversos ensaios mostrados a seguir
observa-se o controle do crescimento de
microrganismos indesejados nos queijos,
quando da presenca de microrganismos

probioticos.

No trabalho de Nayra et al. (2002),
microrganismos considerados probidticos
pela IDF (1997), como Lactobacillus
reuteri,  Lactobacillus  rhamnosus e
Bifidobacterium bifidum foram testados em
queijo mole, por um periodo de maturagdo
de quatro meses, sob refrigeracao entre 5 e
7°C. Em seu estudo, os autores observaram
um aumento na contagem de bactéria
acidolaticas nos dois primeiros meses e

posterior decréscimo, e Lactobacillus

acidophilus e Bifidobacterium  bifidum
aumentaram sua contagem no primeiro més
e decresceram nos seguintes. Dos
microrganismos  testados, o0s  autores
registraram, apos dois meses, contagem
adequada, de todos, para promoverem
efeitos benéficos, havendo potencial para
acdo probidtica no produto final com
maturagdo de até dois meses.
Comportamento semelhante foi observado
por Vinderola et al. (2000), quando a
contagem de Bifidobacterium bifidum,
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
casei foi satisfatoria para funcionar como

probidtico no queijo fresco argentino.

Além das capacidades probidticas dos
microrganismos estudados, Ross et al
(2000) enfatizaram a importancia dessa
tecnologia para o controle da microbiota em
queijos, sendo o uso de microrganismos
probidticos um aliado, ndo apenas da saude
humana, mas do controle da qualidade do
produto final, em termos sanitarios e
sensoriais. Segundo Abd Alla (2008), a
presenca de Lactobacillus casei ¢
Lactobacillus reuteri previne e reduz o
crescimento de fungos e a produgdo de
aflatoxinas, bem como do nimero de
coliformes. Esse autor afirma, ainda, que a
contagem dos microrganismos probidticos
utilizados nos queijos foi de 1,6x10” ao
final do periodo de maturagdo de 90 dias,
sendo essa contagem satisfatoria para que
0s microrganismos exercam seus efeitos
benéficos no consumidor até o periodo

analisado. Dabiza (2008) compara queijos
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elaborados com Lactobacillus acidophillus
e com o grupo controle, fabricado com
Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus. Como resultado, o estudo
apresentou caracteristicas sensoriais
equiparadas apds 28 dias de maturacdo dos
dois grupos e melhor qualidade
microbiolégica do grupo fabricado com o
microrganismo probiotico. Observa-se boa
qualidade sensorial de queijos elaborados
com microrganismos probidticos, apos
variados periodos de maturagdo (Cichoski
et al., 2008; Souza et al., 2008).
Lactobacillus gasseri mostrou
comportamento semelhante aos outros
microrganismos  probidticos  estudados,
sendo viavel em contagem acima de 10°
UFC/g de queijo (Zehntner, 2008). Esse
microrganismo ainda controla 0
crescimento de coliformes, Staphylococcus
e fungos e exerce efeitos benéficos em
individuos intolerantes a lactose (Dabiza,
2007). Os queijos com adicdo desse
microrganismo, juntamente com
Lactobacillus reuteri e Lactobacillus casei,
apresentaram  propriedades  sensoriais
agradaveis, equivalentes aos produtos
controle, apresentando algumas amostras
com caracteristicas sensoriais ainda mais
desejaveis (Dabiza, 2006). Tais
caracteristicas  sensoriais dos  queijos
produzidos com Lactobacillus gasseri
devem-se ao fato de esse microrganismo
inibir o cresciemnto de Clostridium

tyrobutyricum, reduzindo os riscos de

formacdo de compostos de sabor

desagradavel no queijo (Matjasic et al.,
2007). Atividade antifungica foi observada
em queijos Edam produzidos com
Lactobacillus paracasei (Tuma et al.,
2008). Outro efeito observado foi a
capacidade antioxidativa apresentada por
Lactobacillus  fermentum, quando em
queijos com diferentes niveis de gordura

(Jarvenpd, 2007).

2.2.5. Riscos do uso de microrganismos

probidticos

Os beneficios para a saude, que se esperam
obter pelo uso de microrganismos
probidticos, sé ocorrerdo se estes forem
reconhecidos como seguros para a saude
humana (GRAS). Porém, alguns géneros
considerados pela IDF (1997) como
probiodticos merecem atencao pelo risco de
seu uso. Nem todas as espécies do género
Enterococcus ou Staphylococcus podem ser
classificadas como seguras, ou GRAS,
sendo, em muitos casos, de alta

patogenicidade.

Amostras do género Enterococcus foram
reconhecidas  como  causadoras  de
endocardite, bacteremia, infecgdes nervosas
e sistémicas, infecgdes neonatais,
respiratorias e urindrias, se bem que em
pacientes de conhecida susceptibilidade
imunologica (Moellering, 1992). Além de
fatores de viruléncia, Enterococcus faecium
e Enterococcus faecalis albergam genes de
resisténcia a antibidticos e, segundo Franz

(1999), a resisténcia a vancomicina ¢€
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crescente. O fato de essas espécies
causarem infeccdes ndo trataveis, segundo
Vankerckhoven et al. (2008), as inabilita
para uso como probidticos, além de a
disseminagdo de genes de resisténcia por
expansdo clonal e transmissdo horizontal
desencorajarem o uso de quaisquer outras

espécies do género.

Apesar de as bactérias do grupo do acido
lactico n3o terem sido relatadas como
causadoras de infeccdes em humanos, seu
uso deve ser limitado para pessoas com

qualquer deficiéncia imunologica.

As Dbactérias acidolaticas, apesar de
deverem ser utilizadas com cautela até
dominio de seu wuso, ndo apresentam
potencial patogénico, sendo seu uso seguro
em pessoas sadias. Outra grande vantagem
desse grupo ¢ sua grande importancia para a
industria de alimentos, seja por vantagens
industriais, seja por sua capacidade de
conferir  efeitos  benéficos para o
consumidor ou ainda por melhorar a

qualidade sanitaria do alimento.

2.3. Bactérias acidolaticas

Bactérias acidolaticas sdo um grupo de
cocos, bastonetes e cocobacilos Gram
positivo composto por 11 géneros que sao
Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera,
Leuconostoc, QOenococcus, Pediococcus,

Streptococcus, Vagococcus e Weissella

(Jay, 1996). Esses géneros apresentam em

comum uma baixa propor¢do C:G na
estrutura de seu material genético, alta
tolerdncia ao baixo pH, ainda porque tém
como principal produto de seu metabolismo
o acido lactico, proveniente da via
metabolica estritamente fermentativa. Além
disso, ndo formam  esporos, sdo
aerotolerantes, porém nao aerobios. Ha
outros géneros que satisfazem as mesmas
caracteristicas citadas; porém, n3o sdo
relevantes na industria de alimentos, sendo
estes 11 géneros ja enumerados os
principais  representantes das culturas
lacticas utilizadas como iniciadoras do
processo fermentativo em derivados do leite

e da carne, sobretudo (Broadben, 1996).

2.3.1. Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus ¢ uma espécie do
grupo das bactérias acidolaticas, que se
caracteriza como bastonetes curtos Gram
positivo e de alta capacidade de
acidificacdo do meio por agdo de seu
metabolismo de fermentacdo de
carboidratos e produgdo de acido lactico.
Sao incapazes de formar esporos e sdo
anaerébios facultativos, podendo ser mais
sensiveis ao oxigénio, exigindo menor
tensdo deste para melhorar seu crescimento,
que tem maior taxa entre 30 e 40°C
(Garrity, 2005).

Seu uso industrial ¢ restrito a produgdo de
alimentos, porém sua presenca em
derivados de leite é observada, sobretudo,
em queijos artesanais, ou produzidos com

leite sem tratamento térmico (Sena, 2001;
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Guedes Neto, 2004). Sua presenga foi
também descrita em trato gastrointestinal e
microbiota vaginal de mamiferos. Esta
espécie € considerada GRAS e apresenta
potencial probiotico, segundo IDF (1997),
inclusive com demonstrada atividade de
prevencao contra HIN1 em ratos (Harata et

al. 2010).

2.3.2. Lactococcus lactis

Lactococcus lactis € uma bactéria acido-
lactica que se apresenta na forma de cocos
Gram positivo em fileiras ou em duplas,
frequentemente utilizado na producdo
industrial e artesanal de derivados lacteos.

Sdo  microrganismos  ndao  movelis,
anaerdbios facultativos e catalase positivo,
que atinge maior taxa de crescimento em
temperaturas proximas de 30°C, podendo
crescer a 10°C. Seu metabolismo
fermentativo produz acido lactico, porém
nao forma gés, o que faz dessa espécie um
auxiliador  em

potencial

industriais (Holt et al., 1993).

Processos

Seu uso industrial ¢ consolidado na forma
de culturas liofilizadas para producdo de
leites fermentados, manteiga e queijos, com
o intuito, sobretudo, de acidificagdo do
meio através da producdo de acido lactico.

Este microrganismo é também encontrado
em leite fresco, além de derivados lacteos
produzidos a partir de leite sem tratamento

térmico prévio.

Apesar de a presenga desse microrganismo
estar intimamente ligada aos derivados do
leite, sua utilizagao ultrapassa tais barreiras,
sendo associado a modulagdo imunologica
(Marinho et al., 2010; Zhang et all., 2010) e
a tecnologia de alimentos funcionais

(Mercade et al., 2000).

2.4. Staphylococcus spp.

As bactérias do género Staphylococcus,
pertencentes a familia Micrococaceae,
compdem um numeroso grupo de 27
espécies e sete subespécies (Baird-Parker,
1974). Suas caracteristicas genéticas,
fisiologicas e bioquimicas sdo diversas e,
morfologicamente, Staphylococcus spp. sdo
caracterizados como cocos Gram positivos
imoéveis, ndo esporulados, que se agrupam
em cachos. Essa formagdo, semelhante a
cachos de uva, foi responsavel por nomear
esse género, sendo staphyle, cachos de uva
em grego, € coccus, graos (Baird-Parker,
1990). Bioquimicamente, cada espécie se
comporta de maneira diferente, podendo ser
positiva ou negativa para as provas de
coagulase, catalase e termonuclease. Sdo
anaerobios facultativos, medindo cerca de
0,5 a 1 um de diametro (Baird-Parker,
1974).

Esses microrganismos sdo habitantes
naturais de pele e mucosa de mamiferos,
maos, leito subungueal, fossas nasais e
garganta de humanos saudaveis. Estio
ainda, frequentemente envolvidos em

inflamagdes intramamarias de fémeas em
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lactacdo, sendo o principal agente causador
da mastite em bovinos (Nader Filho, 2007).

2.4.1. Staphylococcus aureus

Sendo a mastite uma enfermidade frequente
no rebanho brasileiro, e Staphylococcus
spp. um microrganismo frequentemente
envolvido, compreende-se que boa parte do
leite cru produzido no pais apresenta certos
niveis de contaminagdo, principalmente de
Staphylococcus ~ aureus,  apesar  de
Staphylococcus intermedius também estar
presente em produtos derivados de leite

(Sena, 2000; Nader Filho, 2007).

Os queijos produzidos com leite cru sdo
facilmente atingidos por contaminagdes
com Staphylococcus spp. em virtude de ndo
passarem por processamento térmico. As
contamina¢des podem atingir contagens
altas, como registrada por Guedes Neto
(2004) em queijo de coalho, com 10°
UFC/g de Staphylococcus aureus produtor
de enterotoxinas, principalmente SEB.

2.4.2. Enterotoxinas estafilocécicas

As enterotoxinas produzidas por
Staphylococcus ~ spp. sdo  proteinas
globulares de cadeia simples, soluveis em
dgua e termoestaveis, resistindo a
tratamentos térmicos com temperaturas
superiores a 100°C (Carmo, 2001), como a
utilizada na pasteurizagdo do leite. As
enterotoxinas sdo resistentes também a
enzimas  proteoliticas como tripsina,

pepsina, quimosina e papaina, mantendo-a

ativa apds passagem pelo aparelho
digestivo e também apds passagem pelo

processamento de fabricagdo do queijo.

Ha diferentes tipos de enterotoxinas, tendo
sido identificados 16. Desses, os nomeados
SEA, SEB, SEC,, SEC,, SEC; SED, SEE,
SEG, SEH, SEI e SEJ foram identificados
por reagdes imunologicas, possibilitando
sua deteccdo. Os outros tipos foram
detectados por seqiienciamento de genes
capazes de transcrevé-los, mas ainda ndo
foram  purificados, inviabilizando a

deteccdo imunolodgica (Carmo, 2002).

2.4.2.1. Enterotoxinas mais frequentes

em alimentos

As analises de alimentos e a deteccdo de
toxinas apontam a toxina SEA como a mais
frequentemente encontrada associada a
surtos de intoxica¢do alimentar no mundo

(Sena, 2000; Carmo, 2002).

2.4.2.2. Enterotoxinas mais freqiientes

em queijos artesanais

Queijos  artesanais  brasileiros  foram
analisados e, em Minas Gerais € em
Pernambuco, a toxina encontrada em maior
frequéncia foi SEB, seguida por SEA, ainda
que diversas outras tenham sido
encontradas em menor freqiiéncia e em
menor quantidade (Sena, 2000; Carmo

2002).
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2.4.3. Intoxicacdes alimentares

Ha relato de intoxicacdo alimentar
associada a presenca de Staphylococcus
spp. desde 1884, quando um grande surto
de toxinfec¢do alimentar foi documentado
por Vaughan, envolvendo queijo, em
Michigan, Estados Unidos (Baird-Parker,
1990). O microrganismo foi isolado com
sucesso, pela primeira vez por Rosembach,

em 1884 (Baird-Parker, 1990).

O fator de maior importdncia nas
toxinfeccoes  sdo  as  enterotoxinas
produzidas por estes microrganismos,
capazes de provocar quadro de infecgdes
graves, em que o individuo desenvolve os
sintomas entre 15 minutos e seis horas apos
a ingestdo do alimento (Carmo, 2001). Os
sintomas mais comumente apresentados sdo
nausea, dor de cabega, enjoo, colica
abdominal, vOmito, diarreia, prostragao,
hipotensdo sanguinea e, em casos extremos,
obito (Carmo, 2001).
3. Hipoteses

= Lactobacillus rhamnosus e
Lactococcus lactis seriam viaveis
em queijos frescos até 14 dias apos
producao, em contagens suficientes
para promover efeitos benéficos na
luz intestinal do consumidor do
produto.
rhamnosus e

= Lactobacillus

Lactococcus lactis, em contagens

107 e 10° UFC/g, respectivamente,
teriam atividade antagonista frente
a  Staphylococcus aureus em
contagem de 10°, reduzindo sua
viabilidade em queijos frescos. ¢

sua producdo de enterotoxinas.

= Lactobacillus rhamnosus e
Lactococcus lactis, em contagens
de 100 e 10° UFC/g,
respectivamente, seriam capazes de
reduzir a produgdo de enterotoxina

por Staphylococcus aureus, em

queijos frescos.

4. Objetivos
= Avaliar a viabilidade de
Lactobacillus  rhamnosus e de
Lactococcus lactis em queijos

frescos produzidos com adig¢do

dessas culturas.

= FEstudar as atividades antagonistas
de Lactobacillus rhamnosus e de
Lactococcus  lactis  frente a
Staphylococcus aureus, em queijos
frescos.

= Verificar a possivel inibi¢do de
producao de enterotoxinas

estafilococicas em queijos frescos

produzidos com adi¢do de culturas

de  Lactobacillus rhamnosus,
Lactococcus lactis e
Staphylococcus aureus, em
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contagens semelhantes aquelas

encontradas em queijo de coalho.

5. Material e métodos

5.1. Delineamento experimental

Foram elaborados 30 queijos frescos de
200g a partir de cinco lotes distintos de leite
em po6 desnatado Molico reconstituido a
10%. Para inoculagdo no leite, duas culturas
de bactérias acidolaticas, Lactobacillus
rhamnosus € Lactococcus lactis, bem como
Staphylococcus aureus, foram combinados
de cinco formas diferentes, compondo
queijos distintos. Além dessas
combinagdes, foi elaborado um queijo
controle em que ndao houve adicdo de
qualquer inoculo. Os queijos elaborados
foram armazenados sob refrigeracdo, em
temperaturas entre 4 ¢ 8°C, ¢ analisados no
1°, no 4°, no 7 ¢ no 15° dia pos produgdo.
Portanto, esse experimento foi realizado em

um fatorial de 5x6x4.

A atividade antagonista das bactérias
acidolaticas frente a Staphylococcus aureus
foi determinada por um delineamento em
blocos, representados pelos diferentes lotes
de leite, com parcela subdividida.
Representando as parcelas estavam os seis
tipos de queijo e a subdivisio foi
representada pelos diferentes tempos de

analise.

5.2. Anailises do leite em pé

5.2.1. Teste de inibidores de crescimento

microbiano

Cada lote de leite em pé utilizado para
produgdo de uma repeti¢do de queijos foi
analisado pelo método T (TTC) (Neal e
Calbert, 1955), a fim de se confirmar a
auséncia de inibidores de crescimento
bacteriano, para que esse leite pudesse ser
utilizado adequadamente para produgdo de
queijos com inoculagdo de culturas

conhecidas, objetos deste estudo.

Reconstituicdo do leite em po

O leite em po6 desnatado foi reconstituido de
acordo com a recomendacdo do fabricante.
Para tanto, foram dissolvidos 10g do p6 em
90mL de agua destilada estéril e¢ foram
deixados em repouso por 30 minutos,

produzindo 100 mL de leite fluido.

Eliminacdo de inibidores naturais e

microbiota

Dez mL do leite reconstituido foram
colocados, em duplicata, em tubos de
ensaio. Assim, foram deixados por 10
minutos em banho-Maria a 80°C. Em
seguida, as amostras foram resfriadas a

45°C.
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Determinagdo de presenca de inibidor

Cultura de Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus bulgaricus foi inoculada as
amostras, na propor¢do 1:1, e estas foram
incubadas em estufa por duas horas a 45 °C.
Apds essa incubacdo, 0,3 mL do reagente 2,
3, 5 — trifeniltetrazolium (TTC), em
diluicdo 1:25 foi adicionado ao tubo, que
foi novamente incubado na estufa a 45°C,
por mais 30 minutos. O metabolismo
bacteriano foi observado a partir da
mudanca de cor dos tubos, sendo roseo
indicativo de crescimento bacteriano.

5.2.2. Teste de enterotoxinas

estafilococicas

O leite em po foi analisado pela técnica de
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) tipo ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay para deteccdo de
enterotoxinas estafilococicas do tipo SEB

(Biomérieux, 2008).

Preparo do extrato da amostra

Foram reconstituidos 2,5g de leite em po,
formando 25mL de leite fluido. Este
volume de leite teve seu pH ajustado para
3,5 a 4,0 com auxilio de HCl 5N. As
amostras foram centrifugadas, em tubos
Falcon 50mL a 4000G (6000RPM) em
centrifuga  refrigerada  Jouan  (4zé
Bellitourne, Chateau-Gontier, Franga) a

20°C durante 15 minutos. O sobrenadante

foi recuperado e seu volume mensurado.

Foi feita rapida adicdo de 5% deste volume
de solugdo aquosa de acido tricloroacético
90%. Os tubos foram agitados e, em
seguida, deixados em repouso por 30
minutos a 20°C para que ocorresse a
precipitacdo das proteinas presentes. Apos
formagdo de suspensdo, foi feita outra
centrifugacdo, utilizando-se os mesmos
pardmetros da primeira. O sobrenadante,
dessa vez foi desprezado e o coldide
protéico foi redissolvido com o auxilio de
tampao TRIS 0,3 mol/L e pH 8 no volume
de um décimo do volume do sobrenadante
mensurado e tratado com TCA. O pH desta
nova solucdo foi ajustado entre 7,5 e 8,0,
quando a solugdo se tornou limpida.

Essa solugdo teve 500uL transferidos para o
orificio correspondente do kit VIDAS®
(Lyon, Marcy-L Etoile, Fran¢a) Staph
Enterotoxin II (SET2).

Realizacdo do teste

Os kits com as amostras foram introduzidos
no equipamento VIDAS®, onde as lavagens
foram realizadas de forma automatica e¢ a
leitura do ultimo orificio da placa foi feita,
revelando o resultado impresso e

quantificado em absorbancia acima de 0,13.

O leite reconstituido para andlise pelo
método TTC foi diluido em escala decimal
até 107 e as trés dilui¢des foram plaqueadas
em meios Baird Parker, MRS e M17 (Difco,
Franklin Lakes, USA), a fim de se verificar
se havia presenca de microrganismos em

contagem suficiente para interferir nas
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contagens posteriores ¢ também se havia
presenca de Staphylococcus spp, capaz de
alterar a detec¢do de enterotoxinas,

posteriormente.

A presenca de colonias nas placas foi
anotada e caracterizada, e foi feita a
coloragdo pelo método de Gram para
identifica¢do pela morfologia. O resultado
foi expresso multiplicando-se o niimero de
colonias presente pelo inverso da diluigdo e
por 10, em unidades formadoras de coldnias
(UFC) por mililitro de leite (Lancette &
Tatini, 1992).

5.3. Produciao de queijos

Foram produzidos trinta queijos frescos de
200g cada, a partir de leite em pd desnatado
Molico, de ~cinco lotes distintos,
reconstituido apés analise e confirmagado de
auséncia de inibidores de crescimento
microbiano, de Staphylococcus spp. e
enterotoxinas estafilococicas.  Nesses
queijos foram inoculadas culturas de
Lactobacillus  rhamnosus, Lactococcus
lactis 1solados de queijo coalho produzidos
em Pernambuco e identificados ao nivel
molecular por PCR ARDRA 16s-23s
(Guedes Neto, 2004). Foi utilizado também
Staphylococcus  aureus  produtor  de
enterotoxina tipo B (SEB), gentilmente
cedido pelo Professor Luiz Simedo do
Carmo. Essas culturas foram inoculadas ao
leite, em diferentes combinagdes, no
momento da fabricacdo, anteriormente a

formacdo do coagulo, em contagens

especificas e determinadas, de acordo com
os dados obtidos por Guedes Neto (2004)

em queijo Coalho de Pernambuco.

Nesse estudo, foram avaliadas as contagens
de bactérias acidolaticas e patogénicas
encontradas naturalmente neste queijo. As
contagens inoculadas foram baseadas neste
estudo e visando a proximidade com a
realidade. Devido ao baixo rendimento do
leite na produgdo de queijo, de
aproximadamente 10% do volume de leite
utilizado e de acordo com experimento
piloto, para que houvesse a contagem
esperada no queijo, essas cepas foram
inoculadas em contagem de 2 unidades
logaritmicas superiores ao encontrado por

Guedes Neto (2004).

As contagens encontradas nos queijos
coalho de Pernambuco foram de 10" UFC/g
de Lactobacillus rhamnosus, 10° UFC/g de
Lactococcus  lactis e 10°  UFClg
Staphylococcus aureus. Entdo, os indculos
foram preparados nas contagens de 10°
UFC/mL de Lactobacillus rhamnosus, 10"
UFC/mL de Lactococcus lactis ¢ 10°
UFC/mL de Staphylococcus aureus.

As cepas de bactérias lacticas utilizadas
nesse trabalho, apds isolamento do queijo
coalho, apresentaram maiores halos de
inibicdo frente a Staphylococcus aureus em
ensaio in vitro e foram denominadas AQI -
Lactobacillus  rhamnosus e CM2 -
Lactococcus  lactis. A cepa  de

Staphylococcus aureus utilizada foi FRI S-
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6, Isolada no Food Research Institute,
gentilmente cedida pelo Dr. Luiz Sime&o do
Carmo ¢ de capacidade conhecida e
comprovada de producdo de toxina B
(SEB). Esta cepa foi escolhida para este
trabalho devido a alta frequéncia desta
enterotoxina estafilocdcica em queijos

artesanais no Brasil, segundo Sena (2001).

As contagens dos inoculos foram
padronizadas por enumeracdo do cultivo
apos 24h de incubagdo dos indculos em

caldo MRS, M17 e BHI respectivamente. A

enumeragdo apontou crescimento na ordem
de 10° UFC/mL no cultivo apés 24 horas de
incubagdo. Considerando que o inéculo de
AQI1 deve conter 10° UFC/mL, este ndo
demandou prepara¢do prévia, havendo no
crescimento apds 24 horas 10° UFC/mL. O
inéculo de CM2 foi obtido apoés
centrifugagdo do cultivo a 2000RPM por 5

Tabela 4: Tratamentos — queijos e seus indculos.

minutos em centrifuga, descarte dos cinco
mL de caldo M17 sobrenadante e posterior

ressuspensdo em 0,5mlL. de salina
tamponada, obtendo-se 10" UFC/mL. O
inéculo de FRI S-6 foi preparado por
diluicdo do cultivo em volume dez vezes
maior que o inicial, obtendo-se contagem

final de 10* UFC/mL.

Dessa forma, os queijos foram preparados
seguindo o esquema apresentado pela figura
1, a partir das solugdes previamente
preparadas de acordo com a Tabela 4.

Apoés inoculagdo e preparo dos queijos,
estes foram armazenados em vasilhas
plasticas com tampas higienizadas por
imersdo em hipoclorito a 400ppm durante
15 minutos e em camara fria em

temperatura entre 4 ¢ 8°C, durante os 15

dias de enumeracoes.

Queijo Inéculo Volume

1 Salina tamponada estéril ImL

2 Lactobacillus rhamnosus ImL

3 Lactococcus lactis ImL

4 Staphylococcus aureus ImL

5 Lactobacillus rhamnosus + ImL cada
Staphylococcus aureus

6 Lactococcus lactis  + ImL cada
Staphylococcus aureus
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Reconstituigdo do leite em p6 desnatado Molico em agua destilada estéril — 30 minutos; 45°C

=

Adicao dos inoculos conforme Tabela 4 — Repouso por 15 minutos; 32°C

-

Formacao do coagulo Coalho Ah La (Christian

Hansen) — Quimosina 0,9%

-

Repouso por 45 minutos; 32°C

Corte da massa com uso de espatula estéril

=

Mexedura lenta com uso de espatula estéril — 5 minutos

=

Descanso de 15 minutos

=

Enformagem

-

Estocagem a 4-8°C pelo periodo de andlise

15 dias

Figura 1. Fluxograma de produgdo dos queijos

5.4. Analises dos queijos

5.4.1. Enumeracdao de Lactobacillus
rhamnosus, Lactococcus lactis e
Staphylococcus aureus (Mac Faddin,

1980; IDF, 1983)

Nos dias 1°, 4°, 7° e 15° ap6s a elaboragdo
dos queijos, 25g de cada amostra foram
pesados, triturados e diluidos em 250 mL
de solugcdo salina tamponada (0,85%),
correspondendo 2 dilui¢do 10™". Em seguida

foram preparadas diluigdes decimais até
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107  utilizando-se o mesmo diluente

descrito acima.

Inoculacdo nos meios de cultura

A partir de cada uma das diluicdes
realizadas, uma aliquota de 0,1 mL foi
semeada na superficie de placas de Petri
contendo os meios de cultura agar MRS
(Man - Rogosa - Sorbitol) (Difco, Detroit,
USA) e agar M17 (Difco) e Agar Baird
Parker (Difco). Em seguida, os inoculos
foram espalhados com auxilio de uma alga

de Drigalski.

Incubagdo

As placas com agar MRS (Difco) foram
incubadas a 37°C, durante 48 horas, em
camara de anaerobiose (Forma Scientific
Company, Marietta, USA), em atmosfera de
N, a 85%, H; a 10% e CO, a 5%, enquanto
as placas com dgar M17 (Difco) e agar
Baird Parker (Difco) foram incubadas a
37°C, durante 48 horas, sob aerobiose, em

estufa bacteriologica.

Enumeragdo dos microrganismos

Apdés a incubacdo, foi realizada a
enumeragdo das UFC sendo consideradas
para enumeracdo placas contendo de 20 a
200 UFC. Em placas onde houve a presenca
de mais de um morfotipo, estes foram
selecionados e corados pelo método de
Gram para identificacdo de bastonetes

Gram positivo e cocos Gram positivo,

sendo enumerados apenas os morfotipos

condizentes com o inoculo.

No agar Baird Parker, foram consideradas
tipicas as colonias negras brilhantes, de
forma arredondada, convexa, com bordos
regulares, puntiformes, circundados por um
halo branco de lipase e outro externo, maior
e transparente, devido a acdo da lecitinase.
As coldnias que se apresentaram sem halo,
ou com apenas um, negras ou cinza,
mucosas com ou sem brilho foram
consideradas como atipicas ¢ ndo foram
enumeradas. Em seguida, foi realizado o
calculo de UFC/g, multiplicando-se o
namero de coldnias formadas por 10 e pelo
inverso da dilui¢do, resultando em UFC por
grama de queijo (Lancette & Tatini, 1992;
Carmo, 2001).

5.4.2. Deteccdo de enterotoxinas
estafilococicas (Lancette and Tatini,

1992; Brasil, 1996)

As amostras dos dias 4°, 7° e 15° apos a
fabricacdo foram congeladas, liofilizadas e,
posteriormente, analisadas pela técnica de
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) tipo ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay para detecgdo de
enterotoxinas estafilococicas do tipo SEB

(Biomérieux, 2008).

Preparo do extrato da amostra

Foram pesados 25g de queijo. Esse

material foi macerado e a ele foram
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adicionados 40 mL de agua destilada
estéril. Apés agitagdo a suspensdo foi
deixada em contato por 30 minutos. Essa
suspensdo teve seu pH ajustado para 3,5 a
4,0 com auxilio de HCl 5N. As amostras
foram centrifugadas em tubos Falcon 50mL
a 4000G (6000RPM) em centrifuga
refrigerada (Juan) a 20°C durante 15
minutos. O sobrenadante foi recuperado e
seu volume mensurado. Foi feita rapida
adicdo de 5% deste volume de solucgdo
aquosa de acido tricloroacético 90%. Os
tubos foram agitados e, em seguida,
deixados em repouso por 30 minutos a
20°C para que ocorresse a precipitacao das
proteinas presentes. Apds formacdo de
suspensdo foi feita outra centrifugacio,
utilizando-se 0s mesmos pardmetros da
primeira. O sobrenadante, dessa vez, foi
desprezado e o coloide protéico foi
dissolvido com o auxilio de tampdo TRIS
0,3 mol/L e pH 8 no volume de um décimo
do volume do sobrenadante mensurado e
tratado com TCA. O pH desta nova solugao
foi ajustado entre 7.5 e 8,0, quando a
solucdo se tornou limpida.

Essa solugdo teve 500uL transferidos para o
orificio correspondente do kit VIDAS®
Staph Enterotoxin II (SET2).

Realizacdo do teste

Os kits com as amostras foram introduzidos
no equipamento VIDAS®, onde as lavagens
foram realizadas de forma automatica ¢ a
leitura do ultimo orificio da placa foi feita,

revelando o resultado impresso e

quantificado em absorbancia a partir de

0,13.

5.5. Analise estatistica

Os valores obtidos para enumeragdo foram
tratados com estatistica ndo paramétrica e,
por essa razdo, os dados foram apresentados
na forma de valores originais (UFC/g) e ndo
em logaritmo. Para tal avaliacdo, o teste de
Friedman foi utilizado pelo programa Saeg
para Windows, a um nivel de significancia

de 5% (p<0,05).

6. Resultados e discussio
6.1. Qualidade do leite em p6
6.1.1.  Inibidores de

crescimento

bacteriano

Ap6s reconstitui¢do do leite, crescimento da
cultura para iogurte e adi¢do do reagente
TTC, as amostras adquiriram coloragao
rosea, indicando presenca de crescimento
bacteriano e conseqiiente auséncia de
inibidores no leite. Este resultado j& era
esperado, pois ¢ conhecida a rigorosa
selecdo do leite na empresa produtora do
leite em p6 da marca utilizada, sobretudo
quanto ao  quesito  residuos  de
antimicrobianos. Estes lotes de leite foram

entdo considerados adequados para o

preparo dos queijos deste experimento.
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6.1.2. Teste de enterotoxinas

Os cinco lotes de leite utilizados no ensaio
foram analisados pelo teste ELISA/ELFA
para testar a presenca de enterotoxinas de

Staphylococcus.

Em todas as amostras testadas, o
equipamento VIDAS acusou auséncia de
qualquer tipo de toxina, resultado este que
demonstra alto grau de qualidade do leite
recebido pela industria para
beneficiamento. Assim, os lotes de leite
analisados considerados foram
considerados aptos para serem utilizados na
fabricacdo dos queijos.

6.1.3. Enumeracao de unidades

formadoras de colonia no leite

Os cinco lotes de leite foram analisados,
apo6s diluicdo, em placas com agares MRS,

M17 e Baird Parker.

Em nenhuma das placas ou diluigdes houve
crescimento de coldnias, ndo havendo
interferéncia nas contagens posteriores dos
queijos. Entretanto, houve crescimento de
duas colénias em placa onde foram
plaqueados 100uL de leite ndo diluido. Nao
foi possivel determinar a contagem desse
espécime no leite em virtude do baixo
namero de colonias detectado, mas admite-
se que a contagem foi inferior a 2x10°
UFC/mL. A observagio ao microscopio do
esfregaco submetido a coloragdo de

GRAM, este morfotipo de colonia se

apresentou positivo e na forma de cocos,
podendo ser justificada sua presenga no
leite pela resisténcia a pasteurizacdo de
formas termoduricas como Streptococcus
spp. Esse resultado ndo se repetiu no queijo,
provavelmente por esse microrganismo se
encontrar em baixissima contagem no leite,
contagem esta que nao foi identificada pelo
método de contagem em placas, bem como
pelo fator dilui¢do do processo de produgdo
de queijos. Durante a producdo do queijo,
houve perda de aproximadamente 90% do
volume total em forma de soro, sendo este
talvez o responsavel por eliminar boa parte
da populagdo bacteriana, reduzindo-a em 2
unidades  logaritmicas da  contagem
inicialmente presente no leite. Esse efeito se
repetiu para as amostras acidolaticas ¢ para
Staphylococcus aureus utilizados para a

producédo dos queijos.

6.2. Analises dos queijos

6.2.1. Enumeracao de Lactobacillus
rhamnosus, Lactococcus lactis e
Staphylococcus aureus nos queijos (Mc

Faddin, 1980; IDF, 1983)

Os queijos produzidos com os cinco lotes
de leite foram analisados e Lactobacillus
rhamnosus, Lactococcus lactis e
Staphylococcus aureus foram enumerados
em agar MRS, MI17 e Baird Parker
respectivamente.  Os  resultados  se
encontram representados nas Tabelas 5, 6 e

7 a seguir.

33



Tabela 5. Valores de medianas de enumeragdo, em UFC/g, de Staphylococcus aureus em

queijos frescos, durante estocagem por 15 dias a temperatura de 4-8°C

Tempo

Indculos

D1 D4 D7 D15
1 - Nenhum <2x10°b <2x10°b <2x10°b <2x10°b
4 - S. aureus 3,3x107 a 1,4x107 a 9,8x106 a 3,6x106 a
5-S.aureuse 2,1x107 ab 6,0x106 ab 7,6x106 ab 5,3x106 ab
L. rhamnosus
6 - S. aureuse 1,0x107 b 9,2x106 ab 6,6x106 ab 5,4x106 ab
L. lactis

*Letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Friedman (p<0,05)

Nao foi registrada diferenga
estatisticamente significativa para contagem
de Staphylococcus aureus entre os quatro
tempos de analise, se bem que houve sutil
variacdo numérica que foi representada nos
Graficos 1 e 2, nas paginas seguintes, onde
pode-se observar a progressao descendente
da contagem de Staphylococcus aureus
isoladamente. Esse comportamento pode ter
ocorrido em virtude da redu¢do do pH na
matriz alimentar no decorrer do tempo pos
produgdo. E interessante salientar, porém,
que essa reducdo foi menor nos queijos em
que  Staphylococcus  aureus  estava
associado a Lactobacillus rhamnosus ou a
Lactococcus lactis. Esse fato é curioso, pois
em conjunto com bactérias acidolaticas, €

de se esperar que o pH seja menor com o

avancar do tempo. Essa observacao

confirma o fato de que Staphylococcus spp.
tem alta resisténcia a baixo pH, podendo
crescer satisfatoriamente em pH entre 4 ¢

9,8.

Houve diferenca estatistica entre as
contagens de Staphylococcus aureus no
queijo em que este foi inoculado
separadamente ¢ em que foi inoculado
juntamente a Lactococcus lactis, com a
segunda contagem sendo inferior a
primeira. A redugdo ocorrida na presenca
dessa bactéria acidolactica ocorreu apenas
no 1° dia apos a producdo, sugerindo que o
efeito de antagonismo entre as duas
amostras em questdo ¢ momentaneo e se
apresenta com maior intensidade nas
primeiras horas apo6s producdo do queijo.

Nos momentos subseqiientes esse efeito nao
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pdde mais ser visualizado, possivelmente
pelo perfil de crescimento de Lactococus
lactis, que cai bruscamente entre 0 4° ¢ 0 7°

dia ap6s a produgdo.

Nos dias 1, 4 ¢ 7 apos a produgdo dos
queijos, pode-se observar que a contagem
de Staphylococcus aureus foi maior no
queijo em que esta amostra foi inoculada
isoladamente do que nos outros em que foi
inoculada em conjunto com Lactobacillu
rhamnosus ou com Lactococcus lactis.
Observou-se, ainda, que essa reducdo em
seu crescimento nos, queijos em que foi
inoculado conjuntamente com
Lactobacillus rhamnosus, foi de 36,4% no
1° dia, de 57,1% no 4° dia e de 22,5% no 7°
dia; enquanto no queijo em que foi
inoculado junto de Lactococcus lactis foi de
69,7% no 1° dia, de 34,3% no 4° dia e de
32,7% no 7° dia. Estes dados demonstram
que Lactococcus lactis apresentou maior
poder inibitério do que Lactobacillus
rhamnosus frente a Staphylococcus aureus
em queijo fresco no 1° e no 7° dia. Todavia,
esse efeito ndo ocorreu no 4° dia,
possivelmente, devido ao menor
crescimetno de Lactococcus lactis em
relacdo a Lactobacillus rhamnosus nesse
dia melhor visualizadas nos Graficos 1 e 2.

Tal inibicdo ndo ocorreu no 15° dia apoés a
produgdo, quando Staphylococcus aureus
apresentou-se em contagem 47% maior em
presenca de Lactobacillus rhamnosus e
50% maior, quando em presenca de
Lactococcus lactis. Tal efeito ocorreu

possivelmente por, nesse periodo, ja ter

decorrido tempo suficiente para que o pH
na matriz alimentar tenha diminuido a
ponto de prejudicar o crescimento das
bactérias lacticas, sobretudo nos queijos em
que houve adicdo de bactérias acidolaticas,
potencializando o poder de acidificacdo.

As contagens encontradas para
Staphylococcus aureus foram da ordem de
10°UFC/g no periodo de 15 dias apds a
producdo dos queijos. Esse periodo
coincide com o final do prazo de validade,
pois a aparéncia dos queijos, apds esse
prazo, se tornou desagradavel, com
superficie pegajosa e odor repugnante. Em
queijos de coalho logo apdés a producdo,
bem como no mercado varejista, avaliados
por Guedes Neto (2004) e por Sena (2000),
as contagens encontradas foram
semelhantes antes do final do prazo de
validade. Nesse ultimo trabalho, foi
encontrada a contagem de 10° UFC/g em
79% das amostras analisadas. Tal fato
demonstra alto grau de semelhanca dos

resultados com a realidade.

Na Tabela 6, observa-se que niao houve
contagem significativa de Lactopbacillus
rhamnosus no queijo controle, em que nao
houve inoculagdo dessa amostra. Esse dado
demonstra que os cuidados para se evitarem

contaminagdes externas foram efetivos.
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Tabela 6. Valores de medianas de enumeracao, em UFC/g de Lactobacillus rhamnosus em

queijos frescos, durante estocagem por 15 dias a temperatura de 4-8°C

Tempo

Indculos

D1 D4 D7 D15
1 - Nenhum <2x10" b <2x10" b <2x10" b <2x10" b
2 - L. rhamnosus | 3,1x107 a 6,4x107 ab 7,6x10" ab 1,5x108 ab
5-L.rhamnosus | 2,6x107 a 6,2x107 a 47 x107a 6,7x107 a
e
S. aureus

*Letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Friedman (p<0,05).

Assim como ocorreu com as contagens de
Staphylococcus aureus, as contagens de
Lactobacillus rhamnosus ndo apresentaram
diferenca estatistica com o decorrer do
tempo apoés producao, conforme
apresentado na Tabela 6. Entretanto, houve
variagdes sutis que estdo representadas no
Graficos 1. Em ambos os queijos
elaborados com  culturas  contendo
Lactobacillus rhamnosus, as contagens
foram ascendentes, independendo da
presenca de Staphylococcus aureus. A
excecdo se apresenta no 7° dia apds a
producao dos queijos, quando a contagem
de Lactobacillus rhamnosus foi sutilmente
menor do que no dia 4, voltando a crescer
no dia 15. Presume-se que esse
comportamento da amostra ndo esteja

diretamente ligado a presenca de

Staphylococcus aureus, pois a

desasceleragdo no crescimento ocorreu
tanto na sua presenga quanto na sua
auséncia, sugerindo ser esse um padrao do
seu comportamento, com maior
probabilidade de estar associado a matriz
alimentar do que a amostra de
Staphylococcus aureus introduzida no

meio.

Em nenhum dos momentos em que foi feita
a enumeracao de Lactobacillus rhamnosus
houve redugcdo no crescimento dessa
amostra, sugerindo que Staphylococcus
aureus ndo foi capaz de inibir a amostra
acidolactica em queijo fresco. Esse
resultado estd em conformidade com a
literatura que apresenta altas contagens de
bactérias  acidolaticas em  alimentos
derivados do leite, sobretudo em queijos
artesanais (Guedes Neto, 2004; Resende,
2010)
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Tabela 7. Valores de medianas de enumeracao, em UFC/g de Lactococcus lactis em queijos

frescos, durante estocagem por 15 dias a temperatura de 4-8°C

Tempo
Indculos
D1 D4 D7 D15
1 - Nenhum <2x10°b <2x10° b <2x10° b <2x10° b
3 - L. lactis 3,7x108 a 8,6x108 a 1,5x10° a 2,5x10° a
6 - L. lactis e 2,5x108 a 7,7x108 a 2,2x10°ab 2,5x109 a
S. aureus

*Letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Friedman (p<0,05).

Diferentemente dos dados obtidos para
crescimento de Lactobacillus rhamnosus, as
contagens de Lactococcus lactis foram
crescentes no decorrer do tempo no queijo 3
em que houve inoculagdo apenas de
Lactococcus lactis ¢ no queijo 4, em que
houve inocula¢do da cultura mista com
Staphylococcus aureus, apesar de nao ter
sido representativa do ponto de vista
estatistico. Observou-se, entretanto, que os
valores sdo ligeiramente menores no queijo

em que a cultura inoculada foi mista. Esse

resultado ocorreu em todos os queijos com
culturas mistas, e em todos os periodos de
analise. Ele pode sugerir que, apesar de ndao
ter ocorrido um antagonismo de forma
claramente  observada, houve uma
adaptagdo a outra amostra introduzida na
mesma cultura, sem efeitos estatisticamente

aparentes.

O que pode ser observado foi o
comportamento isolado de cada cepa, de
forma progressiva com o tempo, de acordo

com os Graficos 1 e 2 a seguir.
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Grafico 1. Enumeragdes de Staphylococcus aureus e Lactobacillus rhamnosus em queijos frescos em relacao ao tempo de estocagem por 15 dias a 4-8°C

la. Queijo 4 Staphylococcus aureus 1b. Queijo 2 Lactobacillus rhamnosus 1c. Queijo 6 S. aureus + L. rhamnosus
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O Grafico 1 permite a visualizagdo do
efeito da presenca de Lactobacillus
rhamnosus no comportamento relativo ao
crescimento de Staphylococcus aureus.
Nesse Grafico, observa-se que, apesar de
descendente, a curva de crescimento do
contaminante do queijo sofre pequenas
alteragdbes em presenca da amostra
acidolactica. No dia 1, o comportamento de
Staphylococcus aureus manteve-se igual em
ambos. Entretanto, no 4° dia, a queda, que
ocorreu em ambos, € ligeiramente mais
acentuada no queijo com cultura mista, o
que sugere a presenca, nesse momento, de
fatores antagonistas do crescimento de
Staphylococcus aureus, provenientes de
Lactobacillus  rhamnosus.  Observa-se,
porém, que a contagem inicial foi
ligeiramente menor no queijo elaborado
com cultura mista. Efeito ainda mais
interessante ¢ observado no 7° dia apos a
producdo, quando houve queda na
contagem de Staphylococcus aureus no
queijo em que este foi inoculado na forma
de cultura simples, mas ha aumento de sua
contagem no queijo em que este foi
inoculado juntamente com Lactobacillus
rhamnosus. Essas variagcdes ligeiras nos
valores obtidos para contagem podem
sugerir que Lactobacillus rhamnosus nao
inibiu o crescimento de Staphylococcus
aureus, € também estimulou seu
crescimento. Esse dado deve ser analisado
com grande cautela, pois hd uma tendéncia
de a contagem de Staphylococcus aureus se
estabilizar na ordem de 10’ UFC/g no 7°

dia, sendo esse aumento em sua contagem

apenas o curso natural de seu crescimento e
ndo um efeito de sua relagdo com a amostra
acidolactica. Deve-se salientar aqui o fato
de essa ser uma analise de dados de
observagdo empirica ¢ ndo representativos
estatisticamente. Essas sdo suposi¢des que
explicam a relacdo entre essas amostras,
porém, sem o respaldo da significancia
estatistica,  deve-se  considerar  que
Lactobacillus rhamnosus nao foi capaz de
antagonizar Staphylococcus aureus.

Esse efeito se fortalece ao serem
observados os valores obtidos no 15° dia,
quando a contagem de Staphylococcus
aureus diminui em relacdo ao dia 7.
Entretanto, no queijo produzido com cultura
mista, ela se mantém ligeiramente mais
elevada do que no queijo elaborado apenas

com o contaminante.

E interessante observar o comportamento
de Lactobacillus rhamnosus, que, apesar de
ter sido inoculado em contagem bastante
semelhante nos dois queijos, apresentou-se
em menor numero no queijo em que foi
inoculado em conjunto com Staphylococcus
aureus. Esse, assim como discutido na
Tabela 7, pode ser apenas um efeito de
adaptagdo entre amostras num mesmo
ambiente, nao representando um
antagonismo efetuado pelo contaminante
frente a bactéria acidolactica, mas deixa
ainda mais evidente a auséncia de efeito
antagonizante  efetivo da  bactéria
acidolactica frente a  Staphylococcus

aureus.
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Grafico 2. Enumeragdes de Staphylococcus aureus € Lactococcus lactis em queijos frescos em relagdo ao tempo de estocagem por 15 dias a 4-8°C

2a. Queijo 4 Staphylococcus aureus

2b. Queijo 3 Lactococcus lactis

2¢. Queijo 6 S. aureus + L. lactis
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No Grafico 2 observam-se valores para
contagens de Lactococcus lactis mais
elevados que para Lactobacillus rhamnosus
demonstrados no Graficos 1, salientando
que os inoéculos foram elaborados com
contagens distintas para cada amostra,
sendo superior para Lactococcus lactis, pois
este ¢ encontrado em maior nimero em

queijos artesanais.

Outro dado que pode ser extraido do
Grafico é que Lactococcus lactis apresentou
perfil estavel no decorrer do tempo,
apresentando apenas uma queda em sua
contagem no dia 4, voltando em seguida a
se estabilizar na ordem de 10® UFClg.
Observa-se ainda que esse padrio de
comportamento se repetiu no queijo em que
foi inoculado na forma de cultura simples,
bem como no queijo em que foi inoculado
juntamente com Staphylococcus aureus.
Esse dado mostra com bastante clareza a
estabilidade e a resisténcia dessa amostra
frente ao contaminante, sugerindo maior
potencial para uso como inibidor do
crescimento de Staphylococcus aureus
quando comparado a  Lactobacillus

rhamnosus.

Ao se observar o comportamento de
Staphylococcus aureus nos dois queijos,
observa-se o mesmo padrdo decrescente de
suas contagens, com uma ressalva para a
inclinacdo da reta, que se apresenta mais
suave no Grafico 2 que representa o queijo
onde essa cultura foi inoculada junto de

Lactococcus  lactis.  Essa  observagao

permite  inferir que houve algum
antagonismo, sobretudo nos primeiros dias
apods a produgdo do queijo. Entre os dias 7 e
15, o efeito antagonista apresentou menor
intensidade, possivelmente, devido ao fato
de, nesse periodo, ja ter decorrido tempo
suficiente para reduzir o pH a niveis
proximos de 4,2 a 4,4; que causem injlria a
Lactococcus lactis. Apesar de o pH minimo
suportado por Lactococcus lactis ser
proximo do tolerado por Staphylococcus, de
aproximadamente 4,0; pode-se sugerir que
0 antagonismo aqui observado foi
realmente mais intenso nos primeiros dias,
quando ndo houve produgdo excessiva de
acido lactico a ponto de prejudicar a
amostra acidolactica, mais sensivel a baixo

pH.

Apesar de todas as observagdes extraidas
dos Graficos 1 e 2, elaborado com valores
médios de contagens, as diferengas
observadas ndo apresentaram diferenga ao
nivel de significAncia de 5% no teste de
Friedman. Dessa forma, nido se pode
afirmar ter havido antagonismo entre
Lactococcus  lactis e  Staphylococcus
aureus. Entretanto, sugere-se pesquisa mais
aprofundada da relacdo entre essas duas
cepas para melhor compreensdo das razdes
pelas quais observou-se tendéncia de

antagonismo em determinados momentos.

Os dados aqui encontrados corroboram o0s
diversos relatos de altas contagens de
Staphylococcus  aureus em  queijos

artesanais, ou mesmo industrializados, em
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que variam de 10’ a 10® UFC/g (Cerqueira
et al., 1994; Sena, 2000; Guedes Neto,
2004). A viabilidade das amostras
acidolacticas também se encontra em
concordancia com a literatura, que mostra
contagens de 10° a 10" UFC/g de queijos
industrializados ou artesanais, mesmo apos
periodos mais longos de estocagem como 2
a 4 meses (AbdAlla et al.; 2008 Zehntner,
2008).

Dados discrepantes aos aqui encontrados
foram relatados na literatura, que afirma
que amostras acidolaticas foram capazes de
reduzir a formagdo de toxinas por fungos,
bem como a contagem de fungos,
coliformes e Staphylococcus (Ross et al.,
2000; AbdAlla et al., 2008; Dabiza et al.,
2007; Dabiza et al., 2008). Essa grande
variacdo do efeito ocorrido pode ter como
causa a diferenga de origem das amostras
utilizadas, assim com a forma de producao
do queijo utilizado no experimento, que foi
de origem industrial ou artesanal nos estudo
citados, diferentemente da producdo em
laboratério com selecdo das cepas

inoculadas neste presente estudo.

Deve-se atentar aqui para o fato de
Lactobacillus rhamnosus e Lactococcus
lactis terem apresentado grande poder de
inibicdo do crescimento de Staphylococcus
aureus nos testes “in vitro” realizados por
Guedes Neto (2004). Considerando que os
resultados obtidos nesse estudo afirmam
que ndo houve inibi¢do, esse fato chama
atengdo para a enorme diferenca entre os
efeitos observados “in vitro” e no alimento.
Deve-se atentar entdo para a importancia de
pesquisas no ambiente em que 0s
microrganismos  ocorrem  naturalmente
antes da utilizagdo generalizada do termo

“antagonismo” e “probidtico”.

6.2.2. Deteccdo de SEB nos queijos

Apoés a analise de enterotoxinas pelo teste
VIDAS, os resultados foram expressos em
valor de fluorescéncia relativa ou densidade
optica, que se da por calculo de relagdo
entre absorbancia da amostra e absorbancia
do controle. O limite do teste é 0,13; sendo
acima deste valor, considerado positivo, e
abaixo dele, negativo. Os resultados foram

apresentados no Grafico 3.
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Grafico 3. Niveis médios de enterotoxina SEB em densidade 6ptica em queijos frescos ao longo do tempo de estocagem de 15 dias a 4-8°C

3a.Queijo 4 Staphylococcus aureus

3b. Queijo 5 S. aureus + L. rhamnosus

3c. Queijo 6 S. aureus + L. lactis
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No Grafico 3, estdo representados os
valores de densidade oOptica referente a
presenga de enterotoxinas do tipo B (SEB)
obtidos a partir das analises do queijo 4, no
qual somente Staphylococcus aureus foi
inoculado. Esse Grafico reflete, entdo, o
perfil padrdo de producdo da toxina SEB
sem interferéncia de outra amostra
bacteriana. A partir desse perfil, observa-se
que houve maior concentracdo de SEB no
dia 7 do que nos dias 4 ¢ 15. O aumento da
concentragdo de SEB entre os dias 4 ¢ 7,
apesar de coincidir com um periodo em que
ha redugdo no numero de células viaveis de
Staphylococcus aureus no queijo, pode ser
explicado pelo acumulo de enterotoxina
produzida na massa do queijo ou ainda pela
maior eficiéncia das células na fase
estacionaria da curva logaritimica do
crescimento para produgdo de
enterotoxinas. Isso ocorre entre 5 e 6 horas
no cultivo a 37°C, mas pode ter demorado
mais para se estabelecer no queijo devido a
armazenagem sob refrigeracdo. Todavia, a
queda seguinte na concentracdo de toxina,
representada pela menor densidade dptica
(DO) no dia 15 ¢ o fato mais curioso, sendo
possivel que tenha havido presenca de
fatores capazes de degradar a estrutura da
enterotoxina B ja formada no queijo.
Apesar de as enterotoxinas estafilocdcicas
serem resistentes a a¢do da maior parte das
enzimas, inclusive a quimosina utilizada na
producdo do queijo, ao pH do leite, ha a
possibilidade de sensibilidade a certas
enzimas em determinado pH, como ¢ o caso

da tripsina a pH 2,0. A producao de enzima

por bactérias lacticas se exclui nesse caso,
pois se analisa o perfil ocorrido no queijo4
somente, no qual ndo houve inoculagido de
bactérias acidolaticas. Deve-se lembrar,
porém, que o leite utilizado passou pelo
processo de pasteurizagdo, nao sendo estéril
e tendo estado sujeito a agdo de
psicrotroficos em momentos anteriores a
pasteurizagdo, que podem ter deixado
enzimas proteoliticas no leite, persistentes
no queijo. Ha ainda a possibilidade de
desestabiliza¢do da estrutura de SEB ter
ocorrido por presenga de sais como CaCl ou
de inativagdo por contato com a estrutura
anfifilica da miscela de caseina da massa do
queijo, o que impediria que essa SEB se
ligasse ao anticorpo presente no Kit teste e
fosse detectada. Outra suposigdo para o
dado observado ¢ a interagdo com a gordura
presente no leite, pois, apesar de o leite
utilizado ser desnatado e conter baixo teor
de gordura, esse teor ¢ concentrado no

processo de producdo de queijos.

Embora seguindo o mesmo padrio do
queijo 4, os valores de absorbancia foram
menores no queijo 6, onde houve adicao de
Lactococcus lactis junto de Staphylococcus
aureus, seguido pelo queijo 5, onde houve
adicdo de Lactobacillus rhamnosus junto a
Staphylococcus aureus. Ambos os queijos
apresentaram menor concentragdo de
enterotoxina B, quando comparados com o
queijo 4, onde foi adicionado somente
Staphylococcus ~ aureus  na  mesma
contagem. No dia 4, observou-se maior

inibicdo a produgdo de enterotoxinas no
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queijo com presenca de Lactobacillus
rhamniosus quando comparado ao queijo
produzido com Lactococcus lactis. Porém,
a diferenca entre os dois foi bastante sutil,
sendo mais expressiva no dia 7, quando a
relagdo € oposta; a redu¢do no acimulo de
SEB ¢é maior no queijo 6, em que havia
presenga de Lactococcus lactis, sugerindo
maior inibicdo nessa fase por essa amostra

de bactéria acidolactica.

No dia 7, a reducdo na producdo de SEB
pode ter ocorrido devido a redugdo da
contagem de Lactococcus lactis, além dos
outros fatores relativos a matriz alimentar,

ja discutidos.

Provavelmente, devido ao efeito cumulativo
na concentracdo de toxinas, o efeito da
inibicdlo da produgdo de SEB por
Lactococcus  lactis é ainda melhor
visualizado no dia 15, quando, somado ao
efeito de inativagdo da toxina pela estrutura
alimentar, atinge densidade Optica igual a

ZCro.

Aqui, excluindo-se o fator limitante da
inativacao pela matriz do alimento, pode-se
inferir que Lactococcus lactis tem grande
capacidade de inibir a producdo de toxina
por Staphylococcus aureus. Pode-se dizer
também que Lactobacillus rhamnosus
apresentou essa mesma capacidade, porém

em intensidade reduzida.

Salienta-se aqui que, no dia 7, a inibigdo da

produgdo de SEB no queijo 6 foi inferior a

inibicdo observada no queijo 5. Esse dado
pode estar relacionado com o fato de, nesse
dia, a contagem de Lactococcus lactis ter se
elevado, quando a de Lactobacillus
rhamnosus aumentou. Soma-se a esse o fato
de, em ambos os casos, ter ocorrido redugdo
na contagem de Staphylococcus aureus.
Deve-se atentar, porém, para a redugdo que
foi infima, quando comparada ao aumento
da bactéria acidolatica. Neste momento,
cabe a discussdo dos fatores que levam a
produgdo de enterotoxinas. A produgdo
pode ser bastante afetada pela presenca de
Lactococcus lactis bem como ser afetada
por uma reducdo minima de Staphylococcus

aureus

A presenga de bactérias acidolaticas, nos
queijos artesanais, bem como o efeito de
inativacdo de enterotoxinas provocado pela
matriz alimentar do queijo aqui observados,
sdo fortes argumentos para justificar o
baixo indice de intoxicagOes alimentares
por esse alimento no Brasil. Nao se descarta
aqui o sabido fato de haver subnotificagdo
de casos as unidades publicas de saude do
Pais, todavia esse perfil de inativagdo de
toxinas no queijo por si sO estimula
ainvestigacdo da compreensdo dos fatores
observados nesse alimento, em busca de
formas mais efetivas de controle dessa
intoxicagdo alimentar. A presenca de
Lactococcus lactis se mostrou uma luz
nessa busca, sendo uma possivel arma a ser
trabalhada e melhor utilizada nos préximos

passos.
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7. Conclusoes

Os dados apresentados mostram que a
presencga simultanea de outro
microrganismo no queijo ndo alterou o
comportamento original de crescimento de
Staphylococcus aureus, de Lactobacillus
rhamnosus e de Lactococcus lactis.
Conclui-se  entdo que ndo houve

antagonismo entre as cepas testadas.

Conclui-se também que as amostras de
bactérias acidolaticas ndo apresentaram
efeito de redugdo (p<0,05) na reducdo da
producdo de enterotoxinas. Porém, ambas
apresentaram potencial para a inibigdo,
através de discreta reducdo nos valores de
densidade dtica nos queijos, sendo
Lactococcus lactis a amostra  que
apresentou maior efeito, quando comparada

com Lactobacillus rhamnosus.
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