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RESUMO 
 

O queijo Minas artesanal é elaborado a partir de leite cru com a adição de culturas iniciadoras 

endógenas. Durante o processo de maturação há o crescimento de bactérias ácido láticas (BAL) 

que são essenciais para o sabor e contribuem beneficamente para a qualidade sanitária do 

produto. As BAL têm demonstrado propriedades probióticas, como antagonismo contra 

patógenos. Porém, há escassez de estudos que identifiquem a microbiota lática desse queijo ao 

nível molecular e avaliem suas propriedades probióticas. Esse estudo objetivou identificar 

molecularmente BAL isoladas de queijo Minas artesanal da região de Araxá, Minas Gerais, 

durante sua maturação por até sessenta dias durante estações seca e chuvosa e avaliar suas 

propriedades probióticas in vitro. Ao todo, 263 amostras de BAL foram isoladas, 50 delas foram 

identificadas por sequenciamento do gene 16S rRNA. Foram identificadas bactérias dos gêneros 

Lactobacillus (74%), Enterococcus (24%) e Bacillus (2%). Dessas, dez amostras de 

Lactobacillus spp. foram selecionadas para testes in vitro do seu potencial probiótico. Somente 

L. plantarum (C0) foi sensível a todos os antimicrobianos testados, as outras amostras foram 

resistentes a pelo menos um antimicrobiano. L. plantarum (E5) apresentou a mais elevada 

frequência de resistência a antimicrobianos (60%). Seis amostras foram tolerantes ao suco 

gástrico artificial, com destaque para L. brevis A6, que apresentou crescimento.  Na avaliação 

de resistência aos sais biliares, L. brevis A6, L. casei B5 e L. plantarum E5 foram consideradas 

tolerantes, tendo a última apresentado o menor índice de inibição, com 20,69%. Apenas L. 

brevis (E35) produziu peróxido de hidrogênio. Foi observada diferença (p≤0,05) entre as médias 

dos halos de inibição de Lactobacillus spp. contra duas bactérias reveladoras: Enterococcus 

faecalis ATCC 19433 e Lactobacillus plantarum C24. Todas as amostras de Lactobacillus spp. 

inibiram Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica var. Typhimurium ATCC 14028 e 

Shigella flexneri ATCC 25875 no teste de co-cultivo (p≤0,0001), exceto L. plantarum (C0) que 

não inibiu S. flexneri ATCC 25875. Conclui-se que há elevada frequência de Lactobacillus spp. 

entre as BAL presentes no queijo Minas artesanal produzido na região de Araxá. A maioria 

delas demonstrou potencial probiótico in vitro. L. brevis (A6) foi selecionada para testes a fim 

de pesquisar seu potencial probiótico in vivo e utilização para a produção de queijos como 

micro-organismo benéfico e preservando a identidade do produto. 

Palavras chave: Lactobacillus spp., queijo artesanal, micro-organismos benéficos, antibiograma, 

resistência ao suco gástrico e sais biliares, antagonismo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Minas artisanal cheese is made from raw milk added by endogenous starter cultures. During its 

ripening process, the growth and metabolic activities of lactic acid bacteria (LAB) are important 

to produce typical flavor and improve cheese safety. Probiotic properties of such LAB against 

pathogens have been demonstrated. However, few studies describe the microbiota and probiotic 

potential of LAB isolated from that cheese. This study aimed to molecularly identify LAB 

present in 84 samples of Minas artisanal cheese produced in Araxá region throughout ripening 

either at dry or at rainy seasons and evaluate their in vitro probiotic potential. A total of 263 

samples of LAB were isolated and 50 of them were identified by the 16S rRNA gene 

sequencing.  The following genus were identified: Lactobacillus (74%), Enterococcus (24%) e 

Bacillus (2%). From them, ten Lactobacillus samples were selected to be tested by in vitro 

probiotic potential. Only L. plantarum (C0) was sensitive to all tested antimicrobials. The other 

samples were resistant to at least one drug. L. plantarum (E5) showed the higher resistance 

index (60%). Six Lactobacillus samples were resistant to artificial gastric juice, especially L. 

brevis A6 which showed growth in that medium.  L. brevis A6, L. casei B5 and L. plantarum E5 

were resistant to bile salts, and the latter showed the lower index of inhibition (20.69%) Only L. 

brevis (E35) produced hydrogen peroxide. Mean inhibition haloes of Lactobacillus spp. against 

Enterococcus faecalis ATCC 19433 and L. plantarum C24 were considered different (p≤0.05). 

All Lactobacillus spp. samples were able to antagonize the revealed bacteria in the spot-on-the-

lawn test. All Lactobacillus spp. samples inhibited pathogens (Escherichia coli ATCC 25922, 

Salmonella Typhimurirum ATCC 14028 and Shigella flexneri ATCC25875) in co-culture test 

(p≤0.0001), except L. plantarum (C0) which did not inhibited S. flexneri. Indeed, there is a high 

frequency of Lactobacillus spp. among the LAB present in Minas artisanal produced in Araxá 

region. The majority of them showed in vitro probiotic potential. L. brevis (A6) would be 

selected to be tested for searching its in vivo probiotic potential and use for cheesemaking as a 

beneficial microorganism, preserving cheese identity. 

Key words: Lactobacillus, artisanal cheese, beneficial microorganisms, antibiogram, resistance 

to gastric juice, antagonism 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Estima-se que a produção de queijos tenha sido iniciada a partir da domesticação dos animais e 

do aproveitamento de seus produtos (IPHAN, 2006). Atualmente, existem mais de mil tipos de 

queijos sendo este, o derivado lácteo de maior produção mundial, com perspectivas de comércio 

superior a 83,3 milhões de toneladas (FAO, 2009; DELAMARE et al., 2012; FAO, 2014).  

 

No Brasil, a técnica de produção do queijo foi introduzida pelos colonizadores portugueses, com 

um modo de fabricação tipicamente artesanal (MINAS GERAIS, 2014). No decorrer da história 

do país, o queijo consolidou-se como um produto bastante apreciado pela população sendo 

produzido e/ou comercializado em praticamente todo território nacional. 

 

Um exemplo disso é que cada região geográfica brasileira possui, pelo menos, um tipo de queijo 

artesanal. No Norte há produção do queijo Marajó; no Centro-Oeste, do queijo caipira; no Sul, 

do queijo serrano; no Nordeste, dos queijos de manteiga e coalho e no Sudeste, do queijo Minas 

artesanal (NOBREGA, 2012).  

 

O queijo Minas artesanal é um dos mais antigos e tradicionais queijos produzidos no Brasil, 

sendo responsável pela geração de renda para um grande número de pequenos produtores rurais. 

A produção centenária é caracterizada pela utilização de leite cru e adição do fermento 

endógeno, conhecido popularmente com “pingo”, além do processo de maturação, que é 

realizado em propriedades rurais, cuja grande maioria tem como base à agricultura familiar 

(DORES e FERREIRA, 2012).  

 

Além da não utilização de tratamentos térmicos, os queijos artesanais são produzidos sem o 

emprego de cultivos iniciadores comerciais, sendo os processos de acidificação e fermentação 

decorrentes do metabolismo de bactérias ácido láticas (BAL) presentes no leite, no soro 

fermento e no ambiente das queijarias. Esses micro-organismos conferem ao produto 

características peculiares de sabor, aroma, textura, entre outros atributos sensoriais (COGAN et 

al., 1997; THOMÉ DA CRUZ e MENASCHE, 2009). Além disso, BAL têm demonstrado 

potenciais propriedades probióticas, como ação antagonista contra micro-organismos 

patogênicos (COSTA et al., 2013; ANDRADE et al., 2014). 

 

Segundo definição da Organização das Nações Unidas para a Agricultura e Alimentação (FAO), 

probióticos são micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, 

conferem um efeito benéfico à saúde do hospedeiro (FAO, 2002). O mercado dos produtos com 

apelo probiótico encontra-se em plena expansão, com isso a indústria alimentícia tem buscado 

desenvolver novos produtos para atender um consumidor que busca uma alimentação prática, 

sem a necessidade de preparações elaboradas que demandem tempo, e ao mesmo tempo 

saudáveis. 

 

Nesse contexto, há um grande potencial tecnológico para a utilização de BAL isoladas a partir 

de produtos lácteos artesanais. Fato que tem resultado no interesse crescente por estudos que 

identifiquem a microbiota lática, caracterizem as potenciais propriedades probióticas desses 

micro-organismos, bem como seu eventual uso na elaboração de novos produtos. 
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Como o estado de Minas Gerais é o maior produtor de queijo do Brasil e grande parte dessa 

produção é de queijo Minas artesanal, há interesse pela identificação da microbiota lática bem 

como de suas possíveis propriedades probióticas. Das sete regiões oficialmente reconhecidas 

pelo estado como produtoras (Araxá, Canastra, Cerrado, Campo das Vertentes, Serro, Serra do 

Salitre e Triângulo) já foram identificadas BAL com propriedades probióticas in vitro nas 

regiões de Campo das Vertentes e Serra da Canastra (COSTA et al., 2013; ANDRADE et al., 

2014; SANT’ANNA, 2015). Na literatura consultada, não foram encontrados estudos que 

tenham identificado BAL com tais propriedades em queijo Minas artesanal produzido na região 

de Araxá. Sendo necessárias pesquisas que identifiquem a microbiota lática presente no queijo 

elaborado nessa região, bem como avaliem possíveis propriedades probióticas.  

 

2. OBJETIVOS 
 

2.1. Objetivo Geral: 

 

Identificar e avaliar o potencial probiótico in vitro de bactérias ácido láticas (BAL) presentes em 

queijos Minas artesanais produzidos na região de Araxá  

 

2.2. Objetivos Específicos 
 

 Identificar molecularmente BAL presentes em queijos Minas artesanais produzidos na 

região de Araxá.  

 

 Determinar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de Lactobacillus spp. 

presentes em queijos Minas artesanais produzidos na região de Araxá. 

 

 Avaliar a resistência ao suco gástrico e aos sais biliares de Lactobacillus spp. presentes 

em queijos Minas artesanais produzidos na região de Araxá. 

 

 Avaliar a produção de peróxido de hidrogênio de Lactobacillus spp. presentes em 

queijos Minas artesanais produzidos na região de Araxá. 

 
 Avaliar a atividade antagonista de Lactobacillus spp. presentes em queijos Minas 

artesanais produzidos na região de Araxá. 

 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Queijo  
 

O queijo é considerado um dos alimentos mais antigos que se tem registro na história da 

humanidade. Estima-se que a sua produção tenha sido iniciada há, aproximadamente, 10.000 

a.C. (antes de Cristo) na região onde atualmente localiza-se o Iraque. Segundo os dados 

históricos, o queijo teria surgido a partir de uma combinação ao acaso de temperatura ideal, 

presença de bactérias ácido láticas (BAL) e enzimas presentes no estômago de ruminantes, onde 

o leite foi acondicionado (IPHAN, 2006).  
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Há relatos de consumo de leite solidificado datando de 7.000 anos a.C. e achados arqueológicos 

revelam a existência de queijos feitos a partir de leite de vaca e de cabra 6.000 anos a.C. Murais 

em tumbas egípcias mostram cenas de fabricação de queijo no antigo Egito e a Bíblia cita este 

produto em mais de uma passagem do velho testamento. Ainda, nos escritos de Aristóteles, há 

referência a queijos feitos de leite de égua e jumenta (PERRY, 2004). 

 

A partir do Império Romano, a produção de queijos foi aperfeiçoada, alcançando um alto 

padrão. Nessa época, a técnica de maturação já havia sido desenvolvida e as casas possuíam um 

espaço próprio para a fabricação e a maturação dos queijos. Estes eram servidos tanto à nobreza, 

quanto aos soldados das Legiões Romanas. A partir desses estados feudais e dos mosteiros, de 

onde os conhecimentos adquiridos eram passados para as gerações sucessoras, a produção de 

queijos foi realmente estabelecida (PAULA et al., 2009). Tal produção caracteriza-se, até hoje, 

como um processo de concentração do leite, no qual parte dos componentes sólidos, 

principalmente proteína e gordura, são concentrados na coalhada, enquanto as proteínas do soro, 

a lactose e os sólidos solúveis são removidos no soro.  

 

Porém, naquela época, as comunidades eram essencialmente auto-suficientes e 

consequentemente, ocorriam poucas viagens e troca de informações entre elas. Isso explica o 

fato da existência de centenas de variedades de queijos com características bem definidas, 

obtidos da mesma matéria-prima. A maioria dessas variedades surgiu de forma casual, devido à 

determinada circunstância local (composição do leite, microbiota endógena, espécie e raça do 

animal) ou por causa de um único evento acontecido durante a tentativa de produção ou 

estocagem do queijo (crescimento de mofos ou outros micro-organismos). Presumidamente, os 

eventos que provocaram tais mudanças desejadas na qualidade do queijo foram incorporados 

aos fluxogramas de fabricação que vêm sofrendo adaptações evolutivas ao longo dos anos (FOX 

et. al., 2000). 

 

Atualmente, estima-se que existam em torno de mil variedades de queijo e que 30% da 

produção mundial de leite destina-se à sua elaboração. Os queijos holandeses, suíços, de massa 

filada, Cheddar e Parmesão representam mais de 80% da produção mundial (PAULA et al., 

2009). Dentro desse contexto, também há destaque para os queijos considerados artesanais.  

 

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ), queijo é definido como o 

produto fresco ou maturado que se obtém por separação parcial do soro do leite ou leite 

reconstituído (integral, parcial ou totalmente desnatado) ou de soros lácteos, coagulados pela 

ação física do coalho, enzimas específicas de bactérias específicas, de ácidos orgânicos, isolados 

ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregação de 

substâncias alimentícias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, 

substâncias aromatizantes e matérias corantes (MAPA, 1996). 

 

A denominação de artesanal é conferida em virtude do modo de produção dos queijos, seguindo 

técnicas tradicionais de elaboração que são repassadas ao longo de gerações entre famílias e 

comunidades. Utilizando, na maioria dos casos, leite cru e sem o emprego de cultivos 

iniciadores comerciais (COGAN et al., 1997; THOMÉ DA CRUZ e MENASCHE, 2009). Só no 

Brasil estima-se que 40% do volume total de queijos produzidos no país seja de produtos 

artesanais, com destaque para o queijo Minas artesanal que possui o maior volume de produção 

no país (SEBRAE, 2008).  
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3.2.  Queijos artesanais no Brasil 
 

No Brasil, a técnica de elaboração do queijo foi introduzida pelos colonizadores portugueses, 

logo nos primeiros anos da Colônia. Em 1534, Martim Afonso de Souza importou os primeiros 

bovinos, trazidos das Ilhas da Madeira e das Canárias. A criação desses animais no Brasil foi 

iniciada por Duarte Coelho, em Pernambuco. O leite proveniente do gado bovino trazido ao 

Brasil, além de alimento, foi utilizado para a produção do queijo tipicamente artesanal, porém 

há divergências se o modo de elaboração teve como base o do queijo da Serra da Estrela ou dos 

Açores (MINAS GERAIS, 2014). 

 

Estima-se que o início da produção de queijos no Brasil tenha ocorrido em 1552, numa granja 

leiteira instalada no colégio jesuíta em São Salvador, Bahia (DIAS, 2010). Porém, somente em 

1790 é que são datados os primeiros registros do comércio de carne seca, manteiga e queijos em 

certas regiões do país, como no Sudeste. A elaboração de queijo era realizada de forma 

rudimentar e em escala doméstica até meados do século XIX, quando algumas fazendas de 

Minas Gerais, situadas às margens do caminho para a capital do império, produziam queijo 

elaborado de modo simples, com pouca maturação e que teve boa aceitação no mercado do Rio 

de Janeiro. Esse produto ficou conhecido como “O queijo de Minas” (LEANDRO, 1987).  

 

Com o passar da história do país, a produção de queijos artesanais foi difundida por todo o 

território nacional. Sendo produzido em cada região do país, pelo menos um tipo de queijo 

artesanal (Figura 1) (NOBREGA, 2012).   



 

 

19 

 

 
                                                                                    Adaptado de Nobrega (2012) 

Figura 1. Distribuição dos queijos artesanais brasileiros, por região de origem 

 

Cerca de 25% das mais de 32.000 toneladas de leite produzidas no Brasil em 2013, foram 

destinadas a elaboração de queijos. Desse total, 40% foi representada por queijos artesanais, o 

que demonstra a importância desses produtos para a economia nacional, a geração de emprego e 

renda e a fixação do homem no campo (SEBRAE, 2008; USDA, 2013). 

 

A produção de queijos artesanais possui um importante papel econômico e social, pois é 

essencial para a subsistência de populações agrícolas pelo seu consumo e/ou comercialização, 

sendo, em alguns casos, a única fonte de renda para famílias inteiras. Estes queijos têm seu 

histórico de produção correlacionado com a vida dos produtores, que dizem ter apreendido o 

modo de elaboração com seus antecedentes (THOMÉ DA CRUZ & MENASCHE, 2009).  

 

3.2.1. Queijo Minas Artesanal 
 

Os números da cadeia produtiva do leite em Minas Gerais são bastante representativos. O estado 

é o maior produtor de leite do Brasil. Em 2013, foi responsável por 27,2% da produção nacional 

que, em números absolutos, corresponde a 9,3 bilhões de litros. Minas Gerais também é 
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considerado o maior produtor de queijo. Das 499 mil toneladas elaboradas em 2004, 200 mil 

saíram das queijarias mineiras. Além disso, metade da produção nacional de queijos é 

consumida no estado (PERRY, 2004; ABIQ, 2006; IBGE, 2013). Esses números demonstram a 

vocação histórica do estado pela pecuária leiteira.  

 

3.2.1.1. Histórico 

 

Segundo relatos históricos, a produção de queijo artesanal em Minas Gerais teve inicio no 

século XVIII a partir da busca pelo ouro no Brasil central. Os exploradores que se dirigiam a 

essa região do país levaram consigo a técnica de elaboração do queijo, baseada naquela utilizada 

para o queijo da Serra da Estrela. O queijo de Minas, como assim ficou conhecido o produto, 

era elaborado a partir de leite cru e encontrou nas condições serranas do estado um ambiente 

ideal que, somado a outros fatores, conferiram ao produto características peculiares, porém 

apenas o excedente do leite era destinado à elaboração do queijo (MARTINS, 2006).  

 

Apenas no final do século XIX que surgiu a ideia de montar no Brasil a primeira indústria de 

queijos da América latina. Esta foi instalada em 1889 no município de Santos Dumont, zona da 

mata mineira, com a produção de um queijo adaptado do queijo do Edam, chamado de queijo 

reino (FURTADO, 2008).   

 

Com a decadência da mineração, o queijo de Minas foi consolidado na economia do estado e 

seu modo de elaboração repassado ao longo de gerações, transformando-o numa herança 

cultural, gastronômica e econômica do estado (NOBREGA, 2012). Atualmente, o mercado de 

queijo Minas artesanal movimenta em torno de dez milhões de reais ao mês, empregando cerca 

de 30 mil famílias de pequenos produtores rurais em algumas regiões do estado (PERRY, 

2004).  

 

Segundo o Instituto do Patrimônio Histórico e Artístico Nacional (IPHAN), o queijo Minas é, 

atualmente, uma das maiores expressões da chamada “mineiridade", pois seu modo de produção 

vem sendo passado de geração a geração, fato que garantiu ao longo dos séculos a 

sustentabilidade das famílias. Essa foi uma das justificativas utilizadas para o registro do modo 

artesanal de elaboração do “Queijo de Minas” como patrimônio imaterial brasileiro (IPHAN, 

2008). 

 

3.2.1.2. Aspectos legais da produção e comercialização do queijo 

Minas artesanal 
 

No processo de elaboração do queijo Minas artesanal, assim como de tantos outros queijos 

artesanais, é utilizado leite cru. Isto gera uma série de implicações legais e sanitárias, devido ao 

risco de veiculação de patógenos pelo consumo do alimento, caso esteja contaminado. 

Em 1996, o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), por intermédio da 

Portaria nº146, estabeleceu a pasteurização como tratamento térmico obrigatório a ser 

submetido o leite destinado a fabricação de queijos. Exceto o leite higienizado que se destine à 

elaboração dos queijos submetidos a um processo de maturação a uma temperatura superior aos 

5º C, durante um tempo não inferior a 60 dias (MAPA, 1996).     
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Porém, essa determinação não pode ser seguida pelos produtores de queijos artesanais, em 

virtude do modo tradicional de elaboração desses produtos, que não inclui pasteurização, bem 

como a realização da maturação do produto, pois quando esta etapa é realizada não perdura por 

60 dias ou mais. Com o impasse, estados com tradição na elaboração de queijos artesanais, 

como Minas Gerais e Pernambuco, criaram legislações próprias que, dentre outras premissas, 

permitiram a elaboração de queijo a partir de leite cru (PERNAMBUCO, 2007; MINAS 

GERAIS, 2012).  

 

No ano 2000, o MAPA publicou a Resolução nº 07, que definiu o queijo Minas artesanal 

produzido com leite cru como algo excepcional, sendo permitida sua comercialização para o 

consumo após 60 dias de cura ou maturação em entreposto de laticínios registrado no Sistema 

de Inspeção Federal (SIF) (MAPA, 2001). Tal resolução gerou uma discussão entre os 

produtores e o MAPA, pois caso fosse seguido o período de maturação estabelecido o produto 

apresentaria modificações em propriedades organolépticas, como sabor e textura. Essas 

modificações poderiam, inicialmente, resultar em rejeição dos consumidores.  

 

Com isso, o MAPA publicou a Instrução Normativa nº57/2011 que, dentre outras medidas, 

permitiu que os queijos artesanais tradicionalmente elaborados a partir de leite cru sejam 

maturados por um período inferior a 60 dias, desde que estudos técnico-científicos comprovem 

que a redução do período de maturação não compromete a qualidade e a inocuidade do produto 

(MAPA, 2011a). Em 2013, o MAPA publicou uma nova Instrução Normativa permitindo que o 

novo período de maturação dos queijos artesanais seja estabelecido, após a avaliação dos 

estudos, pelo órgão estadual e/ou municipal de inspeção industrial e sanitária reconhecidos pelo 

Sistema Brasileiro de Inspeção de Produtos de Origem Animal (SISBI/POA), anteriormente 

apenas o MAPA possuía esta prerrogativa (MAPA, 2013). 

 

Como mencionado anteriormente, o estado de Minas Gerais dispõe de legislação própria sobre a 

produção e comercialização dos queijos artesanais. Tal legislação confere ao Instituto Mineiro 

de Agropecuária (IMA) a responsabilidade pelo estabelecimento de diretrizes para a produção 

de queijo Minas artesanal. Atualmente, são reconhecidas, pelo IMA, sete regiões produtoras de 

queijo Minas artesanal: Araxá, Canastra, Cerrado, Campo das Vertentes, Serro, Serra do Salitre 

e Triângulo (figura 2) (EMATER, 2009; IMA, 2009, 2014a, 2014b, 2014c). Cada uma delas 

produz queijos de sabor, textura e formato peculiares, resultado de características distintas de 

clima, solo, temperatura, pastagens, genética do gado, origem do coalho, soro fermento e 

técnicas particulares de produção dos queijos.  
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                                                                                                                          Fonte: EMATER (2015) 

Figura 2. Mapa das regiões reconhecidas, pelo IMA, como produtoras de queijo Minas artesanal 

Além do reconhecimento como região produtora, cabe ao IMA estabelecer o período mínimo de 

maturação do queijo Minas artesanal em cada região. Na Portaria nº1305, de abril de 2013, o 

órgão estabelece o período mínimo de 17 dias para a microrregião do Serro e de 22 dias para as 

microrregiões da Canastra, do Cerrado, de Araxá e do Campo das Vertentes, até que sejam 

realizadas novas pesquisas confirmando ou retificando os referidos tempos de maturação (IMA, 

2013).  

 

Porém, o estudo realizado por Sales (2015), analisando queijos Minas artesanais de seis 

propriedades da região de Araxá, cadastradas no IMA, durante 60 dias de maturação nas épocas 

de seca e chuva, concluiu que o prazo de 14 dias seria o período mínimo de maturação para 

atender os parâmetros da legislação vigente. Tal estudo poderá ser utilizado para 

estabelecimento de um novo prazo legal de maturação do queijo elaborado na região 

supramencionada.  

 

3.2.1.3. Microrregião de Araxá 

 

Estima-se que a produção do queijo Minas artesanal da região de Araxá tenha sido iniciada no 

século XVIII, com a chegada dos primeiros moradores a região, atraídos pelo ouro. A instalação 

das primeiras fazendas também ocorreu no mesmo período, estimulada pela qualidade da água 

da região. (ARAUJO, 2004).  

O queijo Minas artesanal produzido na região de Araxá seguiu os moldes do queijo São Jorge, 

produzido no arquipélago de Açores, território autônomo de Portugal. Entretanto, em Araxá, o 
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queijo adquiriu peculiaridades, em parte, devido a fatores edafoclimáticos (EMATER, 2003). E, 

apesar do tempo, a técnica de elaboração do queijo continua preservada tendo grande 

importância histórica e cultural para a região.  

 

Atualmente, o queijo Minas artesanal da região de Araxá é elaborado nos municípios de Araxá, 

Campos Altos, Conquista, Ibiá, Pedrinópolis, Perdizes, Pratinha, Sacramento, Santa Juliana e 

Tapira, como observado na figura 3 (IMA, 2015). Estima-se que em toda região existam mais 

de seis mil criadores de bovinos e que 1338 se dediquem a produção de leite. De todo o leite 

obtido, 40% é destinado à elaboração de queijos, com uma produção anual de 11 mil toneladas, 

aproximadamente. Desse total, 70% são comercializados em São Paulo e 30% são divididos 

entre a demanda do comércio de quitandas, em especial para o pão de queijo (EMATER, 2003, 

ARAÚJO, 2014, SALES, 2015).  

 

 
                                                                                           Adaptado de Araújo (2004) 

Figura 3. Mapa da microrregião produtora de queijo Minas artesanal de Araxá 

 

Em toda região existem 27 produtores cadastrados no IMA, produzindo queijo conforme a 

legislação sanitária vigente. Também existe uma queijaria e um entreposto registrado no 

SISBI/POA, onde os queijos são submetidos à maturação exigida pela legislação e são 

comercializados nacionalmente (MINAS GERAIS, 2015). 

 

O fluxograma de elaboração do queijo Minas artesanal da região de Araxá encontra-se na figura 

4, onde é possível visualizar as etapas em que são adicionados seus ingredientes obrigatórios: o 
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leite cru de vaca, o fermento endógeno (também chamado de “pingo”), o coalho e o sal. Após 

elaboração, o queijo apresenta formato cilíndrico, diâmetro de 14-17 cm, altura de 4-7 cm e 

peso de 1,0-1,4 Kg. O queijo adquiri textura compacta, coloração branca-creme homogênea, 

crosta fina sem trincas e sabor moderadamente ácido (ARAÚJO, 2014).  

 

Um dos principais responsáveis pelas características peculiares do queijo Minas artesanal é o 

soro fermento. Este fermento endógeno utilizado na preparação dos queijos consiste na fração 

de soro fermentado, originado do dessoramento de queijos produzidos no dia anterior, que é 

coletado e utilizado na elaboração de novos queijos (RESENDE, 2010). Essa prática permite 

que seja mantida a microbiota bacteriana da região, mantendo a característica do terroir e seu 

sabor único. O pingo é considerado a unidade identitária do produto por possuir, dentre outros, 

populações de BAL presentes em cada região produtora (CHALITA et al., 2009). 

 
                                                                                      Fonte: EMATER (2003) 

Figura 4. Fluxograma de elaboração do queijo Minas artesanal da região de Araxá. 
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3.3.  Bactérias Ácido Láticas  

 

3.3.1. Características gerais 
 

BAL constituem um grupo de bactérias Gram positivo que possuem características 

morfológicas, metabólicas e fisiológicas semelhantes. Tal grupo apresentam-se na forma de 

cocos, cocobacilo ou bacilos não formadores de esporos, tendo o ácido lático como principal 

produto da fermentação dos carboidratos (HASSAN e FRANK, 2001; SALMINEN et al., 

2004).  

 

As BAL fazem parte da microbiota dos tratos gastrintestinal, respiratório superior e urogenital 

inferior de diferentes espécies animais, sendo naturalmente encontradas em habitats nutritivos, 

como vegetais, grãos, leite, carne e seus derivados (TANNOCK et al., 1999; RESENDE, 2011). 

O grupo é formado por treze gêneros bacterianos: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, 

Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Paralactobacillus, 

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (LEISNER, 2000; JAY et al., 2005). 

Esses gêneros recebem a denominação de BAL devido ao principal produto de seu processo 

fermentativo, o ácido lático. 

 

3.3.2. Processo fermentativo das BAL 

 

A produção do ácido lático ocorre a partir da utilização da principal fonte de nutrientes dessas 

bactérias que geralmente são os carboidratos, como a glicose (IKEDA et al., 2013). As BAL 

tem enorme capacidade de degradar diferentes carboidratos, resultando predominantemente em 

ácido lático. Estima-se que 50% de todo o carboidrato consumido por essas bactérias seja 

convertido nesse ácido. Essa conversão ocorre por duas vias metabólicas conhecidas como 

homo e heterofermentativas (Figura 5).  
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                                                                                       Fonte: Salminen et al. (2004) 

Figura 5. Representação das vias homo (a) e heterofermentativas (b). 

 

Na via homofementativa, também conhecida como Embden-Meyerhof-Parnas ou glicolítica, há 

produção quase que exclusiva de ácido lático. Essa via é caracterizada pela formação da frutose-

1-6-difosfato que é clivada, por uma aldeose, em di-hidroacetona fosfato (DHAP) e 

gliceraldeído-3-fosfato (GAP). Tanto o GAP quanto o DHAP (oriunda do GAP) são convertidos 



 

 

27 

 

em piruvato que, em condições normais (excesso de carboidratos e pouco oxigênio), é reduzido 

a ácido lático. A via heterofermentativa, que também é conhecida como 6-

fosfogluconato/fosfocetolase ou via das pentoses fosfatos, é caracterizada por uma 

desidrogenação inicial que resulta na formação de 6-fosfogluconato, seguida de uma 

descarboxilação. A pentose remanescente é clivada em GAP e acetil fosfato. O GAP é 

metabolizado resultando na formação de ácido lático enquanto que o acetil é reduzido a etanol 

por intermédio de reduções de acetil-CoA e acetoaldeído. Nesse processo, ocorre produção de 

outras substâncias, como dióxido de carbono e ácido acético (SALMINEN et al., 2004; 

FUGELSANG e EDWARDS, 2007).  

 

De acordo com o processo fermentativo desempenhado, essas bactérias são classificadas em 

homofermentativas obrigatórias, heterofermentativas facultativas e heterofermentativas 

obrigatórias. Dentro de um mesmo gênero, podem existir espécies com comportamento 

distintos, a exemplo de Lactobacillus spp., em que L. acidophilus, L. casei e L. brevis são 

homofermentativas obrigatórias, heterofermentativas facultativas e heterofermentativas 

obrigatórias, respectivamente (JAY, 2005).  

 

Outra divisão do gênero é estabelecida quanto à atmosfera de crescimento. As BAL podem 

apresentar-se como aeróbias, microaerófilas ou anaeróbias facultativas necessitando, de acordo 

com a espécie, de aminoácidos, purinas, ácido fólico e ácido nicotínico, entre outros nutrientes 

(FUGELSANG & EDWARDS, 2007). As BAL também podem ser classificadas de acordo com 

a temperatura de crescimento, em mesófilas (26-41°C), tendo como representantes bactérias dos 

gêneros Lactococcus e Leuconostoc e termófilas (42°C), como Streptococcus thermophilus e 

Lactobacillus spp (JAY, 2005).  

 

3.3.3. Identificação 

 

A identificação de BAL pode ser realizada mediante o crescimento em meios de cultura 

seletivos, com posterior identificação do gênero e/ou espécie utilizando técnicas bioquímicas, 

fisiológicas e moleculares ou exclusivamente utilizando métodos moleculares, como a Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR) (EMBRAPA, 2009; RESENDE, 2011).   

 

O método clássico de identificação das BAL é a microbiologia tradicional, na qual é necessário 

o isolamento bacteriano que é realizado por meio do cultivo microbiológico. Para isso, há uma 

série de meios de cultura disponíveis; porém, os mais utilizados são o ágar M17 e o ágar Rogosa 

acidificado ou o ágar MRS, para isolamento de bactérias com morfologia de cocos e bacilos, 

respectivamente (HASSAN e FRANK, 2001; CARVALHO, 2007). Após o isolamento, são 

realizadas provas bioquímicas e fisiológicas, como a coloração de Gram e a prova da catalase 

para identificação mais detalhada dos micro-organismos cultivados. Entretanto, Quere et al. 

(1997) relataram que a identificação exclusiva por meio de testes fisiológicos e bioquímicos 

apresenta limitações, pois algumas espécies de BAL são fenotipicamente relacionadas e, muitas 

vezes, esses testes não permitem a separação genética de subespécies, como no caso de 

Lactococcus lactis, que podem pertencer às subespécies lactis ou cremoris. Uma alternativa 

para realizar uma identificação com maior acurácia são as técnicas moleculares.  

 

Com o advento da biologia molecular, diversos métodos, como a PCR, têm sido desenvolvidos 

para identificar e classificar de forma mais fidedigna os micro-organismos. Tais métodos podem 
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ser utilizados tanto para confirmar a identificação bioquímica e fisiológica quanto para 

identificação de amostras de micro-organismos coletadas diretamente do alimento, 

independentemente de cultivo.  

 

Segundo Sant’anna (2015), as principais técnicas para identificação de BAL baseadas em 

métodos moleculares caracterizam-se pela amplificação e/ou sequenciamento de sequências 

altamente conservadas nos genes, tais como: amplificação da região intergênica espaçadora 

(ITS1) 16S-23S, amplificação utilizando sequências repetidas (GTG5), restrição enzimática da 

região ITS 16S-23S e sequenciamento do gene codificador do RNA ribossomal do gene 16S.  

A amplificação do gene codificador do RNA ribossomal do gene 16S com posterior 

sequenciamento gênico é um método de identificação molecular de BAL realizado com sucesso. 

Neste caso são utilizados nucleotídeos de uma região conservada em diversos micro-

organismos. Após amplificação, o produto da PCR é submetido a plataformas de 

sequenciamento que realizam a análise sequencial. Os resultados são comparados em bases de 

dados que são acessadas via web, a exemplo: ARB package (http://www.arb-home.de/), NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e RDP (http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp) 

(O'SULLIVAN, 2000; BEN AMOR et al., 2007; SANT’ANNA, 2015). 

 

Entretanto, essa técnica apresenta algumas limitações como é o caso da identificação dos grupos 

de Lactobacillus casei e L. pantarum, em que o sequenciamento é utilizado como técnica de 

triagem. Isso ocorre devido à elevada similaridade filogenética (varia de 65 a mais de 99%) 

existente entre as espécies que constituem ambos os grupos. Além disso, o sequenciamento do 

gene 16S rDNA utiliza primers que tem por alvo as regiões terminais do gene que são 

universalmente conversadas, não considerando as diferenças gênicas existentes entre esses dois 

grupos (COLLINS et al., 1989; WARD e TIMMINS, 1999; TORRIANI et al., 2001).   

 

Neste contexto, a PCR espécie-específica tem sido utilizada como técnica de identificação 

definitiva das espécies que constituem os dois grupos. Nesse tipo de PCR, uma pequena 

sequência de nucleotídeos, específica da espécie de interesse, é escolhida e utilizada como 

molde para o desenho de primers para identificação do micro-organismo. Na literatura existe 

uma ampla variedade de protocolos de PCR para identificação de BAL, como E. faecalis, E. 

faecium, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis ssp. lactis e 

Streptococcus thermophillus (LICK et al., 1996; BEIMFOHR et al., 1997; CHENG et al., 1997; 

LLEO et al., 1999; SONG et al., 2000; GUARNERI et al., 2001; ARASU et al., 2015). 

 

No caso do grupo Lactobacillus casei, formado pelas espécies L. casei, L. paracasei e L. 

rhamnosus, a diferenciação entre as espécies ocorre pela amplificação da região VI do gene 16S 

rRNA, resultando em produtos com diferentes pares de bases para cada espécie (KLIJN et al., 

1991; WARD e TIMMINS, 1999). Para o grupo Lactobacillus plantarum, formado pelas 

espécies L. plantarum, L. pentosus e L. paraplantarum, a identificação de cada espécie pode ser 

realizada pela amplificação do gene recA, que é utilizado como marcador de relações 

filogenéticas e encontra-se bem conservado no genoma bacteriano. Assim como no grupo L. 

casei, após a amplificação, são visualizados produtos com diferentes tamanhos de pares de 

bases para cada espécie (EISEN, 1995; TORRIANI et al., 2001).  

 

Segundo Ventura e Zink (2002), também podem ser utilizadas técnicas baseadas em restrições 

enzimáticas como: DNA polimórfico randomicamente amplificado (RAPD), fragmento 
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randômico polimórfico amplificado (RFLP) e comprimento polimórfico amplificado (AFLP), 

que são ferramentas rápidas e confiáveis para realizar o fingerprinting molecular, tendo como 

objetivo identificar e distinguir várias espécies de BAL seja de origem clínica, fecal, intestinal 

ou de alimentos. No ultimo caso, a aplicação da restrição enzimática permite a seleção, 

identificação, caracterização e rastreamento de BAL presentes em vários produtos alimentícios, 

a exemplo dos queijos artesanais (SANT’ANNA, 2015).  

 

3.3.4. Biodiversidade em queijos artesanais   
 

Nos queijos artesanais que geralmente são produzidos a partir de leite cru e não recebem 

culturas iniciadoras comerciais, as BAL, existentes no soro fermento, são responsáveis por todo 

o processo fermentativo do produto (COGAN et al., 1997). Essas BAL desempenham duas 

funções principais: a de culturas iniciadoras, por meio da fermentação da glicose e consequente 

produção de ácidos orgânicos, como o ácido lático; e como culturas adjuntas que são 

responsáveis pelo processo de maturação (BERESFORD et al., 2001; SETTANI e 

MOSCHETTI, 2010). Tais bactérias são imprescindíveis, para o desenvolvimento de 

características peculiares do produto, como sabor e aroma (CARR et al., 2002; BRASIL, 2009). 

Com isso, diversos estudos, apresentados a seguir, vêm sendo realizados em várias regiões do 

mundo com o intuito de identificar a microbiota lática presente em queijos artesanais.  

 

Cogan et al. (1997) realizaram um dos estudos mais amplos para caracterização da microbiota 

lática presente em derivados lácteos artesanais, tendo  identificado, a partir de provas 

bioquímicas, 4379 amostras de BAL em 35 produtos, sendo 24 queijos produzidos na Espanha, 

França, Grécia, Irlanda, Itália e Portugal. No caso específico dos queijos, as BAL identificadas 

foram Lactococcus spp., Enterococcus spp., Streptococcus thermophilus, Lactobacillus 

mesofílicos, Leuconostoc spp. e Lactobacillus termofílicos. Segundo os autores, os queijos 

utilizados no estudo eram recém-elaborados e não tinham sido submetidos a um longo processo 

de maturação, tendo como população dominante as bactérias responsáveis pela produção de 

ácido. 

 

Na Espanha, o queijo Manchego é considerado o queijo artesanal mais popular do país, sendo 

produzido com leite cru ou pasteurizado. Ballesteros et al. (2006) identificaram BAL neste tipo 

de queijo por meio de provas bioquímicas. Bactérias do gênero Lactobacillus foram 

identificadas com maior frequência (30%) com destaque para a espécie Lactobacillus paracasei 

ssp. paracasei, identificada em 20% das amostras. Também foram identificadas BAL dos 

gêneros Lactococcus, Leuconostoc e Enterococcus. Segundo os autores, a heterogeneidade da 

microbiota existente no produto é determinante para o desenvolvimento de características 

organolépticas particulares, como sabor e textura.  

 

Kongo et al. (2007) estudaram a microbiota lática presente no queijo São Jorge, um típico 

produto artesanal do arquipélago de Açores, território autônomo de Portugal. Os gêneros de 

BAL identificados, por métodos bioquímicos e ribotipagem, foram Lactobacillus (41%), 

Enterococcus (40%), Leuconostoc (16%), Pediocococcus (5%) e Lactococcus (4%).  Dentre as 

espécies, Lactobacillus paracasei apresentou maior frequência de identificação, 27% das 

amostras de micro-organismos isolados. Os autores sugeriram que a presença dessas BAL está 

relacionada com a acidificação e o aroma desenvolvidos nesse queijo. 
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Ainda na Europa, Grana Padano e Parmigiano Reggiano são tradicionais queijos italianos. 

Belletti et al. (2009) isolaram 141 amostras de Lactobacillus spp. desses queijos no período de 

1980 a 2008. Lactobacillus rhamnosus (60,28%), Lactobacillus helveticus (24,82%), 

Lactobacillus delbrueckii spp. lactis (7,09%) e Lactobacillus casei (7,8%) foram as espécies 

identificadas. Segundo os autores, as espécies L. delbrueckii spp. lactis e L. helveticus são 

culturas starter responsáveis pelo inicio do processo de fermentação do queijo. Enquanto que, 

L. casei e L. rhamnosus são culturas não starter que auxiliam no processo de maturação do 

produto.  

 

Comlek Peyniri é um queijo tradicional e muito comum na região da Anatólia Central, Turquia. 

Bulut et al. (2005) realizaram a identificação de 107 amostras de BAL, por meio de provas 

bioquímicas e PCR-RFLP. No total, 50,47% das amostras eram Lactococcus lactis ssp. lactis; 

19,63% Enterococcus faecium; 14,02% Lactobacillus paracasei ssp. paracasei; 9,35% 

Enterococcus spp.;  2,8% Enterococcus  faecalis; 1,87% Enterococcus durans e 1,87% 

Lactobacillus casei. Para os autores, os resultados obtidos demonstraram a variedade existente 

na microbiota lática do produto. 

 

No Marrocos, o queijo branco é um produto secular, bastante apreciado e produzido no país. A 

biodiversidade de BAL presentes neste tipo de queijo, produzido em oito regiões daquele país, 

foi estudada por Ouadghiri et al. (2005). Um total de 16 espécies foram identificadas, por 

provas bioquímicas e moleculares, nas 157 amostras de BAL (quadro 1). Segundo os autores, a 

ampla microbiota lática presente nesse queijo pode estar relacionada com as diferentes regiões 

em que o mesmo é produzido. 

 
Gênero Espécie % de isolamento 

Lactobacillus Lactobacillus plantarum 22,2 

Lactobacillus rhamnosus 4,5 

Lactobacillus paracasei 3,2 

Lactobacillus brevis 2,6 

Lactobacillus buchneri 0,6 

Lactococcus Lactococcus lactis 26,1 

Lactococcus garvieae 0,6 

Lactococcus raffinolactis 0,6 

Leuconostoc Leuconostoc pseudomesenteroides 13,3 

Leuconostoc mesenteroides 10,2 

Leuconostoc citreum 2,6 

Enterococcus Enterococcus durans 5,1 

Enterococcus faecalis 1,9 

Enterococcus saccharominimus 1,2 

Enterococcus faecium 0,6 

Streptococcus Streptococcus sp. 1,2 

Sem identificação - 1,2 

                                                                                                                              Fonte: Ouadghiri et al. (2005) 

Quadro 1. Gêneros, espécies e porcentagem de isolamento de BAL em queijo branco marroquino. 

 

No Brasil, onde também há tradição na elaboração de queijos artesanais, estudos têm 

identificado a biodiversidade da microbiota lática presente nesses produtos.  

 



 

 

31 

 

O queijo de coalho é o derivado lácteo de maior produção e consumo na região Nordeste do 

país. Carvalho (2007) identificou, utilizando provas bioquímicas, 643 amostras de BAL isoladas 

de queijo de coalho comercializado no estado do Ceará. Micro-organismos pertencentes aos 

gêneros Enterococcus (59,6%), Lactobacillus (22%), Streptococcus (12,8%), Lactococcus 

(1,7%) e Leuconostoc (0,6%) foram identificados. De acordo com o autor, a variedade de 

gêneros identificados retrata a diversidade da microbiota lática dos queijos analisados.  

 

O queijo serrano, produto artesanal típico da Região Sul do Brasil, assim como diversos outros 

produtos artesanais, possui alta aceitação no mercado, tendo importante papel social para a 

subsistência de pequenos produtores. Delamare et al. (2012) identificaram a microbiota lática 

presente em 20 amostras de queijo Serrano comercializadas no estado do Rio Grande do Sul. 

Foram identificadas, por análises bioquímicas e moleculares, 278 amostras de BAL. Destas, 

57,7% eram Lactobacillus plantarum, 19,2% L. paracasei, 7,7% L. rhamnosus, 7,7% L. 

acidophilus, e 3,8% L. curvatus e L. fermentum. Os autores relatam que em algumas amostras 

de queijo foram identificadas populações mistas de L. plantarum e L. paracasei que podem 

contribuir positivamente para as características sensoriais do produto, como o desenvolvimento 

do sabor. 

 

Resende et al. (2011), utilizando PCR ARDRA 16S-23S rDNA, identificaram  as populações de 

158 amostras de BAL presentes em amostras de queijo Minas artesanal elaborado na região da 

Serra da Canastra, Minas Gerais. Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei e Lactobacillus 

plantarum foram as principais espécies identificadas, além de Enterococcus spp., Lactococcus 

spp. e outras espécies de Lactobacillus (quadro 2). 

 

Gênero Espécie % de isolamento 

Lactobacillus 

Lactobacillus rhamnosus 13 

Lactobacillus casei 11,4 

Lactobacillus plantarum 11 

Lactobacillus hilgardii 2,5 

Lactobacillus paraplantarum 0,7 

Weissella 

 
Weissella paramesenteroides 0,7 

Lactococcus 

 
Lactococcus spp 34,2 

Enterococcus Enterococcus spp. 21,5 

Sem identificação - 1,3 

                                                                                                                                               Fonte: Resende et al. (2011) 

Quadro 2. Gênero, espécies e porcentagem de isolamento de BAL em queijo Minas artesanal da Serra da 

Canastra. 

 

A Serra do Salitre é outra região com tradição da elaboração do queijo Minas artesanal. Lima et 

al. (2009) identificaram a microbiota de BAL presente em leite, soro fermento, coágulo formado 

após a ação do agente coagulante e queijo frescal, provenientes de dez fazendas daquela região, 

por meio de provas bioquímicas. As espécies de bactérias láticas mais frequentes foram 

Lactococcus lactis, Enterococcus spp., Enterococcus faecalis e Streptococcus agalactiae. Os 

autores concluíram que a caracterização das culturas láticas, presentes nos queijos produzidos 

de maneira artesanal, pode possibilitar a seleção de culturas para iniciar o processo de 

elaboração desses produtos artesanais. 
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Castro (2015) identificou, por meio de PCR e sequenciamento da região 16S do rDNA, as BAL 

presentes em 21 amostras de queijo Minas artesanal elaborado na região de Campos das 

Vertentes, estado de Minas Gerais. Foram identificadas as espécies Enterococcus faecalis 

(42,86%), Lactococcus lactis (28,57%), Lactobacillus plantarum (14,28%), Enterococcus 

faecium (4,76%), Lactobacillus rhamnosus (4,76%), Lactococcus garvieae (4,76%). De acordo 

com o autor, a identificação em grande proporção de E. faecalis não é desejável, pois indicar 

práticas inadequadas de higiene durante o processamento do produto. 

 

Os resultados dos trabalhos citados, demostram a ampla biodiversidade de BAL presente em 

queijos artesanais. Indicam que, nesses queijos, a microbiota lática interfere diretamente nas 

características sensoriais dos produtos, fazendo com que cada um apresente características 

únicas. Também é possível observar que dentre os gêneros que constituem o grupo das BAL, 

aqueles que apresentam maior frequência de isolamento em queijos artesanais são Enterococcus 

spp., Lactococcus spp., Leuconostoc spp. e Lactobacillus spp. Este último foi identificado em 

todos os trabalhos da literatura consultada, com exceção do trabalho de Lima et al. (2009), 

indicando que esse gênero bacteriano está presente no ambiente de ordenha, elaboração e 

maturação dos queijos nas mais diversas partes do mundo.   

 

3.3.5. Lactobacillus spp. 
 

Lactobacillus spp. são classificados taxonomicamente como micro-organismos procariotos, do 

gênero Lactobacillus, filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales  e família 

Lactobacillaceae, agrupados na mesma família que Paralactobacillus spp. e Pediococcus spp. 

(GARRITY et al., 2004). As bactérias desse gênero são caracterizadas como, Gram positivo, 

microaerófilas, não formadoras de esporos, com morfologia variável de pequenos bastonetes a 

cocobacilos e, geralmente, catalase negativo. (FUGELSANG e EDWARDS, 2007).   

 

O primeiro isolamento de Lactobacillus spp. foi realizado em 1900, a partir de fezes de lactentes 

amamentados com leite materno, sendo denominado de Bacillus acidophillus, uma 

denominação genérica de lactobacilos intestinais (BADARÓ et al., 2008).  Atualmente, o 

gênero possui mais de 100 espécies que são classificadas em três grupos, com base no modo de 

fermentação dos carboidratos. O grupo I é formado pelas espécies homofermentativas 

obrigatórias que fermentam carboidratos (hexoses) para obtenção de ácido lático. No segundo, 

estão os lactobacilos heterofermentativos facultativos, que fermentam carboidratos para 

obtenção de ácido lático, CO2, etanol e H2O2. No grupo III estão às espécies heterofermentativas 

obrigatórias que utilizam, obrigatoriamente, hexoses e pentoses como fonte de carbono 

(LAHTINEN et al., 2012). No quadro três estão exemplificas algumas espécies pertencentes aos 

três grupos. 

  
Homofermentativos  

Obrigatórios 

Heterofermentativos 

facultativos 

Heterofermentativos 

obrigatórios 

Lactobacillus delbrueckii ssp. 

bulgaricus 

Lactobacillus casei Lactobacillus brevis 

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis Lactobacillus paracasei Lactobacillus fermentum 

Lactobacillus helveticus Lactobacillus plantarum Lactobacillus reuteri 
        Fonte: Fox et al. (2000), Embrapa (2009) e Lahtinen et al. (2012)  

Quadro 3. Classificação de espécies de Lactobacillus spp. de acordo com o modo de fermentação. 
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Esses micro-organismos são largamente encontrados na natureza, nos chamados “ambientes 

nutritivos”. Fazem parte da microbiota natural de seres humanos e animais, colonizando os 

tratos gastrointestinal e urogenital, a cavidade oral e a pele. Ainda são encontrados em diversos 

gêneros alimentícios como bebidas, frutas, vegetais, massas, carnes fermentadas e produtos 

lácteos (FELIS e DELLAGLIO, 2007). Os lácteos fermentados são os principais alimentos onde 

Lactobacillus spp. são encontrados, estando presentes em uma variedade de queijos, iogurtes, 

bebidas lácteas, kefir, entre outros, nos quais são utilizados como culturas starter e/ou adjuntas 

do processo fermentativo (LAHTINEN et al., 2012). 

 

Além de seu uso tecnológico, muitas amostras de Lactobacillus spp. são utilizadas 

comercialmente como probióticos nas mais diversas apresentações, tais como suplementos, 

cápsulas, iogurtes e sucos. Esse gênero é o mais frequentemente utilizado como probiótico, 

principalmente por ser considerado GRAS (Generally Recognised As Safe), o que lhe confere o 

status de seguro, não patogênico e incapaz de transmitir fatores de resistência para bactérias 

patogênicas (LEE et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2012). 

 

Dentre as espécies de Lactobacillus spp., aquelas que usualmente possuem amostras 

empregadas como probióticos são: L. acidophilus, L. brevis, L. casei ssp. paracasei e ssp. 

tolerans, L. delbreuckii subsp. bulgaricus, L. fermentum, L. helveticus, L. johnsonii, L. 

paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus e L. salivarius (COLLINS et al., 1998; SAAD, 2006).  

 

3.4.  Probióticos  
 

O termo “probiótico” tem origem grega e significa “para a vida”. Ao longo dos anos esse termo 

recebeu diversas definições, as mudanças ocorreram, principalmente, pelos avanços promovidos 

pela pesquisa científica que permitiram melhor compreensão entre a saúde intestinal e o bem 

estar adquirido pela administração dos probióticos (LEE e SALMINEN, 2009). 

 

Inicialmente, os probióticos foram definidos como um fator de origem microbiana que estimula 

o crescimento de outros micro-organismos (LILLY e STILLWELL, 1965). Posteriormente, 

foram denominados de organismos e substâncias que contribuem para o equilíbrio microbiano 

intestinal (PARKER, 1974). Tais definições foram sendo modificadas até que em 2002 a 

Organização Mundial de Saúde divulgou o conceito atual. Segundo o órgão, probióticos são 

micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem algum 

efeito benéfico à saúde do hospedeiro (FAO, 2002). 

 

3.4.1. Critérios de seleção e benefícios do uso de probióticos 

  

Para que um produto seja comercializado com apelo probiótico é necessário que a cultura 

microbiana utilizada atenda a uma série de requisitos que incluem a resistência frente ao suco 

gástrico e aos sais biliares, a capacidade de aderir e colonizar à mucosa intestinal, ao menos 

temporariamente, e produzir compostos antimicrobianos (GARDINER et al., 1998). Ainda há 

aspectos de segurança para uso humano, como não apresentar histórico de patogenicidade, nem 

associação a doenças tais como endocardite, além da ausência de genes determinantes da 

resistência aos antimicrobianos (OLIVEIRA et al., 2002).  
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Além disso, é imprescindível que a cultura apresente uma concentração mínima de células 

viáveis ao ser consumido (VINDEROLA et al., 2000; KALAVROUZIOTI et al., 2005). De 

acordo com a legislação brasileira, para ser considerado probiótico, o micro-organismo deve 

apresentar uma concentração de 10
8
 a 10

9
 UFC (unidades formadoras de colônias) em uma 

porção de consumo diário. Tal concentração deve permanecer inalterada até o final do prazo de 

validade do alimento, pois as ações do suco gástrico e dos sais biliares tendem a reduzir essa 

concentração a valores em torno de 10
6
 a 10

7
 UFC, quantidade necessária para que gerar efeitos 

benéficos à saúde do hospedeiro (ANVISA, 2008).  

 

Dentre os efeitos benéficos de produtos contendo micro-organismos probióticos destaca-se a 

manutenção do equilíbrio da microbiota intestinal, decorrente de sua competição por sítios de 

adesão, nutrientes e produção de compostos antimicrobianos. Também, é observada 

modificação no metabolismo microbiano, pelo aumento ou diminuição da atividade enzimática 

(SANDERS e O’SULLIVAN, 2003; SAAD, 2006). Além de contribuírem para as defesas 

contra infecções, pela produção de bacteriocinas (peptídeos com ação antimicrobiana), ácido 

lático e peróxido de hidrogênio (Redondo, Cook e Sobel, 1990; Klebanoff et al., 1991; Boris e 

Barbes, 2000). 

 

De acordo com Meira et al. (2010), o consumo de probióticos está relacionado a efeitos 

benéficos como alívio da intolerância à lactose; prevenção e redução dos sintomas de diarreia 

associada a antimicrobianos e causadas por rotavírus. Também existem relatos de benefícios em 

casos de infecções intestinais, doença inflamatória intestinal e alergia devido à adição de 

amostras selecionadas para produtos alimentares, muitas vezes em conjunto com prebióticos 

(oligossacarídeos que possuem o potencial de estimular seletivamente o crescimento de micro-

organismos) (LJUNGH e WADSTROM, 2006).  

 

3.4.2. Mecanismos de ação dos probióticos  
 

Segundo Oelschlaeger (2010), os probióticos podem exercer seus efeitos benéficos no 

organismo partir de três mecanismos de ação: modulação da imunidade, inibição de patógenos e 

restabelecimento da homeostase microbiana e proteção da barreira epitelial.  

 

3.4.2.1. Inibição de patógenos e restabelecimento da 

homeostase microbiana 

 

Os micro-organismos probióticos produzem uma variedade de compostos como bacteriocinas, 

peróxido de hidrogênio, ácidos orgânicos voláteis, ácido lático e acético que exercem ação 

antimicrobiana direta (VALLOR  et al., 2001; LEBEER et al., 2008; OELSCHLAEGER, 2010). 

Bacteriocinas são peptídeos cujas principais funções são atividade bactericida, prevenção do 

crescimento de bactérias nocivas na fermentação e preservação dos produtos lácteos (LJUNGH 

e WADSTROM, 2006). Esses peptídeos ou proteínas sintetizados pelos ribossomos bacterianos 

apresentam estabilidade térmica, alto ponto isoelétrico e são rapidamente digeridos no trato 

gastrointestinal dos humanos (CHEN e HOOVER, 2003).  Geralmente, as bacteriocinas agem 

induzindo a permeabilidade da membrana, resultando na saída de moléculas da bactéria alvo. 

Existem na literatura diversos estudos que descrevem a ação antagonista dessas substâncias 

contra patógenos, tais como Clostridium perfringens, Clostridium sporogenes, Enterococcus 

faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 
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enteritidis, Staphylococcus aureus, dentre outros (JAMUNA et al., 2005; GARCIA, 2006; 

TODOROV e DICKS, 2007; TODOROV, 2009). Porém, dentre as bacteriocinas já 

identificadas, apenas a nisina tem aplicação industrial, tendo seu uso em lácteos autorizado no 

Brasil desde 1996. Ela é produzida por determinadas amostras de Lactococcus lactis ssp. lactis 

e apresenta atividade antimicrobiana contra várias bactérias Gram positivo, particularmente 

sobre formas esporuladas termorresistentes (MAPA, 1996; JAY, 2005).  

Outros compostos de ação antimicrobiana são os ácidos orgânicos, bem como os ácidos lático e 

acético, que são produtos decorrentes do processo fermentativo realizado pelos probióticos. 

Desta forma, é gerado um efeito antimicrobiano dos ácidos. Isso está relacionado a vários 

fatores, tais como: queda do pH, o que irá causar uma redução tanto no pH do meio quanto no 

pH intracelular, pois a entrada de ácido através da membrana celular irá alterar o metabolismo 

da célula, resultando em um aumento do consumo de  adenosina trifosfato (ATP) celular. O 

efeito ocorre com a finalidade de bombear para o meio externo esse excesso de ácido, através 

dos canais, modificando assim a permeabilidade celular devido à interferência das proteínas de 

membrana, responsáveis pelo transporte ativo de nutrientes e redução da eficiência de produção 

de ATP. A redução no pH, além de inibir o crescimento de patógenos, favorece o 

desenvolvimento de bactérias probióticas, principalmente Lactobacillus spp., que são altamente 

adaptados a ambientes ácidos (SALMINEN e VON WRIGHT, 1993; GARCIA, 2006; LEBEER 

et al., 2008). 

 

Além da produção de ácidos, alguns probióticos produzem peróxido de hidrogênio (H2O2), que 

na presença de oxigênio possuem ação antimicrobiana, decorrente da sua atividade oxidante, 

sendo importante para a manutenção do equilíbrio da microbiota pela inibição de bactérias 

patogênicas (PRIDMORE et al., 2008). O H2O2 produzido por algumas amostras de 

Lactobacillus spp. que participam da colonização da mucosa vaginal tem demostrado ação 

contra de patógenos, sugerindo que possa estar relacionados com os mecanismos de defesa 

daquela região (VALLOR et al., 2001).  

 

3.4.2.2. Proteção epitelial 
 

A competição por nutrientes e/ou competição entre linhagens patogênicas e micro-organismos 

probióticos pelos mesmos sítios de adesão (exclusão competitiva), além da indução da síntese 

de defensinas e muco são as principais propriedades que os probióticos utilizam para promover 

a proteção do epitélio intestinal (FULER, 1989; OELSCHLAEGER, 2010). 

 

A exclusão competitiva, como o próprio nome diz, ocorre pela competição entre os micro-

organismos probióticos e os patógenos por sítios de adesão na mucosa. A exemplo da 

competição entre E. coli, e Lactobacillus spp. por sítios de receptores de oligossacarídeos. Neste 

caso, são produzidas algumas proteínas chamadas de adesinas que permitem a adesão de 

Lactobacillus spp., impedindo ou diminuindo a área disponível para E. coli com consequente 

queda na sua população no intestino (LEBEER et al., 2008).  

 

Na maioria das vezes, os probióticos são selecionados a partir de bactérias da microbiota 

indígena, o que aumenta as chances de obtenção de bactérias com melhor capacidade adaptativa 

às condições intestinais do hospedeiro, principalmente a disponibilidade de nutrientes. Isso faz 

com que, os micro-organismos probióticos realizem no intestino uma rápida metabolização de 

substratos, como carboidratos, vitaminas, aminoácidos e proteínas, impedindo que eles estejam 
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disponíveis para os patógenos resultando, consequentemente, na redução da proliferação destes 

(FERREIRA e KUSSAKAWA, 2015).       

 

Além disso, probióticos promovem aumento da proteção das mucosas contra patógenos, pois 

estimulam a produção de mucinas e defensivas. No primeiro caso, há melhora da expressão 

gênica nas células caliciformes, responsáveis pela produção do muco que reveste o trato 

gastrointestinal, resultando no aumento da camada mucosa que auxilia na proteção contra 

translocação e na eliminação de patógenos (LEBBER et al., 2010).  

 

A produção de defensinas, que são peptídeos antimicrobianos, decorre da ligação com as células 

de Paneth, nas quais os probióticos estimulam a expressão de mRNA da β-defensina, resultando 

na produção da substância (LEBBER et al., 2010; ISLI, 2013). 

 

3.4.2.3. Modulação da imunidade 

 

O sistema imunológico dos mamíferos apresenta dois tipos de resposta: a resposta imunológica 

inata (ou imediata e não específica) e a resposta imunológica adquirida (ou adaptativa e 

específica). Os probióticos interagem com as duas respostas em receptores específicos 

associados com as células do que revestem o trato gastrointestinal. A ativação desses receptores 

inicia um efeito em cascata de sinais imunes resultando em diferentes respostas (SAAD, 2006; 

ISLI, 2013).  

 

As células do epitélio intestinal (CEI) e células dendríticas (CD) são as principais 

desencadeadoras da imunomodulação gerada pelos probióticos. A interação de moléculas 

conservadas na parede celular destes micro-organismos (MAMPs) com receptores de 

reconhecimento do hospedeiro (PRRs) é o mecanismo sinalizador para a resposta imune, cujo 

tipo irá depender do probiótico ingerido e do tipo de célula ao qual ele se ligou, podendo 

resultar na produção de citocinas imunomoduladoras, quimiocinas, fatores antimicrobianos ou 

citoprotetores e moléculas co-estimuladoras, (LEBEER et al., 2010).   

 

Para que ocorra a interação com as CD, os probióticos precisam encontra-las. Isso ocorre por 

meio de duas vias: por prolongações entre as células epiteliais intestinais e pela transcitose 

mediada pelas células M, ocasionando um contato direto de um probiótico ao tecido linfóide 

associado ao intestino (TLAI) (LEBEER et al., 2010). Decorrido o contato, a presença do 

probiótico desencadeia respostas importantes das CD contra esses micro-organismos. A 

principal delas ocorre pela produção de citocinas, grandes moléculas do complexo de 

histocompatibilidade para apresentação de antígenos, e moléculas co-estimuladoras que 

polarizam as células T em células T auxiliares ou células T CD4 + CD25 + células T 

reguladoras nos nódulos linfáticos mesentéricos (MLNs) ou cúpula subepitelial do tecido 

linfoide associado. Esse processo também estimula as populações de linfócito B a produzirem 

IgA, protegendo o epitélio intestinal contra patógenos entéricos e toxinas (LEBEER et al., 

2008). 

 

É importante salientar que um único probiótico pode não atuar com esses três modos de ação. O 

mecanismo a ser utilizado vai depender das propriedades metabólicas do micro-organismo 

utilizado, da interação com o organismo do hospedeiro e com o seu modo de uso.  
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3.4.3. Uso de probióticos na indústria de lácteos 
 

Os produtos lácteos estão entre os principais alimentos de veiculação de micro-organismos 

probióticos. Um dos fatores que contribuem para essa predileção da indústria pelos lácteos é o 

fato de o leite ser um meio rico do ponto de vista nutricional, sendo necessária, em alguns casos, 

a adição de alguns fatores de crescimento que diminuem o tempo de fermentação das bactérias 

(OLIVEIRA et al., 2012).  

Os queijos são considerados ótimos produtos para a adição de micro-organismos probióticos, 

quando comparados com outros derivados lácteos (KASIMOGLU et al., 2004). Isso se deve a 

algumas características como: serem uma matriz densa (produto sólido) e apresentarem alto teor 

de gordura e proteínas que favorecem a manutenção dos micro-organismos probióticos durante 

o período de estocagem. Além disso, essas características favorecem a sobrevivência dos 

probióticos durante a passagem pelo trato gastrointestinal (FELICIO, 2014).  

 

Há descrições da adição de micro-organismos probióticos no desenvolvimento de vários 

produtos lácteos como buttermilk; frozen yogurt; bebida láctea e queijos (ANTUNES et al. 

2007; BRASILb, 2008; GONÇALVES e EBERLE, 2008; VIEGAS, 2008; ARAUJO, 2009; 

RIBEIRO et al., 2009; DIAS, 2012; JARDIM, 2012; SONGISEPP et al., 2012). Em queijos, um 

dos derivados lácteos de maior produção e consumo mundial, as bactérias probióticas presentes 

no produto devem manter-se viáveis durante o processamento, maturação e estocagem. 

Portanto, a forma, o momento de adição do fermento probiótico e os parâmetros de 

processamento e estocagem são fatores importantes para a sobrevivência desses micro-

organismos (BRASILb, 2008). 

 

Dentre os micro-organismos probióticos, as BAL (a exemplo de Lactobacillus spp.) e 

Bifidobacterium spp., são mais comumente utilizados (KOMATSU, 2008). Tais bactérias são 

isoladas do trato gastrintestinal dos seres humanos saudáveis, principalmente do cólon, no caso 

de Bifidobacterium spp., e do íleo terminal, no caso de Lactobacillus spp., resultando em um 

maior envolvimento nos mecanismos metabólicos do organismo (BARRETO et al., 2003; 

SAAD, 2006).  

 

No Brasil, o órgão responsável pela autorização da comercialização de produtos com apelo 

probiótico é a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), que considera como micro-

organismos probióticos Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus 

casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, 

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis), 

Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium (ANVISA, 2008).  

 

Contudo, a simples identificação de bactérias pertencentes a algumas das espécies citadas 

anteriormente não garante que esta apresente propriedades probióticas, sendo necessária a 

realização de testes que comprovem a existência de tais propriedades. Para este fim, diversos 

fabricantes desenvolvem suas próprias bactérias probióticas. Com isso, há uma busca frequente 

por novas linhagens bacterianas, oriundas de diversas fontes, que possam ser utilizadas em 

alimentos (DALY et al., 1998; OLIVERA et al., 2012).  

 

Há evidências de que uma das fontes para identificação dessas linhagens sejam os produtos 

artesanais, como os queijos. Segundo Tulini et al., (2013), os queijos artesanais podem veicular 
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naturalmente bactérias com propriedades probióticas. Neste contexto, faz-se necessária a 

realização de estudos que venham a comprovar a hipótese levantada pelo autor, ou seja, a 

existência de bactérias probióticas nesses produtos.   

 

3.4.4. Propriedades probióticas de BAL isoladas de queijos artesanais 

  

Na literatura é possível encontrar trabalhos que avaliaram algumas propriedades probióticas de 

BAL isoladas de queijos artesanais produzidos em várias partes do mundo.  

 

Camara (2012) avaliou o potencial bioativo e tecnológico de 37 amostras de Enterococcus spp., 

Lactobacillus spp. e Lactococcus spp. isoladas de queijo do Pico artesanal. O autor submeteu às 

amostras a testes como antagonismo contra patógenos, resistência aos sais biliares e 

susceptibilidade a antimicrobianos. Os resultados revelaram que todas as amostras de BAL 

foram capazes de inibir o crescimento de Clostridium perfringens, Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Em relação à 

susceptibilidade a antimicrobianos, foi observado que das 37 amostras, 35 foram sensíveis a 

amoxicilina+ácido clavulônico, carbenicilina, cloranfenicol, penicilina, piperacilina e 

sulfametonidazol+trimetropin. Porém nenhuma amostra demonstrou resistência aos sais biliares. 

Com base nos resultados dos testes, as amostras Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 

(L1B1E3), Lactobacillus plantarum (L1C1E6) e Lactobacillus lactis ssp. lactis (L1C1R5) 

foram consideradas como culturas promissoras para ensaios futuros. 

 

Bactérias do gênero Lactobacillus estão entre as mais frequentemente utilizadas como culturas 

probióticas. Neste sentido, Hassanzadazar et al. (2012) avaliaram as propriedades probióticas in 

vitro (antagonismo contra micro-organismos patogênicos de referência e resistência ao suco 

gástrico e aos sais biliares) de 28 amostras de Lactobacillus spp. das espécies L. casei (duas 

amostras), L. delbrukii (sete amostras) e L. plantarum (19 amostras) isoladas do queijo Koozeh, 

comercializado no Iran. Os resultados dos testes indicaram que apenas uma das amostras, 

pertencente a espécie L. casei, foi resistente ao suco gástrico, aos sais biliares e apresentou 

atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes. Segundo os autores são necessários 

estudos mais detalhados para identificação de amostras com potencial probiótico nesse queijo. 

 

Solieri et al. (2014) avaliaram as propriedades probióticas in vitro (resistência ao suco gástrico, 

aos sais biliares, hidrofobicidade e susceptibilidade a antimicrobiano) de 47 amostras de 

bactéria dos gênero Lactobacillus, sendo 22 L. rhamnosus, 18 L. paracasei, 3 L. casei, 2 L. 

fermetum  e 2 L. harbinensis,  isoladas de amostra de queijo Parmigiano Reggiano. Os 

resultados indicaram que as amostras apresentavam de 50 a 70% de hidrofobicidade. Todas as 

amostras de Lactobacillus spp. foram sensíveis a ampicilina, cloranfenicol, eritromicina e 

tetraciclina e resistentes a vancomicina. Foi observada variação entre as amostras nos níveis de 

resistência aos sais biliares e ao pH ácido do suco gástrico artificial. Os autores concluíram que 

as amostras L. casei PRA205 e L. rhamnosus PRA172 são culturas candidatas para uso em 

alimentos funcionais.  

 

Em queijos artesanais brasileiros estudos têm identificado BAL com propriedades probióticas. 

De acordo com tais estudos, esses micro-organismos são encontrados naturalmente nesses 

produtos (GUEDES NETO et al., 2005; COSTA et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; 

SANT’ANNA, 2015).    
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Guedes Neto et al. (2005) isolaram e identificaram quatro amostras de Lactobacillus spp. (L. 

acidophilus, L. casei, L. fermentum e L. rhamnosus) e duas de Lactococcus spp. (L. lactis e L. 

raffinolactis) a partir de amostras de queijo de coalho artesanal e industrial, produzidas e 

comercializadas no estado de Pernambuco. Os autores avaliaram o potencial de inibição dessas 

amostras contra Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecalis, Weissella confusa, 

Escherichia coli e Staphylococcus spp. isoladas dos mesmos queijos e amostras de patógenos de 

referência (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Salmonella enterica sorovar 

Typhimurium ATCC 12228).  A partir dos resultados dos testes, os autores concluíram que as 

amostras do gênero Lactobacillus spp., apresentaram melhor atividade antagonista frente a 

bactérias indesejáveis, como Staphylococcus spp. e E. coli isoladas do mesmo tipo de queijo, 

sendo recomendada a utilização dessas BAL para melhoria da qualidade sanitária do produto 

avaliado. 

 

Costa et al. (2013) avaliaram o potencial probiótico in vitro (susceptibilidade a antimicrobianos, 

antagonismo contra micro-organismos patogênicos de referência e BAL e sensibilidade a pH 

gástrico e sais biliares) de 12 amostras de BAL, isoladas de queijo Minas artesanal produzido na 

Serra da Canastra. A partir do resultado das análises os autores observaram atividade 

antagonista de todas as BAL apenas contra as bactérias patogênicas. As BAL foram resistentes 

ao pH gástrico (2.0), porém apresentaram variação nos níveis de resistência aos sais biliares. No 

teste de susceptibilidade a antimicrobianos, todas as amostras de BAL foram sensíveis a 

clindamicina, eritromicina e tetraciclina e resistentes a vancomicina. Os autores concluíram que 

o queijo Minas artesanal da Serra da Canastra pode veicular micro-organismos com potencial 

probiótico para os consumidores. E que as amostras Lactobacillus rhamnosus B4 e D1 e 

Weisella paramesenteroides C10 seriam candidatas à elaboração de novas culturas lácteas para 

produção de produtos lácteos fermentados potencialmente funcionais. 

 

O potencial probiótico in vitro de Lactobacillus spp., isolados de queijo Minas artesanal 

produzido na Serra da Canastra foi avaliado por Andrade et al. (2014). Os autores observaram 

que todas as amostras testadas apresentaram resistência ao ácido gástrico e aos sais biliares, bem 

como atividade antagonista contra bactérias reveladoras. Além disso, todas as amostras foram 

sensíveis à eritromicina e tetraciclina e resistentes à ciprofloxacina, gentamicina, oxacilina, 

estreptomicina e vancomicina. L. plantarum (B17) apresentou melhor potencial probiótico, pois 

obteve resultados satisfatórios em todas as propriedades avaliadas. Os autores concluíram que as 

amostras de Lactobacillus spp. isoladas de queijos Minas artesanal produzido na Serra da 

Canastra atenderam a alguns critérios de seleção in vitro de probióticos.    

 

BAL isoladas de água, leite, silagem, soro fermento endógeno e queijo Minas artesanal de sete 

propriedades da região de Campo das Vertentes, tiveram suas propriedades probióticas in vitro 

avaliadas por Sant’anna (2015).  A partir do resultado dos testes in vitro foram selecionadas 

duas amostras, das 26 testadas, para realização de testes in vivo frente à infecção por Salmonella 

Typhimurium. A partir dos resultados obtidos, os autores concluíram que as BAL isoladas de 

queijos Minas artesanais da região de Campo das Vertentes possuem potencial probiótico in 

vitro. No entanto, esses micro-organismos não mostraram potencial probiótico in vivo na 

proteção contra infecção por Salmonella Typhimurium.  
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A partir dos resultados obtidos nos estudos citados acima é possível observar que BAL com 

propriedades probióticas são encontradas naturalmente em queijos artesanais, produzido em 

diferentes regiões do mundo. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Bactérias ácido láticas 

 

O isolamento e enumeração das BAL utilizadas neste estudo foram realizados por Sales (2015), 

a partir de amostras de queijo Minas artesanal de seis propriedades cadastradas no Instituto 

Mineiro de Agropecuária (IMA), localizadas na região de Araxá, em épocas distintas (seca e 

chuva). As amostras de queijo foram coletadas no dia da fabricação e, posteriormente nos dias 

7, 14, 22, 29, 43 e 57 de maturação, que foi realizada nas queijarias. As coletas foram repetidas, 

da mesma forma, nos dois períodos, totalizando 84 queijos analisados.  

 

Para o isolamento e enumeração das BAL, a partir das amostras de queijo, foram utilizados os 

ágares Man-Rogosa-Shape (MRS) e M17, com incubação das placas em aerobiose por 48h a 

37°C. Decorrido esse período, foram realizados testes para identificação das características 

morfo-tintoriais das colônias (prova da catalase e coloração de Gram). As colônias que 

apresentaram características indicativas de BAL (Gram positivo, cocos ou bacilos) foram 

congeladas a -18ºC em glicerol a 20% para estudo em nível molecular. 

 

4.2. Identificação molecular das BAL isoladas  
 

No estudo realizado por Sales (2015), foram identificadas 263 amostras de BAL. Para a 

realização deste trabalho, foram selecionadas 50 amostras que apresentaram morfologia de 

bastonete no teste de coloração de Gram, para a identificação molecular, por meio do 

sequenciamento do gene 16S.   

 

A identificação molecular dos micro-organismos isolados foi realizada no Laboratório de 

Genética de Protozoários Parasitas do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG). A extração do DNA foi realizada a partir do cultivo recente 

das BAL em caldo MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos), incubado sob 

aerobiose, a 37°C, durante 24 a 48 horas.  

 

4.2.1. Pré-tratamento das células e extração do DNA genômico 
 

As BAL foram submetidas a um pré-tratamento com o intuito de obter células sem parede e 

membrana celular de acordo com a metodologia descrita por Acúrcio et al. (2014). Dessa forma, 

as culturas foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e centrifugadas a 4000 x g/15min, 

sendo descartado o sobrenadante. Os pellets obtidos foram suspensos em um mL de LiCl (5M) e 

incubados a temperatura ambiente, sob agitação, por 90 minutos. Após duas lavagens sucessivas 

com água deionizada, as amostras foram novamente centrifugadas a 4000 x g/15min sendo 

descartado o sobrenadante.  

 

Em seguida, os pellets foram submetidos ao tratamento com um mL de lisozima suspensa em 

tampão protoplasmático (25 mM de scarose, 50 mM de tris-HCl, pH 8,0) e incubados por 60 – 
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90 min a 37ºC. Decorrido esse período, foi realizada uma nova centrifugação a 8000 x g/15min, 

sendo descartados os sobrenadantes e obtidos os pellets contendo DNA. 

 

Posteriormente, foi realizada a extração do DNA total dos protoplastos utilizando-se o Kit 

Wizard SV Genomic DNA Purification System da companhia Promega Corporation
®
 (Madison, 

Wisconsin, Estados Unidos), segundo instruções do fabricante. Ao término da extração, o DNA 

obtido de cada amostra foi quantificado em espectrofotômetro (NanoDrop® 2000-2000c). 

 

4.2.2. Amplificação do DNA por PCR: gene 16S rDNA 

 
A Reação em Cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para a amplificação da região 16S do 

rDNA. Os pares iniciadores utilizados foram 27F (5' AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3') e 

1492R (5' GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3'), descritos por Lane (1991). As reações de 

amplificação foram realizadas utilizando 10 ρmols de cada primer, 20 ng de DNA molde e PCR 

Master Mix (Promega Corporation, Madison, Estados Unidos), com 0,2mM de cada 

desoxiribonucleotídeo trifosfato, 1,5mM de MgCl2, 1,5 U de Taq DNA polimerase.  

 

As etapas utilizadas na PCR consistiram de 1 ciclo (95ºC por 2 minutos), 35 ciclos (95°C por 30 

segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e o último ciclo (72ºC por 5 minutos), de 

acordo com Moreira et al. (2005). 

 

Decorrida a PCR, para verificar da amplificação de cada amostra, 10 μL de cada amostra foram 

misturados em 2 μL de tampão (glicerol adicionado de azul de bromofenol) e, então, submetidos 

à eletroforese em gel de agarose a 1%, adicionado de 10 μL de brometo de etídeo, utilizando 

100 V, durante 90 minutos. Ao término da corrida, os géis foram visualizados com auxílio de 

luz ultravioleta e documentados por intermédio de fotografias, para observação das regiões 

amplificadas. 

 

4.2.3. Sequenciamento genético das amostras 

  
As amostras amplificadas na PCR foram submetidas ao sequenciamento genético pelo método 

de Sanger, para identificação das bactérias ao nível de espécie, utilizando-se um sequenciador 

automático MegaBACE 1000 (GE Healthcare, Piscataway, Estados Unidos), conforme 

metodologia proposta por Reysenbach et al., (2000). Para isso, foi realizada, inicialmente, a 

purificação do DNA por meio do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega 

Corporation, Madison, Estados Unidos), seguindo as recomendações do fabricante. Em seguida, 

as amostras foram encaminhadas para sequenciamento do gene 16S rDNA no Laboratório de 

Genética do Departamento de Zootecnia da Escola de Veterinária da UFMG.  

 

As sequências obtidas foram comparadas com aquelas depositadas no GenBank, disponível no 

portal do Centro Nacional para Informação em Biotecnologia (NCBI - National Center of 

Biotechnology Information – http://www.ncbi/nlm/nih.gov/blast). Sendo estabelecido um 

percentual mínimo de 98% de similaridade entre as sequências (SANT’ANNA, 2015). 

 

Amostras de bactérias identificadas pelo sequenciamento do gene 16S como pertencentes ao 

gênero Lactobacillus, mas que não apresentaram similaridade ≥ 98% foram submetidas a PCR 

espécie-específica dos grupos L. plantarum e L. casei. 
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4.2.4. PCR espécie-específico para identificação das espécies 

Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus 

rhamnosus   
 

A diferenciação entre Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus 

foi realizada por meio da amplificação da região VI do gene 16S rRNA, seguindo a técnica de 

PCR descrita por Ward e Timmins (1999).    

 

Cada amostra de Lactobacillus spp. em que o resultado do sequenciamento indicou como 

pertencente ao grupo L. casei, foi submetida a três reações, cada uma contendo um par distinto 

de primers, nas seguintes combinações: Y2/casei; Y2/para; Y2/rham. Todas as reações, foram 

realizadas utilizando 10 ρmols dos primers Y2 5’-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’, 

casei 5’-TGCACTGAGATTCGACTTAA-3’, para 5’-CACCGAGATTCAACATGG-3’ ou 

rham 5’-TGCATCTTGATTTAATTTTG-3, 100 ng de DNA e PCR Master Mix (Promega 

Corporation, Madison, Estados Unidos), com 0,2mM de cada desoxirribonucleotídeo trifosfato, 

1,5mM de MgCl2 e 1,5 U de Taq DNA polimerase. O programa utilizado para amplificação foi: 

1 ciclo (94ºC por 3 minutos), 30 ciclos (94°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C 

por 1 minuto) e o último ciclo (72ºC por 5 minutos).  

 

Decorrida a PCR, 10 μL de cada amostra foram misturados a 2 μL de tampão (glicerol 

adicionado de azul de bromofenol) e, então, submetidos à eletroforese em gel de agarose (2%), 

adicionado de 20 μL de brometo de etídeo, utilizando 100 V, durante 90 minutos. Em cada gel 

foi utilizado um marcador de peso molecular de 1 Kb (mil pares de bases). Ao final da corrida, 

os géis foram visualizados em luz ultravioleta e documentados por intermédio de fotografias. 

Foram considerados Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus os 

amplicons que apresentaram fragmentos de 290, 850 e 550 bp, respectivamente. 

 

4.2.5. PCR multiplex para identificação das espécies Lactobacilllus 

plantarum, Lactobacillus paraplantarum e Lactobacillus pentosus 

  
A diferenciação entre Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum e Lactobacillus 

pentosus foi realizada a partir da amplificação do gene recA por meio da PCR multiplex descrita 

por Torriani et al. (2001).  

 

As reações de amplificação foram realizadas utilizando 2 ρmols dos primers paraF (59-GTC 

ACAGGCATTACGAAAAC-39), pentF (59-CAGTGGCGCGGTTGATATC-39), planF (59-

CCGTTTATGCGGAACACCTA-39), e prev (59-TCGGGATTACCAAACATCCA-39), 100 

ng de DNA e PCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, Estados Unidos), com 0,2mM 

de cada desoxirribonucleotídeo trifosfato, 1,5mM de MgCl2 e 1,5 U de Taq DNA polimerase. O 

programa utilizado para amplificação foi: 1 ciclo (94ºC por 3 minutos), 30 ciclos (94°C por 30 

segundo, 56°C por 10 segundos e 72°C por 30 segundos) e o último ciclo (72ºC por 5 minutos).  

Decorrida a PCR, 10 μL de cada amostra foram misturados a 2 μL de tampão (glicerol 

adicionado de azul de bromofenol) e, então, submetidos à eletroforese em gel de agarose (2%), 

adicionado de 20 μL de brometo de etídeo, utilizando 100 V, durante 90 minutos. Em cada gel 

foi utilizado um marcador de peso molecular de 1 Kb (mil pares de bases). Ao final da corrida, 

os géis foram documentados por intermédio de fotografias, para visualização das regiões 

amplificadas. Foram considerados Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus e 
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Lactobacillus paraplantarum os amplicons que apresentaram fragmentos de 318, 218 e 107 bp, 

respectivamente. 

 

4.3.  Propriedades probióticas in vitro 
 

Para avaliação das propriedades probióticas in vitro, as amostras de Lactobacillus spp. foram 

submetidas aos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, resistência ao suco gástrico e aos 

sais biliares, produção de peróxido de hidrogênio, antagonismo “spot on the lawn” e 

antagonismo em co-cultivo. Todos os testes foram realizados em triplicada com duas repetições.  

 

Antes da realização de cada teste as amostras de Lactobacillus spp. foram previamente ativadas 

duas vezes em tubos contendo caldo MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) 

incubados a 37°C, durante 24h, sob aerobiose. Exceto no teste de susceptibilidade aos 

antimicrobianos, no qual foi realizada ativação em caldo MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, 

Estados Unidos), seguida de plaqueamento, por esgotamento, em placas de Petri contendo ágar 

MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) que foram incubadas sob aerobiose, a 

37°C, durante 24h. As bactérias reveladoras patogênicas utilizadas nos testes de antagonismo 

“spot on the lawn” e antagonismo em co-cultivo foram ativadas duas vezes em tubos contendo 

caldo BHI (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) incubados a 37ºC durante 24h, sob 

aerobiose.  

 

4.3.1. Análise de susceptibilidade a antimicrobianos 

  

O teste de susceptibilidade a antimicrobianos foi realizado de acordo com o princípio de difusão 

da droga, utilizando discos contendo os medicamentos e, posteriormente, medindo o diâmetro 

dos halos de inibição, conforme proposto por Charteris et al. (1998). 

  

Alíquotas de cada amostra de Lactobacillus spp. ativada foram transferidas para um tubo de 

ensaio contendo 3,5 mL de solução salina (NaCl)  a 0,9%, até ser atingida a concentração de 0,5 

na escala Mc Farland (10
8
 UFC/mL). Em seguida, swabs foram imersos nos tubos e espalhados 

em toda extensão de placas de Petri contendo ágar MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, 

Estados Unidos).  

 

Posteriormente, foram distribuídos sobre a superfície do ágar MRS (Difco Laboratories Inc., 

Detroit, Estados Unidos) em cada placa de Petri dez discos contendo antimicrobianos (Oxoid
®
, 

Basingstoke, Inglaterra) dos seguintes grupos: 

 

 β-lactâmicos: penicilina - PEN (10 UI) e oxacilina - OX (1 g); 

 Glicopeptídeos: vancomicina - VA (30 g); 

 Cefalosporina de terceira geração: ceftazidime - CAZ (30 g); 

 Macrolídeos: eritromicina - E (15 g); 

 Tetraciclinas: tetraciclina - TE (30 g); 

 Aminoglicosídeos: gentamicina - GN (10 g) e estreptomicina – S (30 g);   

 Lincosamidas: clindamicina - DA (2 g); 

 Quinolonas de terceira geração: ciprofloxacina - CIP (5 g) 
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Decorrida a aplicação dos discos, as placas foram incubadas sob aerobiose, durante 48h, a 37C. 

O controle de qualidade dos discos contendo os antimicrobianos foi realizado utilizando 

amostra de Escherichia coli ATCC 25922, de acordo com técnica descrita por Charteris et al. 

(1998).  

 

A leitura dos halos de inibição foi realizada com paquímetro digital (Mitutoyo Digimatic 

Caliper). De acordo com o padrão proposto por Charteris et al. (1998), as amostras foram 

classificadas como resistentes, moderadamente sensíveis ou sensíveis aos antimicrobianas, 

conforme observado na tabela 1: 

 
Tabela 1. Níveis de susceptibilidade a antimicrobianos de Lactobacillus spp. de acordo com os diâmetros 

médios dos halos de inibição (mm) no teste de difusão em ágar MRS 

Antimicrobiano Nível de susceptibilidade 

Nome Concentração Resistente 
Moderadamente 

Sensível 
Sensível 

Ceftazidime 30 g ≤15 16-18 ≥19 

Clindamicina 2 g ≤8 9 – 11 ≥12 

Ciprofloxacina 5 g ≤13 14-18 ≥19 

Eritromicina 15 g ≤13 14-17 ≥18 

Gentamicina 10 g ≤12 - ≥13 

Oxacilina 1 g ≤18 19-20 ≥21 

Penicilina G 10 UI ≤19 20-27 ≥28 

Estreptomicina 10 g ≤11 12 – 14 ≥15 

Tetraciclina 30 g ≤14 15-18 ≥19 

Vancomicina 30 g ≤14 15-16 ≥17 

                                                                                                          Fonte: Charteris et al. (1998)  

 

4.3.2. Resistência ao suco gástrico artificial 
 

Para avaliação da resistência das amostras de Lactobacillus spp. isoladas de queijo Minas 

artesanal de Araxá ao suco gástrico, foram utilizadas as técnicas descritas por Neumann (1991) 

e Silva et al. (2013).  

 

As culturas de Lactobacillus spp. foram distribuídas em dois microtubos tipo Eppendorf® e, 

então, diluídas 10X em solução salina 0,9%, pH 7,0 (controle) e em suco gástrico artificial 

(3g/L de pepsina, pH 2,0). Os microtubos foram incubados a 37ºC por três horas e, 

posteriormente, centrifugados (13000 x g/1minuto). O sobrenadante foi descartado e os pellets 

foram suspensos em caldo MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos).  

 

A viabilidade das células foi avaliada a partir da aplicação de 200 μL/poço dos inóculos do 

controle e das culturas tratadas com suco gástrico artificial em uma microplaca de 96 poços que 

foi incubada em espectrofotômetro (Microplate Spectrophotometer System 47 SpectraMax 340 

- Molecular Devices, Sunnyvale, Estados Unidos) a 37ºC por 12 horas.  

 

A absorbância do cultivo foi determinada pela leitura de OD620nm a cada 30 minutos e a 

porcentagem de inibição de crescimento foi calculada utilizando o programa Graphpad Prism 

5.0 pela fórmula (1-SG/CT) x 100, sendo que SG e CT correspondem às áreas sob a curva de 

crescimento das bactérias tratadas com suco gástrico artificial e do controle, respectivamente.  
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A interpretação dos resultados, segundo a porcentagem de inibição, seguiu o critério proposto 

por Acúrcio et al. (2014), segundo o qual as amostras testadas foram consideradas tolerantes 

quando apresentaram porcentagem de inibição <40%, moderadamente tolerantes quando a 

porcentagem foi de 40-80% e sensíveis quando superior a 80%. 

 

4.3.3. Resistência aos sais biliares  
 

A avaliação da resistência das amostras de Lactobacillus spp. isoladas de queijo Minas artesanal 

de Araxá aos sais biliares foi realizada segundo as metodologias descritas por Walker e 

Gilliland (1993) e Silva et al. (2013).  

 

As culturas de Lactobacillus spp. foram distribuídas em microtubos tipo eppendorf® na diluição 

de 4% (v/v) em caldo MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos). Em seguida, 100 

µL foram transferidos para um poço da microplaca de 96 poços contendo 100 µL de caldo MRS 

(Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) e outros 100 µL para um poço contendo 

caldo MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) com 0,6% (p/v) de sais biliares 

(Oxgall®). Posteriormente, a microplaca foi incubada em espectrofotômetro (Microplate 

Spectrophotometer System SpectraMax 340 - Molecular Devices, Sunnyvale, Estados Unidos) a 

37ºC. A absorbância do cultivo foi determinada pela leitura de OD620nm a cada 30 minutos, 

durante 12 horas. 

 

A porcentagem de inibição de crescimento foi calculada utilizando o programa Graphpad Prism 

5.0 pela fórmula (1-SB/CT) x 100, sendo que SB e CT correspondem às áreas sob a curva de 

crescimento das bactérias tratadas com sais biliares e o controle, respectivamente. A 

interpretação dos resultados, segundo a porcentagem de inibição, seguiu o critério proposto por 

Acúrcio et al. (2014), segundo o qual as amostras testadas foram consideradas tolerantes quando 

apresentaram porcentagem de inibição <40%, moderadamente tolerantes quando a porcentagem 

foi de 40-80% e sensíveis quando superior a 80%. 

 

4.3.4. Produção de peróxido de hidrogênio 

  
A síntese de peróxido de hidrogênio das amostras de Lactobacillus spp. isoladas de queijo 

Minas artesanal de Araxá foi avaliada seguindo o método colorimétrico descrito por Rabe e 

Hillier (2003).  

 

As culturas de Lactobacillus spp. foram inoculadas em placas contendo meio TMB-plus (ágar 

Brucella 43,0g, Tetrametilbenzidina Dihidroclorito 0,25g, amido 20,0g solução de hemina 

(0,05%), 10,0mL, MgSO4 0,57g, MgSO4.H2O 0,12g, Solução de Peroxidase (0,1%) 10 mL e 

soro de equino, 50mL em 1 litro de água destilada) e mantidas por 18 horas a 37°C em 

anaerobiose, sendo em seguida expostas ao ar durante 30 minutos.   

 

Foram consideradas produtoras de peróxido de hidrogênio as culturas de Lactobacillus spp. que 

apresentaram tons azulados e/ou marrons devido à atividade oxidante da substância produzida. 

As mesmas foram classificadas como de alta produção (+ + +) para colônias marrons, media 

produção (+ +) para colônias azuis, baixa produção (+) para colônias azul-claras e ausência de 

produção (-). 
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4.3.5. Teste de antagonismo “spot on the lawn” 

 

Esta análise tem o objetivo de avaliar a produção de substâncias inibitórias produzidas pelas 

BAL. Na técnica proposta por Tagg et al. (1976), é possível verificar o antagonismo entre a 

cultura probiótica e os micro-organismos indicadores, chamados de produtoras e reveladoras 

respectivamente. As culturas são separadas umas das outras por uma camada de ágar semi-

sólido, o que impede o contato direto entre elas. Desta forma, qualquer substância inibidora 

deve difundir-se no ágar para exercer seu efeito sobre a bactéria indicadora, ou seja, deve ser 

extracelular e difusível (PEREIRA e GOMES, 2007). 

 

O teste de antagonismo “spot on the lawn” das amostras de Lactobacillus spp. isoladas de 

queijo Minas artesanal de Araxá foi realizado conforme a técnica descrita por Tagg et al. 

(1976).  

 

Para a execução do antagonismo, as bactérias do gênero Lactobacillus foram previamente 

identificadas sendo denominadas produtoras, essas foram testadas contra outros micro-

organismos denominados reveladores. Para isso, foram utilizadas seis culturas patogênicas, de 

referência, como reveladoras: Enterococcus faecalis ATCC 19433, Escherichia coli ATCC 

25922, Listeria monocytogenes ATCC 15313, Salmonella enterica var. Typhimurium ATCC 

14028, Shigella flexneri ATCC 25875 e Staphylococcus aureus N315 e duas culturas de BAL 

reveladoras oriundas dos mesmos queijos, L. plantarum C24 e L. rhamnosus A23 (identificadas 

pelo sequenciamento de gene 16S rDNA, segundo o mesma metodologia utilizada para 

identificação das bactérias produtoras), com o objetivo de comparar as atividades antagonistas 

das amostras produtoras contra reveladoras presentes nos próprios queijos dos quais as 

primeiras foram isoladas.  

 

Cinco μL de cada bactéria produtora foram inoculados no centro de uma placa de Petri contendo 

ágar MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos), formando spots. As placas foram 

incubadas sob aerobiose a 37°C por 48 h. Decorrido esse período, as placas foram retiradas da 

estufa, distribuídas sobre a superfície do fluxo laminar onde foi adicionado um mL de 

clorofórmio em suas tampas deixando agir por 30 minutos. Posteriormente, as placas foram 

abertas e mantidas sob a luz ultravioleta por 30 minutos, para eliminação do clorofórmio 

residual. O objetivo desta etapa era inativar as bactérias crescidas dentro do “spot”. Assim, a 

atividade antagonista de prováveis substâncias de caráter antagonista, produzidas pelas bactérias 

produtoras, foi testada pela medição do halo de inibição frente às reveladoras, utilizadas 

conforme descrição seguinte.  

 

Em seguida, dez μL de cada cultivo das reveladoras, ativadas duas vezes em caldo BHI (Difco 

Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos), sob aerobiose, foram adicionados em tubos 

contendo 3,5mL de ágar semi-sólido (0,75% de Bacto ágar, Difco
®
, em caldo BHI, Difco

®
 para 

as amostras de patógenos
 
ou MRS, Difco

® 
para as amostras de BAL) e vertidos sobre os “spots” 

após tratamento com clorofórmio e luz ultravioleta.  

 

Após solidificação do ágar semi-sólido, as placas foram incubadas a 37°C por 48h, sob 

aerobiose. Em seguida, foi medido o halo de inibição (mm) proveniente de substâncias 

antagonistas oriundas dos “spots” das produtoras frente às reveladoras com auxílio de um 
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paquímetro digital (Mitutoyo Digimatic Caliper, Mitutoyo Sul Americana Ltda, Suzano, São 

Paulo, Brasil). 

 

4.3.6. Antagonismo em co-cultivo 

 

O teste de antagonismo direto (co-cultivo) da cultura de Lactobacillus spp. produtora contra à 

cultura patogênica reveladora foi realizado conforme a técnica descrita por Hütt et al. (2006). 

 

As amostras de Lactobacillus spp. foram denominadas produtoras. Elas foram testadas contra 

outros micro-organismos denominados reveladores. Para isso, foram utilizadas como bactérias 

reveladoras as seguintes culturas patogênicas de referência: Escherichia coli ATCC 25922, 

Salmonella enterica var. Typhimurium ATCC 14028 e Shigella flexneri ATCC 25875.  

 

Após ativação, as culturas produtoras e reveladoras foram distribuídas na diluição de 1% (v/v) 

em caldo MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) e BHI (Difco Laboratories 

Inc., Detroit, Estados Unidos), em microtubos tipo eppendorf® sendo incubados a 37ºC por 

18h. Decorrido esse período, foram realizadas diluições seriadas de cada co-cultivo em solução 

salina a 0,9% seguido de plaquemamento em ágar MacConkey (Difco Laboratories Inc., Detroit, 

Estados Unidos), incubado por 24 horas, a 37ºC, em aerobiose. Posteriormente, foi realizada a 

leitura das placas pela contagem das colônias crescidas no meio de cultura.   

 

Foi realizado, também, controle do pH dos meios de ativação das culturas produtoras e 

reveladoras. Para isso, o pH dos meios MRS e BHI foi medido em pHmetro digital (mPA-210, 

Piracicaba, São Paulo, Brasil) após incubação sob aerobiose, a 37°C, durante 24h. 

 

O resultado do plaqueamento do co-cultivo foi então comparado com o crescimento controle de 

Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica var. Typhimurium ATCC 14028 e Shigella 

flexneri ATCC 25875 sem a presença das culturas produtoras.  

 

4.4.  Análise estatística  
 

As médias dos halos de inibição do teste de antagonismo “spot on the lawn” e das contagens do 

teste de co-cultivo foram submetidas à análise de normalidade. A comparação entre as médias 

das variáveis citadas anteriormente foi realizada por intermédio do teste de Kruskal-Wallis no 

nível de significância de 5% para o primeiro e de Friedman no nível de significância de 

0,0001% para o segundo (Sampaio, 2015), pois as mesmas não demonstraram comportamento 

normal. 

 

As análises estatísticas dos dois testes foram realizadas no programa estatístico 

InfoStat/Professional versão 2015. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Na literatura consultada, não foram encontrados trabalhos que tenham realizado a identificação 

da microbiota lática de queijo Minas artesanal da região de Araxá e avaliado suas propriedades 

probióticas. Com isso, foram utilizados como parâmetros de discussão estudos realizados em 

queijo Minas artesanal produzido em outras regiões de Minas Gerais, com queijos artesanais 
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elaborados no Brasil e em outros países e estudos que tenham utilizado metodologia semelhante 

à deste trabalho, mas com matrizes diversas.      

 

5.1.  Identificação molecular 

 

Foi observada amplificação em todos as 50 amostras submetidas a PCR do gene 16S rDNA, que 

foram encaminhados ao sequenciamento para determinação do gênero e/ou espécies. Os gêneros 

Lactobacillus, Enterococcus e Bacillus foram identificados por meio das técnicas moleculares, 

tendo o primeiro, com 74%, a maior frequência de identificação, presente em 37/50 das 

amostras (tabela 2). 

  
Tabela 2. Gêneros, espécies e frequência de identificação de BAL em queijo Minas artesanal de Araxá, 

coletados durante as épocas de chuva e seca, ao longo da maturação 

Gênero Espécie 
Frequência de 

identificação % (n) 

Lactobacillus 

Lactobacillus brevis 8 (4) 

Lactobacillus casei 4 (2) 

Lactobacillus plantarum 18 (9) 

Lactobacillus rhamnosus 18 (9) 

Lactobacillus spp. 26 (13) 

Enterococcus 

 

Enterococcus faecalis 12 (6) 

Enterococcus rivorum 2 (1) 

Enterococcus spp. 10 (5) 

Bacillus Bacillus cereus 2 (1) 

Total  100 (50) 

 

A identificação de bactérias do gênero Lactobacillus no queijo Minas artesanal da região de 

Araxá era esperada, pois segundo Siezen e Vlieg (2011), esses micro-organismos constituem o 

maior grupo dentre as bactérias ácido láticas (BAL), apresentando ampla distribuição em 

ambientes ricos em carboidratos como os lácteos fermentados. Em estudos que identificam a 

microbiota lática de queijos artesanais é comum que Lactobacillus spp. estejam entre os micro-

organismos mais frequentes. Câmara (2012) identificou a presença desse gênero em 54,04% das 

amostras de BAL a partir de amostras do queijo do Pico, em Portugal. Resultados superiores 

foram relatados por Nikolic et al. (2012), que identificaram a presença desse gênero em 87,27% 

das amostras do queijo bukuljac, na Sérvia. Porém, estudos realizados por Lima et al. (2009) e 

Castro (2015) com queijo Minas artesanal, produzidos nas regiões mineiras da Serra do Salitre e 

Campos das Vertentes, respectivamente, Lactobacillus spp. não foi identificado como o gênero 

de maior frequência, tais resultados podem indicar que na região de Araxá existam condições 

mais favoráveis, como clima e nutrientes, ao desenvolvimento desse gênero (LIMA et al., 2009; 

CASTRO, 2015). Segundo Wouters et al. (2002), Lactobacillus spp. são essenciais para o 

desenvolvimento de características típicas no queijo durante a maturação. Além disso, algumas 

amostras desse gênero têm apresentado propriedades probióticas, sugerindo que a sua ingestão 

veiculada por alimento possa conferir benefícios à saúde do consumidor (LEE et al., 1999; 

OLIVEIRA et al., 2012). 

 

Dentre as espécies de Lactobacillus spp., quatro foram identificadas no queijo Minas artesanal 

da região de Araxá, L. brevis, L. casei, L. plantarum e L. rhamnosus sendo que as duas últimas 

apresentaram maior frequência de identificação, com 18% cada uma. L. casei, L. plantarum e L. 
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rhamnosus são comumente identificados em queijo Minas artesanal (RESENDE, 2011; 

CASTRO, 2015; SANT’ANNA, 2015) e outros queijos artesanais no Brasil e de outros países 

(OUADGHIRI et al., 2005; BELLETTI et al., 2009; DELAMARE et al., 2012). Todas as quatro 

espécies identificadas são consideradas culturas de BAL não starter altamente desejáveis na 

elaboração de queijos, pois auxiliam na acidificação e desenvolvimento de características 

sensoriais durante a maturação (HOLZAPFEL et al., 2001; WOUTERS et al. 2002).  

 

Os resultados do sequenciamento do gene 16S rDNA indicaram que 20 amostras de 

Lactobacillus spp. necessitavam ser submetidas à PCR espécie-específica para diferenciação 

entre os grupos L. casei (11 amostras) e L. plantarum (9 amostras), pois apresentavam altos 

níveis de similaridade (94,5-99%)  entre duas ou mais espécies de cada grupo. Há consenso, na 

literatura, de que as espécies constituintes de cada um desses dois grupos apresentam uma 

similaridade filogenética que varia de 65 a mais de 99%, tornando sua identificação pelo 

sequenciamento não conclusiva em alguns casos (COLLINS et al., 1989; EISEN, 1995; KLIJN 

et al., 1991). Com isso, a amplificação da região VI do gene 16S rRNA para o grupo L. casei, e 

do gene recA para o grupo L. plantarum, propostas por  Ward e Timmins (1999) e por Torriani 

et al. (2001) respectivamente, são as metodologias mais confiáveis para identificação desses 

micro-organismos, pois geram amplicons em pares de base específicos para cada espécie. 

 

Os dados obtidos na literatura consultada indicam que esta é a terceira identificação de L. brevis 

em queijo Minas artesanal. Os relatos anteriores foram descritos por Borelli (2006), em queijo 

Minas artesanal da Serra da Canastra, e por Sant’anna (2015), em queijo Minas artesanal da 

região de Campos das Vertentes. Segundo Guarneri et al. (2001), L. brevis é encontrado em 

bebidas fermentadas, massas, silagem, olivas verdes fermentadas, leite e queijos. Essa espécie 

faz parte do grupo III de Lactobacillus spp., os heterofermentativos obrigatórios, tendo como 

principais produtos do seu processo fermentativo ácido lático, CO2, acetato/etanaol, 

contribuindo para o sabor dos produtos fermentados. Além do uso tecnológico, algumas 

amostras de L. brevis têm demonstrado potencial probiótico, como forte atividade 

antimutagênica, de acordo com o relatado por Park et al. (1998).  

 

Em 13 amostras de Lactobacillus spp., apesar da repetição do processo de amplificação e 

sequenciamento, não foi possível a identificação ao nível de espécie. O sequenciamento dessas 

amostras indicou similaridade entre duas ou mais espécies do gênero Lactobacillus spp. Dessas, 

quatro chamaram a atenção, pois apresentaram duplicidade de resultados com bactérias nunca 

relatadas em queijo Minas artesanal. Uma apresentou similaridade com L. pentosus, L. 

plantarum e L. xiangfangensis, a segunda com L. fabifermentans e plantarum, a terceira e a 

quarta apresentaram similaridade com L. brevis e L. zymae. De acordo com Gu et al. (2012), as 

espécies L. fabifermentans, L. pentosus, L. plantarum e L. xiangfangensis pertencem ao grupo 

L. plantarum apresentando, entre si, similaridade filogenética de 98,5-98,8%. Da mesma forma, 

as espécies L. brevis e L. zymae apresentam similaridade genética entre 85-99% 

(VANCANNEYT et al, 2006, PARK et al., 2014). Esses altos graus de similaridade podem 

estar diretamente relacionados com os resultados inconclusivos no sequenciamento do gene 16S 

rDNA verificados neste trabalho, sendo necessários estudos mais aprofundados para real 

identificação das amostras em questão.    

 

O segundo gênero de BAL identificado no queijo Minas artesanal da região de Araxá foi 

Enterococcus spp. Esse gênero já foi identificado no queijo Minas artesanal produzido nas 
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regiões de Campo das Vertentes, Serra da Canastra e Serra do Salitre, indicando ampla 

distribuição pelo estado de Minas Gerais (LIMA et al., 2009; RESENDE et al., 2011; CASTRO, 

2015).  Enterococcus spp. também estão presentes em queijos artesanais produzidos em outras 

partes do mundo como Europa, Marrocos, Turquia e outros estados brasileiros (COGAN e tal., 

1997; BULUT et al., 2005; OUADGHIRI et al., 2005; DELAMARE et al., 2012). Esse gênero 

de BAL é composto por mais de 40 espécies, que estão associadas a uma série de habitats como 

solo, plantas, água, trato gastrointestinal de humanos e animais, rumem, silagem e alimentos 

(LATHINEN et al., 2012; SANTOS, 2012).   

 

Enterococcus spp. são amplamente utilizados na elaboração de produtos cárneos e lácteos 

fermentados, como queijo. Em lácteos está presente principalmente em leites fermentados 

conferindo sabor e textura peculiares nesses produtos.  A associação de Enterococcus spp. com 

outras BAL, como  aquelas do gênero Lactobacillus, produz acidez que contribui, dentre outros, 

para o sabor do produto (AO et al., 2012). Além disso, algumas amostras de Enterococcus spp. 

têm demonstrado atividade probiótica, como efeito antagonista contra alguns patógenos como 

Salmonella Enteritidis, Escherichia coli enteroagregativa e coliformes (BHARDWAJ et al., 

2010; MIYAZAKI et al., 2010). Segundo Foulquie et al. (2006), o antagonismo de amostras de 

Enterococcus spp. contra patógenos está relacionado a sua capacidade de produzir bacteriocinas 

cujas as funções são atividade bactericida e preservação dos produtos lácteos. 

 

Porém, o fato de o trato intestinal de seres humanos ser considerado como habitat dessas 

bactérias, torna a presença de Enterococcus spp. um indicador de saneamento.  Segundo Jay, 

(2005) quanto menor o nível de saneamento básico, mais precárias são as condições higiênico-

sanitárias, resultando em maior probabilidade de contaminação por micro-organismos do gênero 

Enterococcus. De acordo com Hutkins (2006), a identificação desses micro-organismos em 

alimentos é muitas vezes indesejável, pois eles são utilizados como indicadores de 

contaminação fecal. 

 

O uso de Enterococcus spp. em alimentos é bastante discutido, pois algumas amostras são 

consideradas patogênicas, podendo causar infecções em animais e humanos. Nos ruminantes, 

Enterococcus spp. pode ser agente causador da mastite e, em humanos é comumente 

relacionado a casos de infecções do trato urinário como cistite, urolitíase, prostatite que, em sua 

maioria, são transmitidas por meio de relações sexuais, além de infecções associadas ao uso de 

cateter (QUINN, et al., 1999; SCHAECHTER, 2006). Em alguns países, a utilização de 

Enterococcus spp. como probiótico é questionada devido a aspectos de segurança nos alimentos 

e ao risco de transferência de genes de resistência a antimicrobianos, como a vancomicina 

(LJUNGH e WADSTROM, 2006). Segundo Lee e Salminem (2009), tal resistência associada 

ao potencial de produção de toxinas e fatores de virulência, presentes em algumas amostras de 

Enterococcus spp. pode causar sérias infecções em humanos. 

 

Enterococcus faecalis foi identificado em 12% das amostras de BAL no queijo Minas artesanal 

da região de Araxá. A presença dessa espécie em queijos não é desejável, pois compõe a 

microbiota intestinal de mamíferos e aves, e sua presença pode indicar falhas nas condições 

higiênico-sanitárias durante a elaboração do produto. Além disso, E. faecalis possui grande 

importância para a saúde pública, visto que o primeiro conjugado de plasmídeo em uma bactéria 

Gram positivo foi identificado nessa espécie. Esse conjugado possuía genes de resistência à 

vancomicina (SCHAECHTER, 2006).  
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Atualmente, amostras de Enterococos Resistentes a Vancomicina (VRE) são frequentemente 

associadas a infecções hospitalares. Diversos surtos de VRE foram relatados em vários países 

como Brasil, China, Coréia do Sul e França (PALAZZO et al., 2011; LIU et al., 2012; PARK et 

al. 2012). Em queijos, também já foram identificadas amostras de VRE. E. faecalis e E. faecium 

são as espécies que apresentam maior frequência de resistência a vancomicina. Esses relatos 

científicos servem de alerta para as autoridades de saúde pública devido ao risco de transmissão 

de genes de resistência via alimento (GIRAFFA et al., 2000; TOGAY et al., 2010). 

 

Uma amostra foi identificada como Enterococcus rivorum. Não foram encontrados, na literatura 

consultada, relatos da presença dessa espécie em queijos, sugerindo que este seja o primeiro 

relato nesse produto. Niemi et al. (2012) realizaram o primeiro isolamento e identificação dessa 

espécie, a partir de amostras de água de rios na Finlândia. Segundo os autores, a espécie faz 

parte do mesmo grupo genético que E. faecalis e sua identificação pode ser realizada a partir do 

sequenciamento do gene 16S rDNA. E. rivorum é Gram positivo, não formador de esporos, 

anaeróbico facultativo e catalase negativo, tolerando 60ºC por 30 minutos, tendo como 

temperatura ótima de crescimento a faixa de 35-37°C. Contudo, são necessários estudos mais 

aprofundados para melhor caracterização do micro-organismo, bem como, dos atributos que 

pode conferir ao queijo.  

 

Bacillus cereus foi identificado em uma amostra. Possivelmente, este é o primeiro relato em 

queijo Minas artesanal, uma vez que, não foram encontrados trabalhos, na literatura consultada, 

que tenham identificado esse patógeno nesse produto. A presença desse micro-organismo em 

queijos é totalmente indesejável, pois são considerados um dos principais micro-organismos 

formadores de esporos (MORADI-KHATOONABADI et al., 2014). A presença de B. cereus 

em queijo pode resultar em sérios problemas na indústria de lácteos, pois esse micro-organismo 

sobrevive à pasteurização e, quando submetido a altas temperaturas, pode produzir 

enterotoxinas (TE GIFFEL, 2003; JAY, 2005).  A ingestão de alimentos contendo toxinas 

elaboradas por B. cereus pode desencadear quadros graves de intoxicação alimentar, 

caracterizado principalmente por vômitos e diarreia (VIEIRA et al., 2008).  

 

5.2. Propriedades probióticas in vitro 

 

A partir dos resultados da identificação molecular, foi selecionada uma amostra de 

Lactobacillus spp., isoladas de queijos nos diferentes períodos de maturação, em cinco das seis 

propriedades (na sexta propriedade não foram identificadas amostras pertencentes ao gênero 

Lactobacillus spp.) participantes do trabalho desenvolvido por Sales (2015). Naquelas 

propriedades em que foram identificadas mais de uma espécie de bactérias do gênero 

Lactobacillus, foi selecionada uma amostra de cada espécie, totalizando dez amostras que foram 

submetidas à avaliação de seu potencial probiótico (tabela 3). 
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Tabela 3. Caracterização das amostras de Lactobacillus spp. segundo a propriedade de origem e o 

período de maturação dos queijos Minas artesanais de Araxá coletados durante as épocas de chuva e seca 

Amostra de 

Lactobacillus spp. 
Propriedade Município 

Tempo de 

maturação do 

queijo (dias) 

Época do 

ano 

L. rhamnosus A1 A Campos Altos 7  Chuva 

L. brevis A6 A Campos Altos 57  Chuva 

L. brevis B16 B Araxá 57  Chuva 

L. casei B5 B Araxá 43  Chuva 

L. plantarum B206 B Araxá 57  Seca 

L. plantarum C0 C Ibiá 0 Chuva 

L. rhamnosus C5 C Ibiá 43  Seca 

L. plantarum D4 D Tapira 22  Chuva 

L. plantarum E5 E Sacramento 43  Chuva 

L. brevis E35 E Sacramento 43  Chuva 

 

5.2.1. Análise Susceptibilidade a antimicrobianos 

 
Os resultados do teste de susceptibilidade a antimicrobianos de amostras de Lactobacillus spp. 

identificadas de queijo Minas artesanal da região de Araxá podem ser observados na tabela 4.  

 
Tabela 4. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de amostras de Lactobacillus spp. identificadas de 

queijo Minas artesanal de Araxá, coletados durante as épocas de chuva e seca, ao longo da maturação, em 

teste de difusão em ágar MRS  

Amostras Antimicrobianos 

 GN OX VA S TE CAZ PEN DA CIP E 

L. rhamnosus A1 R R R R S R S S S S 

L. brevis A6 S R R S S S S S MS S 

L. brevis B16 S R R R MS MS MS R R S 

L. casei B5 R R S R S R S S S R 

L. plantarum B206 R R R R S MS S S MS S 

L. plantarum C0 S S S S S S S S S S 

L. rhamnosus C5 R R R R S R S S MS S 

L. plantarum D4 S R S MS MS R S MS S S 

L. plantarum E5 R R R R S R S S S R 

L. brevis E35 S R R R S MS MS R R S 

Legenda: ceftazidime (CAZ), clindamicina (DA), ciprofloxacina (CIP), eritromicina (E), gentamicina 

(GN), oxacilina (OX), penicilina (PEN), estreptomicina (S), tetraciclina (TE), vancomicina (VA). R – 

resistência/ M.S – moderada susceptibilidade/ S – susceptibilidade, segundo Charteris et al. (1998). 

 

De acordo com os valores médios dos halos de inibição, apenas L. plantarum C0 foi sensível a 

todos os antimicrobianos testados. As demais amostras de Lactobacilllus spp.  foram resistentes 

a pelo menos um antimicrobiano. Os resultados do presente trabalho diferem de outros relatos 

(COSTA et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; SANT’ANNA, 2015) que avaliaram a 

susceptibilidade a antimicrobianos de BAL isoladas de queijo Minas artesanal, produzido nas 

regiões de Campos das Vertentes e da Serra da Canastras, onde não foram encontradas amostras 

sensíveis a todas as drogas testadas, tornando o resultado de L. plantarum C0 inédito.  Segundo 

Souza (2006), a sensibilidade a todos os antimicrobianos testados é uma característica ideal e 
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desejável de um micro-organismo candidato a probiótico, pois diminui o risco de introdução de 

elementos que conferem a resistência em um ecossistema novo, no caso o trato gastrointestinal 

do consumidor. Entretanto, a amostra L. plantarum E5 apresentou uma elevada porcentagem de 

resistência aos antimicrobianos, 60% (6/10), sendo esta a maior frequência de resistência 

observada entre as amostras testadas. A resistência de BAL isoladas de alimentos de origem 

animal a múltiplos antimicrobianos é cada vez mais relatada na literatura científica. Existe uma 
grande preocupação no que diz respeito à aquisição de resistência não intrínseca a certos 

antimicrobianos por essas bactérias e, principalmente, com relação à transmissão dessa 

resistência a micro-organismos patogênicos. 

 

Os maiores percentuais de sensibilidade a antimicrobianos das amostras testadas foram 

verificados em relação à eritromicina, penicilina e tetraciclina, todos com 80% (8/10). Com 

exceção da penicilina, os resultados encontrados para os outros dois antimicrobianos 

corroboram com os relatados por Costa et al. (2013),  Andrade et al. (2014) e Sant’anna (2015), 

que avaliaram a susceptibilidade a antimicrobianos de BAL isoladas de queijo Minas artesanal, 

produzido nas regiões da Serra da Canastras e de Campos das Vertentes. Em relação à 

penicilina, os resultados descritos neste trabalho são semelhantes aos relatos descritos por 

Danielsen e Wind (2003). Segundo esses autores, Lactobacillus spp. apresentam sensibilidade a 

estes e a outros antimicrobianos de uso clínico humano. Porém, 90% (9/10) das BAL foram 

resistentes à oxacilina. Apenas L. plantarum C0 foi sensível a este antimicrobiano, o que pode 

estar associado a uma resistência intrínseca, conforme relatado por Danielsen e Wind (2003) e 

por Mathur e Singh (2005).  

 

Alguns autores têm sugerido que os gêneros Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc 

spp., e Pediococcus spp. possuem resistência intrínseca a vancomicina (ELISA e 

COURVALIN, 1995; TEUBER et al., 1999; OUOBA et al., 2008). Porém, três amostras L. 

casei B5, L. plantarum C0 e L. plantarum D4 apresentaram sensibilidade ao antimicrobiano, 

contrariando aos resultados de outros estudos que identificaram 100% de resistência à 

vancomicina em amostras de BAL isoladas de queijo Minas artesanal (COSTA et al., 2013; 

ANDRADE et al., 2014; SANT’ANNA, 2015). Porém, os achados deste estudo reforçam os 

resultados relatados por Mannu et al. (2003); Herreros et al. (2005), Belletti et al. (2009) e 

Acúrcio et al. (2014) que identificaram  amostras de BAL sensíveis a vancomicina. A partir dos 

resultados encontrados neste e em outros trabalhos, sugere-se a realização de estudos mais 

aprofundados que venham contribuir para o real entendimento do mecanismo de resistência das 

BAL ao antimicrobiano em questão.  

 

Neste contexto, a FAO relata que as informações disponíveis na literatura são insuficientes para 

detalhar em quais situações ocorrem modificações nos elementos genéticos responsáveis pela 

resistência, bem como quando ela pode vir a ser um problema clínico para indivíduos que, 

constantemente, entram em contato com bactérias portadoras de genes de resistência a 

antimicrobianos. Ainda, segundo a organização, há uma preocupação quanto ao uso, em 

alimentos, de bactérias probióticas portadoras de genes codificadores de resistência a drogas, 

não sendo recomendado seu uso. Uma vez que há indícios da existência de plasmídeos que 

codificam genes de resistência a antimicrobianos em Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., 

principalmente em amostras obtidas de intestino (FAO, 2001).   
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5.2.2. Resistência ao suco gástrico artificial e aos sais biliares  
 

A resistência ao suco gástrico e aos sais biliares é considerada um dos critérios mais relevantes 

para seleção de micro-organismos probióticos, principalmente daqueles que serão administrados 

pela via oral (OUWEHAND et al., 2009). Segundo a ANVISA (2008), para que um produto 

seja comercializado no Brasil com a denominação de probiótico, é necessário apresentar  

resultados que comprovem a resistência da cultura utilizada a essas barreiras naturais (suco 

gástrico e sais biliares). Considera-se essencial que o micro-organismo apresente uma 

quantidade de células viáveis suficientes para desempenhar suas funções benéficas ao 

organismo do consumidor ao atingir o intestino.  

 

Os resultados dos percentuais de inibição, bem como a classificação quando ao nível de 

tolerância ao suco gástrico artificial (pH 2.0) e aos sais biliares das amostras de Lactobacillus 

spp., isolados de queijo Minas artesanal da região de Araxá, encontram-se descritos na tabela 5.  

 
 

Tabela 5. Percentual de inibição e classificação quanto ao nível de tolerância ao suco gástrico artificial 

(pH 2.0)  e aos sais biliares de amostras de Lactobacillus spp. isolados de queijo Minas artesanal  da 

região de Araxá, coletados durante as épocas de chuva e seca, ao longo da maturação 

Amostra Percentual de inibição pH 2,0 
Percentual de inibição sais 

biliares 0,3% sais biliares 

L. rhamnosus A1 34,93 (T) 70 (MT) 

L. brevis A6 -0,38 (T) 36,13 (T) 

L. brevis B16 78,15 (MT) 79,95 (MT) 

L. casei B5 97,00 (S) 25,40 (T) 

L. plantarum B206 27,69 (T) 66,22 (MT) 

L. plantarum C0 75,84 (MT) 78,21 (MT) 

L. rhamnosus C5 73,60 (MT) 61,16 (MT) 

L. plantarum D4 34,81 (T) 64,68 (MT) 

L. plantarum E5 6,39 (T) 20,69 (T) 

L. brevis E35 9,42 (T) 53,31 (MT) 

Legenda: Tolerante (T); Moderadamente tolerante (MT); Sensível (S), segundo critérios propostos por 

ACÚRCIO et al. (2014).  

 
Na tabela é possível observar que 60% (6/10) das amostras foram tolerantes, 30% (3/10) foram 

moderadamente tolerantes e 10% (1/10) foram sensíveis ao suco gástrico artificial. Os 

resultados descritos neste estudo são bastante relevantes, pois apenas uma amostra de 

Lactobacillus spp. foi sensível ao suco gástrico. Além disso, L. brevis A6 apresentou a melhor 

tolerância às condições ácidas, comparando-se todos os Lactobacillus spp. testados. Resultados 

semelhantes foram descritos por Costa (2013); Andrade (2014) e Sant’anna (2015), sendo que 

100% das amostras de Lactobacillus spp. isoladas de queijo Minas artesanal da Serra da 

Canastra e de Campos das Vertentes, foram resistentes ao suco gástrico e, nos dois últimos 

estudos, também foram observados amostras com crescimento microbiano.  

 

A resistência de Lactobacillus spp. ao pH ácido é uma característica comum desse gênero. 

Segundo Jay (2005), algumas espécies de Lactobacillus spp. apresentam crescimento em meio 

ácido, a exemplo de L. brevis, que é capaz de crescer em pH de 3,16.  E, de acordo com Dunne 

et al. (1999), essa resistência a acidez é potencializada nas amostras probióticas que, de modo 
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geral, são mais resistentes ao pH ácido quando comparadas com amostras probióticas de micro-

organismos de outros gêneros. A hipótese levantada pelos autores pode explicar o percentual de 

inibição negativo encontrado em L. brevis A6.    

 

De certa forma, a resistência das amostras utilizadas neste estudo era esperada, pois são 

provenientes de um ambiente em que a acidez é predominante. Para Resende et al. (2011),  em  

todo o processo de produção de queijos, o pH baixo é frequente, com isso é esperado que os 

micro-organismos presentes sejam adaptados às condições de estresse gerado pela elevada 

acidez.   

 

Em relação à resistência aos sais biliares, possível determinar que 30% (3/10) das amostras 

eram tolerantes aos sais biliares e 70% (7/10) eram moderadamente tolerantes, como descrito na 

tabela 5. Nenhuma das amostras foi considerada sensível. L. plantarum E5 apresentou o menor 

percentual de inibição aos sais biliares, com 20,69%, enquanto que L. brevis B16 foi a amostra 

com maior porcentagem de inibição (79,95%).   

 

Os níveis de resistência aos sais biliares encontrados nas amostras de Lactobacillus spp., 

identificadas em queijo Minas artesanal A da região de Araxá, são inferiores aos relatados por 

Andrade et al. (2014) e Sant’anna (2015). Os autores supramencionados descreveram 

percentuais de resistência aos sais biliares em 100% das amostras de BAL isoladas de queijo 

Minas artesanal produzido nas regiões da Serra da Canastra e Campos das Vertentes, 

respectivamente. Além disso, os autores relatam que alguns micro-organismos apresentaram 

percentuais negativos de inibição. Porém, os resultados deste trabalho são superiores aos 

descritos por Costa et al. (2013) que relataram grande variação nos níveis de resistência (14,82-

89,73) aos sais biliares, com identificação de amostras sensíveis em BAL provenientes de queijo 

Minas artesanal da Serra da Canastra.  

 

Na literatura consultada é possível observar grande variabilidade em relação à resistência aos 

sais biliares de amostras de BAL oriundos das mais diversas fontes como leite de ovelha, fezes 

de cães, mucosas de suínos, entre outros. Em um mesmo estudo são observadas amostras 

tolerantes, moderadamente tolerantes e sensíveis nos mais diversos percentuais, indicando que 

BAL provenientes de uma fonte em comum apresentam comportamento diverso no teste 

(ALVIM, 2011; SANDES, 2013; SILVA et al., 2013; ACURCIO et al., 2014).   

 

O fato de a amostra L. plantarum E5 ter apresentado o menor percentual de inibição dentre as 

amostras testadas é corroborado pelos resultados descritos por Costa et al. (2013), Andrade et al. 

(2014) e Sant’anna (2015), que encontraram resultados semelhantes de inibição aos sais biliares  

em amostras da mesma espécie. Entretanto, não se pode estabelecer uma correlação entre L. 

plantarum e a resistência aos sais biliares, pois outras amostras da mesma espécie apresentaram 

resultados bem diversos, conforme observado na tabela 6.  Segundo Ruiz-Moyano et al. (2008), 

os resultados de BAL frente ao teste de resistência aos sais biliares é dependente da linhagem e 

não da espécie de origem do micro-organismo.  

 

Mesmo com a grande variabilidade nos níveis de resistência aos sais biliares, os resultados 

obtidos foram satisfatórios, pois nenhuma amostra foi classificada como sensível.  É importante 

ressaltar que os sais biliares são importantes na eliminação de bactérias patogênicas devido a 

sua ação detergente sobre a parede plasmática desses micro-organismos; porém, esse processo 
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não é seletivo e também afeta as bactérias probióticas. Ainda não se sabe, ao certo, os 

mecanismos que estão envolvidos na resistência dos probióticos aos sais biliares. Acredita-se 

que há participação de uma enzima hidrolase que os desconjuga, impedindo a ação detergente 

dos sais, além de outros mecanismos que ainda não foram estudados (VINDEROLA e 

REINHEIMER, 2003).      

 

5.2.3. Produção de peróxido de hidrogênio 

 

A produção de peróxido de hidrogênio por amostras de Lactobacillus spp. tem sido indicada 

como um importante mecanismo antimicrobiano, devido ao seu papel antagonista contra 

patógenos, como Salmonella spp. (LEBEER et al., 2008; PREDMORE et al., 2008). Amostras 

de Lactobacillus spp. produtoras de peróxido são frequentemente isoladas da vagina de 

mulheres saudáveis (VALLOR et al., 2001, SERVIN, 2004). Estima-se que 94-95% das 

amostras de L. crispatus e L. jensenii, espécies mais frequentes na mucosa vaginal, sejam 

produtoras de peróxido (ANTONIO et al., 1999).  

 

No presente estudo, de todas as amostras testadas apenas, L. brevis E35 produziu peróxido 

(10%), sendo classificado como de baixa produção (+). Resultado semelhante foi descrito por 

Sant’anna (2015), que relatou apenas uma amostra de Lactobacillus spp.  produtora de 

peróxido, com média produção. Segundo o autor, essa avaliação pode constituir uma etapa 

importante do processo de seleção, uma vez que a atividade antagonista de determinado isolado 

pode ser exercida pela produção de peróxido de hidrogênio. Estudos realizados com BAL 

isoladas de outras fontes, como as mucosas orais e intestinais de bovinos, encontraram 

percentuais variáveis (8-92,8%) de bactérias produtoras de peróxido, indicando que o habitat do 

micro-organismo pode influenciar a incidência de amostras produtoras da substância (SANDES, 

2013; SILVA et al., 2013). 

 

5.2.4. Teste de antagonismo “spot on the lawn” 

Na tabela 7 é possível observar os resultados do teste de antagonismo“spot on the lawn” das 

amostras de Lactobacillus spp. isoladas de queijo Minas artesanal da região de Araxá contra 

bactérias reveladoras e a comparação das médias dos halos de inibição pelo teste de Kruskal-

Wallis (p≤0,05). 
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Tabela 6. Médias dos halos de inibição (em mm) de Lactobacillus spp. isolados de queijo Minas 

artesanal de Araxá, coletados durante as épocas de chuva e seca, ao longo da maturação, contra bactérias 

reveladoras  

Amostras Bactérias reveladoras 

 EC EF LM ST SF SA LP C24 
LR 

A23 

LR A1 57,13 28,86
a
 24,57 46,68 43,52 31,11 28,20

 a, b
 0,00 

LB A6 45,59 6,27
b, c 

22,68 51,92 49,00 36,96 27,80
 a, b

 0,00 

LB B16 42,49 5,79
 b, c

 21,93 40,76 51,74 32,74 5,87
 c
 8,96 

LC B5 56,28 16,08
 a, b, c

 4,51 25,82 25,14 0,00 20,60
 b, c

 0,00 

LP B206 34,08 26,76
 a, b

 26,02 44,74 50,22 32,67 26,12
 a, b, c

 0,00 

LP C0 17,11 0,00
 c
 24,70 33,72 9,82 4,21 17,91

 a, b, c
 0,00 

LR C5 52,00 26,86
 a, b

 25,21 44,64 45,98 28,47 29,14
 a
 0,00 

LP D4 21,63 0,00
 c
 6,72 0,00 23,80 0,00 0,00

 c
 0,00 

LP E5 55,80 17,73
 a, b, c

 18,13 28,24 29,57 0,00 23,55
 a, b, c

 0,00 

LB E35 45,06 5,85
 b, c

 22,73 42,80 47,64 28,87 23,15
 a, b, c

 0,00 

Legenda: Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna indicam resultados diferentes pelo teste 

de Kruskal-Wallis (p≤0,05). EC – Escherichia coli ATCC 25922; EF – Enterococcus faecalis ATCC 

19433; LM – Listeria monocytogenes ATCC 15313; ST – Salmonella enterica var. Typhimurium ATCC 

14028; SF - Shigella flexneri ATCC 25875; SA – Staphylococcus aureus N315, LB-Lactobacillus brevis, 

LC-Lactobacillus casei, LP-Lactobacillus plantarum, LR-Lactobacillus rhamnosus.  
 

A análise estatística indicou variação relevante entre as médias dos halos de inibição de 

Lactobacillus spp. contra duas bactérias reveladoras, Enterococcus faecalis ATCC 19433 e 

Lactobacillus plantarum C24. De acordo com o teste estatístico utilizado, E.  faecalis ATCC 

19433 foi mais inibido por L. rhamnosus A1 que por  L. plantarum C0 e D4. Enquanto que L. 

plantarum C24 foi mais inibido por L. rhamnosus C5 que por L. plantarum D4 e L. brevis B16. 

Os resultados indicam que houve diferença (p<0,05) no comportamento antagonista de 

Lactobacillus spp. contra outras BAL, pois apesar de ser um patógeno emergente e ter seu uso 

em alimentos questionado, E. faecalis também compõe esse grupo. Resultados semelhantes 

foram relatados por Alexandre et al. (2002), Guedes Neto et al. (2005) e Andrade et al. (2014), 

que observaram atividade antagonista de BAL isoladas de queijo Minas artesanal do Serro, 

queijo de coalho e queijo Minas artesanal da Serra Canastra, respetivamente. 

   

O ideal seria que BAL não interferissem na atividade de outras bactérias desejáveis do mesmo 

grupo. Mas os resultados encontrados neste e em outros trabalhos, citados anteriormente, 

indicam que o antagonismo entre elas é frequente, apesar de não se saber ao certo quais os 

mecanismos envolvidos nesse antagonismo (ALEXANDRE et al., 2002; GUEDES NETO et al., 

2005 e ANDRADE et al., 2014). Caso essas amostras estivessem sendo selecionados para 

utilização em alimentos fermentados com a utilização de culturas mistas, o uso de L. plantarum 

D4 seria recomendado, pois foi a amostra que apresentou menor atividade antagonista (p≤0,05) 

contra outras BAL. 

 

Também foi possível observar que, dentre as amostras, L. brevis B16 foi o único micro-

organismo que apresentou halos de inibição contra L. rhamnosus A23. Porém, como não houve 

diferença (p≤0,05) entre as médias ambas poderiam ser utilizadas em associação com outras 

BAL, pois provavelmente não interferem no desempenho de suas funções (COSTA et al., 2013).  

Como observado na tabela 7, todas as amostras de Lactobacillus spp., apresentaram halos de 

inibição contra as bactérias patogênicas Enterococcus faecalis ATCC 19433, Escherichia coli 
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ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 15313; Salmonella Typhimurium ATCC 14028, 

Shigella flexneri ATCC 25875 e Staphylococcus aureus N315. Exceto L. plantarum CO e D4, 

que não apresentaram halos de inibição contra E.  faecalis ATCC 19433. L. plantarum D4 

também não apresentou halos contra Staphylococcus aureus N315 e Salmonella Typhimurium 

ATCC 14028. L. casei B5 e L. plantarum E5 que não apresentaram halos contra S. aureus 

N315. Embora tenham ocorrido exceções, os resultados indicam ampla atividade antagonista 

das amostras e são semelhantes às observações descritas em outros trabalhos que demonstraram 

inibição de BAL isoladas de leite e queijos artesanais contra amostras bacterianas de referência 

(GUEDES NETO et al., 2005; CASTILHO et al., 2013; COSTA et al., 2013; ACURCIO et al., 

2014; ANDRADE et al., 2014; SANT’ANNA, 2015).     

 

A ausência de formação de halos de inibição contra Staphylococcus aureus N315 por três 

amostras de Lactobacillus spp. (L. casei B5, L. plantarum D4 e E5), pode estar relacionada com 

os resultados das análises microbiológicas do queijo Minas artesanal da região de Araxá 

realizadas por Sales (2015), de onde foram isoladas as BAL utilizadas no presente estudo. 

Segundo o autor, dentre os micro-organismos patogênicos pesquisados, Staphylococcus spp. 

apresentou as maiores populações, atingindo 3,8x10
7 

UFC/g. Esses valores das contagens de 

Staphylococcus  spp. podem estar relacionados com recontaminação dos queijos durante o 

processo de maturação, decorrente da  manipulação que o produto é submetido. Com isso, são 

necessários estudos mais aprofundados que venham a contribuir no entendimento da relação 

entre as BAL e o patógeno. 

 

Como mencionando anteriormente, o teste de antagonismo verifica a existência de substâncias 

inibidoras produzidas pelas BAL. Tais substâncias podem ser bacteriocinas, peróxido de 

hidrogênio, ácidos orgânicos voláteis, ácido lático e acético que são considerados os principais 

mecanismos antagonista contra patógenos (LEBEER et al., 2008; OELSCHLAEGER, 2010). 

Na amostra Lactobacillus brevis E35 foi identificada a produção de peróxido de hidrogênio, 

sugerindo que essa substância possa estar envolvida na atividade antagonista verificada. Para as 

demais amostras não foi possível identificar a(s) substância(s) envolvida(s) na atividade 

antagonista.  

 

Há grande probabilidade de que as amostras de Lactobacillus spp. utilizadas, neste estudo, 

produzam ácido lático e que este ácido esteja envolvido na atividade antagonista contra 

patógenos, desenvolvida por essas bactérias. Tal hipótese decorre do fato dos queijos de onde as 

amostras foram isoladas serem maturados e, durante o processo de maturação é observada 

redução no pH, decorrente do metabolismo das BAL com consequente produção de ácido lático. 

Quando o ácido lático é produzido por esses micro-organismos, ocorre uma alteração no 

metabolismo das bactérias sensíveis, podendo resultar em efeito bacteriostático ou bactericida 

(GRAJEK et al., 2005). Outros estudos que avaliaram a atividade antagonista de BAL isoladas 

de queijos artesanais também sugeriram que esse ácido possa ser responsável pela inibição de 

patógenos (COSTA et al., 2013; SANT’ANNA, 2015). Bacteriocinas produzidas pelas BAL 

também podem ser responsáveis por essa inibição, uma vez que há na literatura estudos que 

demostram a atividade antagonista dessas substâncias contra alguns dos micro-organismos 

(Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus), utilizados 

como reveladores no teste de antagonismo “spot on the lawn” (JAMUNA et al., 2005; 

GARCIA, 2006; TODOROV e DICKS, 2007; TODOROV, 2009).  
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A partir dos resultados é possível inferir que as amostras L. rhamnosus A1, por ter apresentado 

maior atividade antagonista contra E. faecalis ATCC 19433. L. brevis A6 e B16, L. plantarum 

B206 e L. brevis E35 por terem apresentado halos de inibição contra patógenos, além de pouca 

ou nula atividade antagonista contra Lactobacillus spp. isolados dos mesmos queijos foram os 

micro-organismos que apresentaram os melhores resultados no teste de antagonismo “spot on 

the lawn”.  

 

5.2.5. Antagonismo em co-cultivo 

 

Ao contrário do teste de antagonismo “spot on the lawn”, em que não há o contato direto entre 

as bactérias, além da inativação da cultura produtora pelo clorofórmio, no teste de antagonismo 

em co-cultivo é avaliado o efeito inibitório da bactéria produtora contra a reveladora. Isso é 

realizado por meio do cultivo direto de ambas em dois meios distintos, caldos BHI (favorável ao 

crescimento da cultura reveladora) e MRS (favorável ao crescimento da cultura produtora) com 

posterior plaqueamento em ágar MacConkey.  

 

Os resultados apresentados nas tabelas 8, 9 e 10 indicam que houve redução nas contagens, com 

diferença (p≤0,0001), entre os meios cultura MRS e BHI em todos os antagonismos em co-

cultivo de Lactobacillus spp. contra  as amostras reveladoras (Escherichia coli ATCC 25922, 

Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e Shigella flexneri ATCC 25875). A única exceção foi 

o antagonismo entre Lactobacillus plantarum C0 e Shigella flexneri ATCC 25875, embora ter 

ocorrido redução nas contagens de S. flexneri ATCC 25875 não foi verificada diferença 

(p≤0,0001). 
 

Tabela 7. Valores médios das contagens (UFC/mL) em ágar MacConkey de E. coli ATCC 25922,  após 

cultivo em caldo MRS e BHI com e sem a presença de Lactobacillus spp. isolados de queijo Minas 

artesanal de Araxá, coletados durante as épocas de chuva e seca, ao longo da maturação 

Co-cultivo MEIO 

BHI MRS 

EC 1,18 x 10
10a

 3,83 x 10
5b

 

A1+ EC 4,25 x 10
9a

 --
b
 

A6+ EC 3,25 x 10
9a

 --
 b
 

B16+ EC 2,49 x 10
9a

 8,83 x 10
5b

 

B5+ EC 5,42 x 10
9a

 0,33 x 10
5b

 

B206+ EC 7,50 x 10
9a

 --
b
 

C0+ EC 6,5 x 10
10a

 3 x 10
6b

 

C5+ EC 5,16 x 10
9a

 --
b
 

D4+ EC 9,17 x 10
9a

 1,33 x 10
5b

 

E5+ EC 1,16 x 10
9a

 1 x 10
5b

 

E35+ EC 1 x 10
9b

 1,78 x 10
6b

 

Legenda: letras distintas na mesma linha indicam resultados diferentes pelo teste de Friedman (p≤0,0001). 

EC – Escherichia coli ATCC 25922; A1 - Lactobacillus rhamnosus, A6 - Lactobacillus brevis, B16 -  

Lactobacillus brevis, B5 - Lactobacillus casei, B206 - Lactobacillus plantarum, C0 - Lactobacillus 

plantarum, C5 -  Lactobacillus rhamnosus, D4 - Lactobacillus plantarum, E5 - Lactobacillus plantarum, 

E35 - Lactobacillus brevis. 
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Tabela 8. Valores médios das contagens (UFC/mL) em ágar MacConkey de Salmonella Typhimurium 

ATCC 14028, após cultivo em caldo MRS e BHI com e sem a presença de Lactobacillus spp. isolados de 

queijo Minas artesanal de Araxá, coletados durante as épocas de chuva e seca, ao longo da maturação 

Co-cultivo 
MEIO 

BHI MRS 

ST 1,11 x 10
10a

 0,5 x 10
5b

 

A1+ST 1,54 x 10
10a

 --
b
 

A6+ST 6,25 x 10
9a

 --
b
 

B16+ST 1,3 x 10
10a

 --
b
 

B5+ST 9,58 x 10
9a

 0,5 x 10
5b

 

B206+ST 7,50 x 10
9a

 --
b
 

C0+ST 1,17 x 10
10a

 1 x 10
5b

 

C5+ST 1,39 x 10
10a

 --
b
 

D4+ST 3,59 x 10
9a

 0,33 x 10
5b

 

E5+ST 1,3 x 10
10a

 1 x 10
5b

 

E35+ST 7,41 x 10
9a

 --
b
 

Legenda: letras distintas na mesma linha indicam resultados estatisticamente diferentes pelo teste de 

Friedman (p≤0,0001). ST – Salmonella enterica var. Typhimurium ATCC 14028; A1 - Lactobacillus 

rhamnosus; A6 - Lactobacillus brevis; B16 - Lactobacillus brevis; B5 - Lactobacillus casei; B206 - 

Lactobacillus plantarum; C0 - Lactobacillus plantarum; C5 - Lactobacillus rhamnosus; D4 - 

Lactobacillus plantarum; E5 - Lactobacillus plantarum; E35 - Lactobacillus brevis. 

 
Tabela 9. Valores médios das contagens (UFC/mL) em ágar MacConkey de Shigella flexneri ATCC 

25875, após cultivo em caldo MRS e BHI com e sem a presença de Lactobacillus spp. isolados de queijo 

Minas artesanal de Araxá, coletados durante as épocas de chuva e seca, ao longo da maturação 

Co-cultivo 

MEIO 

BHI MRS 

SF 4 x 10
9a

 1,66 x 10
5b

 

A1+ SF 9,16 x 10
9a

 --
b
 

A6+ SF 5,25 x 10
9a

 --
b
 

B16+ SF 1 x 10
10a

 --
b
 

B5+ SF 1 x 10
10a

 --
b
 

B206+ SF 5 x 10
9a

 --
b
 

C0+ SF 3,92 x 10
9
 1,50 x 10

5
 

C5+ SF 6,58 x 10
9a

 --
b
 

D4+ SF 1,4 x 10
9a

 --
b
 

E5+ SF 5,50 x 10
9a

 --
b
 

E35+ SF 9,33 x 10
9a

 0,17 x 10
5b

 

Legenda: letras distintas na mesma linha indicam resultados estatisticamente diferentes pelo teste de 

Friedman (p≤0,0001). SF - Shigella flexneri ATCC 25875; A1 - Lactobacillus rhamnosus, A6 - 

Lactobacillus brevis, B16 -  Lactobacillus brevis, B5 - Lactobacillus casei, B206 - Lactobacillus 

plantarum, C0 - Lactobacillus plantarum, C5 - Lactobacillus rhamnosus, D4 - Lactobacillus plantarum, 

E5 - Lactobacillus plantarum, E35 - Lactobacillus brevis. 
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Também foi observada diferença (p≤0,0001) entre as contagens das bactérias reveladoras, nos 

dois meios de cultura, mesmo quando elas não foram desafiadas contra Lactobacillus spp. A 

diminuição nas contagens no meio MRS em relação ao BHI pode estar relacionada à 

constituição de ambos. Uma vez que o MRS favorece o crescimento de BAL, pois apresenta na 

sua constituição nutrientes como aminoácidos, vitaminas do complexo B e bases purinas e 

pirimidinas essenciais para o crescimento desses micro-organismo, que não são encontrados na 

constituição do BHI (JAY, 2005).  

 

Mesmo assim, os resultados demonstram que a queda nas contagens das bactérias reveladoras, 

no caldo MRS, foi mais acentuada na presença de Lactobacillus spp.,  indicando que a atividade 

antagonista foi exercida quando o ambiente era favorável ao desenvolvimento dessas bactérias. 

Resultados semelhantes foram descritos por Sant’anna (2015), que observou queda nas 

contagens, entre os meios BHI e MRS, das mesmas bactérias reveladoras quando submetidas ao 

desafio contra amostras de L. plantarum e Pediococcus acidilactici. Segundo o autor, quando 

em meio MRS as BAL produzem substâncias capazes de antagonizar as bactérias reveladoras, o 

que pode ser causado principalmente pela produção de ácidos orgânicos, decorrente da maior 

capacidade de acidificação do meio MRS. Fenômeno semelhante não seria observado se as 

bactérias fossem testadas no meio BHI, pois esse meio não possui capacidade de redução do pH.  

Hutt et al. (2006) observaram atividade antagonista de amostras de Lactobacillus spp. e 

Bifidobacterium spp., conhecidamente probióticos, contra E. coli, Salmonella enterica spp. 

enterica e Shigella sonnei. Os autores relatam que a atividade antagonista de BAL é favorecida 

em meio líquido pela rápida difusão de compostos antimicrobianos, como os ácidos orgânicos. 

Garcia (2006) também sugeriu que há associação entre a atividade antagonista de Lactobacillus 

spp., com a produção de ácidos orgânicos, resultando em queda no pH do meio onde as 

bactérias estejam realizando essa atividade.  

 

Apesar de não terem sido realizados testes que verificassem a produção de ácidos orgânicos, há 

grande possibilidade que esses compostos estejam envolvidos no antagonismo apresentado por 

Lactobacillus spp., pois essas bactérias foram isoladas de queijos artesanais, nos quais 

participam do processo fermentativo com a degradação da glicose e consequente produção de 

ácidos orgânicos, como o ácido lático, podendo promover uma proteção in sito no produto 

contra patógenos (BERESFORD et al., 2001; SETTANI e MOSCHETTI, 2010).  

 

Além disso, foi verificada redução acentuada no pH do meio caldo MRS após o crescimento de 

todas as amostras de Lactobacillus spp. utilizadas neste estudo. Isso demonstra que as bactérias 

promoveram acidificação no meio, tal resultado pode ser observado na tabela 10. Na mesma 

tabela é possível observar redução no pH do meio caldo BHI, após o crescimento das bactérias 

reveladoras patogênicas, porém em valores menos acentuados que os verificados no meio caldo 

MRS.    
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Tabela 10. Valores médios de pH após incubação a 37ºC por 24h de caldo MRS com e sem inoculação 

de Lactobacillus spp. isolados de queijo Minas artesanal de Araxá, coletados durante as épocas de chuva 

e seca, ao longo da maturação e caldo BHI com e sem inoculação de bactérias reveladoras 

Amostra pH do caldo MRS 

L. rhamnosus A1 3.86 

L. brevis A6 3.83 

L. brevis B16 4.15 

L. casei B5 4.65 

L. plantarum B206 3.72 

L. plantarum C0 4.38 

L. rhamnosus C5 3.72 

L. plantarum D4 3.96 

L. plantarum E5 4.62 

L. rhamnosus A1 4.74 

Controle* 6.24 

 pH do caldo BHI 

Escherichia coli ATCC 25922 6.73 

Salmonella Typhimurium ATCC 14028 6.76 

Shigella flexneri ATCC 25875 6.77 

Controle** 7.25 

Legenda: * tubo controle de caldo MRS sem inoculação de micro-organismos; ** tubo controle de caldo 

BHI sem inoculação de micro-organismos. 

 

Ao comparar os valores do pH do caldo MRS com o resultado da inibição no teste de co-

cultivo, foi possível observar que L. rhamnosus A1 e C5, L. brevis A6 e L. plantarum B206 

apresentaram os menores valores de pH após o crescimento no caldo MRS. Essas mesmas 

bactérias inibiram totalmente o crescimento das três bactérias reveladoras. Isso reforça a 

hipótese de que a produção de ácidos orgânicos esteja diretamente relacionada com o 

antagonismo dos Lactobacillus spp. contra os patógenos. Uma vez que, E. coli, S. Typhimurium 

e S. flexneri requerem, para seu crescimento, pH mínimo de 4.5, 4.5. e 5.5, respectivamente.  

(JAY, 2005; CARDOSO e CARVALHO, 2006). 

   

Dentre as amostras utilizadas, L. rhamnosus A1 e C5, L. brevis A6 e L. plantarum B206 

apresentaram os melhores resultados, pois inibiram totalmente o crescimento das três bactérias 

reveladoras; seguidos por L. brevis B16 que inibiu totalmente o crescimento de S. flexneri 

ATCC 25875 e S. Typhimurium ATCC 14028; L. casei B5, L. plantarum D4 e L. plantarum E5 

que inibiram totalmente o crescimento de S. flexneri ATCC 25875; L. brevis E35 que inibiu 

totalmente o crescimento de S. Typhimurium ATCC 14028 e L. plantarum C0 que, mesmo 

tenho reduzido as contagens das três bactérias reveladoras, não inibiu totalmente o crescimento 

de nenhuma delas. Em resumo, o teste de antagonismo direto em co-cultivo demonstrou que 

Lactobacillus spp., isolados de queijo Minas artesanal da região de Araxá apresentaram efeito 

antagonista contra as bactérias reveladoras, quando cultivados em meio favorável ao seu 

crescimento.  

 

5.2.6. Seleção de Lactobacillus spp. isolados de queijo Minas artesanal da 

região de Araxá,  considerando potencial probiótico in vitro 
 

Para avaliação das propriedades probióticas in vitro, as dez amostras de Lactobacillus spp., 

isoladas de queijo Minas artesanal da região de Araxá, foram submetidas a seis análises: 
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susceptibilidade a antimicrobianos, resistência ao suco gástrico artificial e aos sais biliares, 

produção de peróxido de hidrogênio, antagonismo “spot on the lawn” e antagonismo em co-

cultivo. A síntese dos resultados está apresentada na tabela 11. 

 
Tabela 11. Síntese dos resultados da caracterização probiótica in vitro de Lactobacillus spp. isolados de 

queijo Minas artesanal da região de Araxá coletados durante as épocas de chuva e seca, ao longo de 

sessenta dias de maturação 

Identificação RA SGA SB H2O2 AS AC 

L. rhamnosus A1 50 34,93 70 - + + 

L. brevis A6 20  -0,38 36,13 - + + 

L. brevis B16 50 78,15 79,95 - + - 

L. casei B5 50 97,00 25,40 - - - 

L. plantarum B206 40 27,69 66,22 - + + 

L. plantarum C0 0 75,84 78,21 - - - 

L. rhamnosus C5 50 73,60 61,16 - - + 

L. plantarum D4 20 34,81 64,68 - - - 

L. plantarum E5 60 6,39 20,69 - - - 

L. brevis E35 50 9,42 53,31 + + - 

Legenda: RA – Resistência aos antimicrobianos; SGA – Resistência ao suco gástrico artificial; SB – 

Resistência aos sais biliares; H2O2 – Peróxido de hidrogênio; AS - Antagonismo “spot on the lawn”; AC - 

antagonismo em cocultivo. Valores de RA, SGA e SB estão expressos em porcentagem.  

 

Na tabela 11 é possível observar que 60% das amostras apresentaram elevada resistência a 

antimicrobianos (≥ 50%). Com isso, as amostras que apresentaram os melhores resultados foram 

L. plantarum C0, L. brevis A6, L. plantarum B206 e L. plantarum D4, com 0, 20, 20 e 40 % de 

resistência, respectivamente.  

 

Na avaliação de resistência ao suco gástrico artificial, as amostras que apresentaram menores 

índices de inibição, sendo considerados tolerantes foram L. rhamnosus A1, L. brevis A6, L. 

plantarum B206, L. plantarum D4, L. plantarum E5 e L. brevis E35. Com destaque para L. 

brevis A6 que apresentou crescimento sob condições de acidez mimetizando o suco gástrico. 

Em relação à resistência aos sais biliares, L. brevis A6, L. casei B5 e L. plantarum E5 foram 

consideradas tolerantes, tendo a última apresentado o menor índice de inibição, com 20,69%. 

Apenas L. brevis E35 foi capaz de produzir peróxido de hidrogênio.  

 

No antagonismo “spot on the lawn” L. rhamnosus A1, por ter apresentado maior atividade 

antagonista contra E. faecalis ATCC 19433; L. brevis A6 e B16, L. plantarum B206 e L. brevis 

E35 por terem apresentado halos de inibição contra patógenos, além de pouca ou nula atividade 

antagonista contra Lactobacillus spp., isolados dos próprios queijos, foram os micro-organismos 

que apresentaram os melhores resultados. A partir disso, e para tornar a interpretação didática, 

receberam o símbolo “+” na tabela 11.  

 

L. rhamnosus A1 e C5, L. brevis A6 e L. plantarum B206 apresentaram os melhores resultados 

no antagonismo em co-cultivo, pois inibiram totalmente o crescimento das três bactérias 

reveladoras no meio MRS. Com isso, essas amostras receberam o símbolo “+” na tabela 11. 

 

A partir da sumarização dos resultados de todos os testes, L. brevis A6 demonstrou o melhor 

potencial probiótico entre as dez amostras testadas, pois apresentou baixa resistência aos 
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antimicrobianos, tolerância ao suco gástrico artificial e aos sais biliares e antagonismo contra 

patógenos de referência. L. brevis A6 é uma amostra candidata a elaboração de novas culturas 

láticas para elaboração de produtos probióticos tanto artesanais quanto industriais, sendo 

necessário a avaliação de suas propriedades probióticas in vivo e testes sensoriais para 

complementar a caracterização dessa amostra realizada neste trabalho. 

 

6. CONCLUSÕES 

 

Bactérias do gênero Lactobacillus, identificadas molecularmente, apresentaram frequência mais 

elevada dentre as bactérias ácido-láticas isoladas de queijo Minas artesanal da região de Araxá, 

maturado por até 60 dias, nas épocas de seca e chuva. As espécies L. plantarum e L. rhamnosus 

apresentaram as maiores frequências de identificação. 

 

Lactobacillus spp. apresentaram propriedades probióticas in vitro, quando submetidos aos testes 

susceptibilidade a antimicrobianos, resistência ao suco gástrico e aos sais biliares, produção de 

peróxido de hidrogênio e atividade antagonista. 

 

L. brevis A6 apresentou o melhor potencial probiótico in vitro dentre as amostras de 

Lactobacillus spp. testadas. Estudos mais aprofundados para caracterização de propriedades 

probióticas in vivo e análises sensoriais de produtos lácteos fermentados por essa amostra são 

necessários para possível utilização em produtos com apelo probiótico. 
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