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RESUMO 

Paula Soares de Moura Rezende 

USO DE CULTURAS LÁTICAS PROBIÓTICAS ISOLADAS DO KEFIR NA 

PRODUÇÃO DE QUEIJO MINAS FRESCAL 

 

Orientador: Marco Antonio Lemos Miguel 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação na disciplina Trabalho de Conclusão de Curso.  

  

 O queijo Minas frescal é um queijo tradicionalmente brasileiro e amplamente 

consumido ao redor do país. Por ser produzido com leite pasteurizado, possuir elevado teor de 

umidade e ser muito manipulado durante o processo de fabricação, o queijo Minas frescal 

apresenta condições propícias para contaminação, sobrevivência e multiplicação de bactérias 

deteriorantes e patogênicas, muitas vezes apresentando qualidade abaixo do determinado pela 

resolução RDC No 12 da ANVISA (2001). Diante desse cenário a introdução de bactérias ácido 

láticas como bioproteção se torna desejável. Este trabalho teve como objetivo a produção de 

queijo Minas frescal probiótico utilizando como fermento lático as estirpes Lactococcus lactis 

ssp. cremoris M1711B e Lactobacillus paracasei MRS59 Ambas as estirpes foram isoladas do 

Kefir e apresentaram, em estudos anteriores do grupo, características probióticas como 

resistência a bile e aderência a células intestinais. Foram produzidos cinco queijos com 

diferentes fermentos: fermento comercial Christian Hansen®, sem inóculo de cultura lática, 

com Lactobacillus paracasei MRS59, com Lactococcus lactis ssp. cremoris M1711B e com 

ambas MRS59 e M171B. Os queijos foram analisados microbiologicamente e quanto ao pH a 

cada três dias durante 21 dias. Foram produzidos também queijos intencionalmente 

contaminados com Escherichia coli. Todos os queijos produzidos se encontraram dentro do 

padrão estipulado pela legislação. Os queijos produzidos com fermento lático isolado do Kefir 

apresentaram caracteristica probióticas com contagem acima de 109. A estirpe Lactobacillus 

paracasei MRS59 se destacou na proteção contra fungos e leveduras assim como contra 

bactérias mesófilas e Escherichia coli.  

 

 

Palavras chaves: kefir, bioproteção, queijo probiótico, bactérica ácido lática, Escherichia coli. 
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ABSTRACT 

Paula Soares de Moura Rezende 

USE OF LACTIC STRAINS ISOLATED FROM KEFIR IN THE 

PRODUCTION OF FRESH CHESSE “MINAS’’ 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 

para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e 

Imunologia e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso.  

 The Minas fresh cheese is a traditional Brazilian cheese and is widely consumed around 

the country. Because it is produced with pasteurized milk, has a high water content and is very 

manipulated during fabrication, the Minas fresh cheese is susceptible to contamination, 

survival and growth of pathogenic and deteriorating bacteria. This cheese is regularly found 

with quality below the current law stipulated by RDC Number 12 (2001) (ano de publicação), 

ANVISA. As a solution to this problem, the introduction of acid lactic bacteria as bioprotection 

becomes an interest alternative. The aim of this work is to use the strains Lactococcus lactis 

ssp. cremoris M1711B and Lactobacillus paracasei MRS59 as ferment to produce probiotic 

fresh Minas cheese. Both this strains were isolated from Kefir beverage and showed probiotic 

characteristics in previous studies of our group, such as bile resistant and adherence to intestinal 

cells. Five cheeses were produced with different ferments: commercial ferment Christian 

Hansen®, without lactic culture, Lactobacillus paracasei MRS59, Lactococcus lactis ssp. 

cremoris M1711B and with both MRS59 and M1711B. The cheeses were analyzed every three 

days during 21 days in microbiological aspects and pH. There were also produced cheeses 

purposely contaminated with Escherichia coli. All produced cheeses were within the regulation 

stipulated by the current legislation. The cheeses produced with lactic ferment isolated from 

Kefir were characterized as probiotics with lactic acid bacteria count above 109. The strain 

Lactobacillus paracasei MRS59 showed great protection against fungus and yeast as well as 

against mesophilic bacteria and E.coli.  

 

Key words: Kefir, bioprotetion, probiotic chesse, latic acid bacteria, Escherichia coli 
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1. INTRODUÇÃO  
 

1.1 Queijo: Definição e Consumo 

 O queijo em suas diferentes variedades é um alimento amplamente consumido ao redor 

do mundo. De acordo com a Associação Brasileira das Indústrias de Queijo (ABIQ), o consumo 

de queijo por habitante no Brasil é de aproximadamente 5 kg/ano. No ano de 2010 foram 

produzidas 801.440 toneladas de queijo, sendo destas 40.070 toneladas de queijo Minas 

Frescal. O Brasil ainda se encontra atrás de países da Europa, como a França e Espanha, onde 

o consumo anual de queijo chega a 20 kg por habitante, mas esse número vem crescendo ao 

longo do tempo, mostrando um aumento de interesse pelo produto (ABIQ, 2010). 

 O queijo pode ser definido como 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. A coagulação é feita pela ação física do coalho, de enzimas 

específicas, de bactérias específicas, de ácido 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 (Brasil, 1996). Só deve ser considerado queijo o produto em que sua base 

láctea possua gordura e/ou proteínas de origem láctea. O queijo é um concentrado de lipídeos, 

proteínas, vitaminas, cálcio, fósforo, carboidratos e sais minerais (Choi et al., 2016). 

 O queijo é um produto popular ao redor do mundo todo e é consumido pelo seu sabor 

agradável e seus conhecidos benefícios à saúde. Entre esses benefícios podem ser citados a 

característica de naturalmente conter microrganismos com características benéficas que em 

alguns casos podem ser considerados probióticos, propriedades antitumorais, e por reduzir os 

índices de diabetes tipo II (Mozaffarian et al., 2010). Por outro lado, seu alto teor de sódio 

requer moderação no consumo, de modo que os limites máximos diários não sejam 

ultrapassados (Moshfegh et al., 2012).  

1.2 Classificação dos queijos 

 Os queijos em geral possuem uma base de produção parecida podendo haver alterações 

na origem do leite (leite de vaca, de cabra, de ovelha entre outros), processamento, tempo de 

maturação e fermento utilizado (Perry, 2004). 

 Os queijos podem ser classificados como maturados ou frescos. Os queijos frescos são 

aqueles que já estão prontos para consumo logo após sua fabricação, enquanto os maturados 
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passam pelo processo de maturação antes do consumo. O processo de maturação pode ser 

rápido, como o da mussarela, que demora aproximadamente três semanas, ou longo, como o 

do queijo parmesão, que pode durar até dois anos. O tempo de maturação é inversamente 

proporcional à umidade presente no queijo (Fox & McSweeney, 1997). A proteólise é o fator 

mais importante na maturação de queijos e é mediada pelo resíduo de coagulante presente no 

queijo, fermentos e peptidases. Essa proteólise resulta na conversão da caseína em peptídeos e 

aminoácidos livres. Os aminoácidos livres são catabolizados pelos fermentos lácteos em 

compostos aromáticos.  Essa cascata proteolítica é sensível a condições ambientais como pH, 

umidade e quantidade de sal, podendo gerar sabor amargo ou queijo sem aroma e sem sabor 

(Kindstedt, 2011). São exemplos de queijos maturados o Minas padrão, parmesão, provolone 

e gorgonzola. Como exemplos de queijos frescos podem ser citados o Minas frescal, cottage e 

ricota (Perry, 2004).  

 O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) também classifica os 

queijos quanto aos seguintes parâmetros: conteúdo de matéria gorda no extrato seco, umidade 

e submissão ou não a tratamento térmico para queijos de muita alta umidade (BRASIL, 1996).  

 

 Quanto ao conteúdo de gordura no extrato seco (em porcentagem) 

 Extra Gordo ou Duplo Creme: contém o mínimo de 60% 

 Gordo: contém entre 45,0 e 59,9% 

 Semigordo: contém entre 25,0 e 44,9%  

 Magro: contém entre 10 e 24,9% 

 Desnatado: contém menos de 10%  

 Quanto à umidade (em porcentagem) 

 Baixa umidade - queijos de massa dura: umidade de até 35,9% 

 Média umidade - queijo de massa semidura: umidade entre 36,0 e 45,9% 

 Alta umidade - queijos “macios”: umidade entre 46,0 e 54,9% 

 Muita alta umidade - queijos “moles”: umidade maior que 55,0%  

 Quanto à submissão ou não à tratamento térmico para queijos de muita alta 

umidade 

 Queijo de muita alta umidade tratados termicamente 

 Queijos de muita alta umidade não tratados termicamente 
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1.3 Aspectos tecnológicos do leite 

 Todo queijo tem como base da sua matéria prima o leite, seja ele de origem bovina, 

caprina ou outra. A composição básica do leite está descrita na tabela 1. Essa composição é 

variável de acordo com a raça do bovino, sua alimentação, idade e até mesmo estação do ano 

e geografia (Cerbulis & Farrell, 1975). 

 

Tabela 1: Composição do leite bovino  

Composição 

Leite 

Principais 

Componentes   
Quantidade 

 

  

% mg/1L 
Concentração 

em g/kg 

Água  
86 - 88 

  

Sólidos totais  12,0 - 14,0   

Cinzas  0.7   

Carboidratos  3,5 - 4,5    

 Lactose    

 Glucose    

 Galactose    

Gorduras  4,6 - 5,2    

 Triglicerídeos  
  

 Diacilglicerídios  
  

 Monoacilglicerídeos    

Proteínas  3,2 - 3,5    

 Caseína total   26 

 αs1-caseina   10 

 αs2-caseina   2,6 

 β-caseina   3.3 

 κ-caseina   3.3 

  β-lactoglobulina   3,2 

 α-lactoalbumina   1,2 

 Soroalbumina   0,4 

 Imunoglobulinas    0,7 

Vitaminas:     

 Vitamina A  0,2 - 2  

 Vitamina D  0,002  

 Vitamina B1  0,4  

 Vitamina B2  1,7  

 Vitamina C  5 - 20  
Minerais:     

 Cálcio  118  
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 Fósforo  74  

 Magnésio  12  

 Potássio  140  

  Sódio   58  
Adaptado de Noble & Jenness,1999 

  

 Entre os carboidratos do leite, a lactose é de extrema importância pois será o principal 

substrato para os fermentos lácteos. As bactérias láticas são os microrganismos que fermentam 

mais rapidamente a lactose e, com isto, produzem rapidamente ácidos e outros compostos 

antimicrobianos, que auxiliam na proteção contra deterioradores durante o processo. Sua 

quantidade presente no queijo ao final da produção dará suprote à multiplicação de 

microrganismos que participam da maturação do queijo (MacGibbon &Taylor, 2006). 

 Os triglicerídeos são o tipo de lipídeos de maior abundância no leite podendo chegar a 

98%. Os lipídeos do leite são encontrados como grandes gotas de triglicerídeos, ou como 

globulinas em uma membrana fosfolipídea polar que impede que essas globulinas fiquem 

dispersas (Kennan & Mather, 2006). A quantidade de gordura presente no leite influencia tanto 

na textura quanto no sabor do queijo produzido, sendo a textura influenciada também pela 

temperatura do leite (Collins et al., 2004).  

 As proteínas do leite podem ser divididas em duas famílias, caseínas e proteínas do 

soro, sendo encontradas aproximadamente na proporção de 80% e 20% respectivamente. A 

caseína possui quatro principais componentes classificados como fosfoproteinas: αs1-, αs2-, β-, 

and κ-caseína (Swaisgood, 2003). A maioria dessas caseínas são encontradas na forma de 

micelas (Figura 1), grandes estruturas macromoleculares esféricas que possuem em media 10 

a 15 nanômetros. A micela de caseína pode ser definida como um emaranhado esférico de 

milhões de caseínas individuais ligadas pelos nanocristais de cálcio fosfato por ligação iônica, 

chamados de submicelas (Figura 2). Dentro da micela de caseína estão presentes dois terços do 

cálcio total e metade de todo fósforo presente no leite (De Kruif & Holt, 2003).  
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Figura 1:Estrutura de uma submicela de caseína (Gösta, 1995) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Estrutura e estabilização de uma micela de caseína (Gösta, 1995) 

  

 A micela de caseína possui três características essenciais para que a produção de queijo 

seja possível. A primeira é sua superfície altamente polar devido a concentração de κ-caseína, 

que possui cadeias de carboidratos altamente polares. Em contrapartida, o interior da micela 

de caseína é apolar (Waltra & Wouters, 2006). A segunda característica é sua capacidade de 

absorver íons de hidrogênio devido a sua alta concentração de fosfato de cálcio. A medida que 

a micela de caseína absorve íons de hidrogênio, o fosfato de cálcio vai sendo convertido à 

forma solúvel e liberado da micela para a fase aquosa (De Kruif & Holt, 2003). Por último, a 

micela de caseína possui uma alta capacidade de ligação e retenção de água. A água existe no 

queijo em duas categorias: ligada quimicamente ou indisponível, não acessível para 
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crescimento de microrganismos ou processos enzimáticos, ou água livre, fracamente 

imobilizada. A quantidade de água indisponível é influenciada diretamente pela composição 

da caseína, ou seja, dois queijos com a mesma quantidade de água, mas diferentes composições 

da caseína vão ter níveis diferentes de água livre e água imobilizada (Geurts et al., 1974).  

 A coagulação pode ser ácida, por temperatura ou pelo uso de coalho, sendo esta última 

a mais utilizada e explicada a seguir. Essa coagulação ocorre em duas etapas: a etapa 

enzimática e não enzimática. A etapa enzimática tem início com a hidrolise da κ-caseína, 

resultando na liberação da parte da molécula C-terminal rica em carboidrato. As enzimas vão 

então expor a parte interna da micela de caseína que se torna apolar no ambiente do leite rico 

em cálcio (Harboe & Budtz, 1999). Este processo é dependente de fatores como: pH, teor de 

cálcio presente no leite e temperatura (Perry, 2004). Na etapa não enzimática a micela perde 

sua capacidade de interagir com moléculas de água, sendo assim, obrigadas a interagir umas 

com as outras, formando agregados e cadeias de micelas. No decorrer da coagulação as cadeias 

de micela aumentam e se fecham uma com as outras em formato tridimensional que encapsula 

principalmente lactose, lipídeos e minerais (Johnson & Law, 1999).  

 Além do tipo de coagulação, a escolha do coagulante em si é uma etapa importante na 

produção do queijo, visto que pode interferir diretamente tanto no rendimento quanto no sabor 

do queijo final. A pepsina bovina é a mais proteolítica e a menos específica em comparação à 

quimosina. Por isso a pepsina pode acarretar uma quebra exacerbada da caseína, gerando um 

amargor no queijo. Como alternativa para minimizar esses problemas, foi desenvolvido um 

agente coagulante microbiano totalmente composto por quimosina, que é o mais utilizado 

(Neves-Souza & Silva, 2005).  

 Antes da coagulação, aditivos como corantes e cloreto de cálcio (CaCl
2
) podem ser 

adicionados. A adição de cloreto de cálcio é importante para aumentar a quantidade de íons 

Ca+2 no leite, fazendo com que o processo de formação do coalho seja catalisado com melhor 

eficiência.  Também podem ser utilizados o nitrato de sódio (NaNO
3
) ou de potássio (KNO

3
), 

que servem principalmente para inibir a ação de microrganismos contaminantes (Perry, 2004).   

1.3.1 Soro de leite: produção e aplicações tecnológicas 
 

 O soro é um subproduto restante da fabricação de queijos, obtido pela precipitação e 

remoção da caseína do leite durante o processo. O volume do soro pode representar de 85-95% 

do leite utilizado e pode reter até 55% dos seus nutrientes (Siso, 1996). O soro possui uma cor 

amarelada devido a presença de riboflavina (vitamina B2) e é rico em lactose (De Wit, 2001). 
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O soro pode ser classificado como soro doce (pH 6-7) e soro ácido (pH <5) sendo mais 

reutilizado o soro doce por ser mais rico em sua composição como mostrado na tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 
  Adaptado de: Oliveira (1986) 

 

 O reaproveitamento do soro é de grande interesse nas industrias alimentícias pois além 

do valor nutricional, o soro do leite possui também a proteína â-lactoglobulina na sua 

composição. A â-lactoglobulina possui como particularidade uma estrutura do tipo lipocalina 

que forma um “cálice” de caráter hidrofóbico conferindo propriedades funcionais de 

importante aplicação na indústria de alimentos, como capacidade de emulsificação, formação 

de espuma, geleificação e ligação de aroma e sabor (Morr & Foegeding, 1990).  

 Outro fato de relevância ao se tratar do aproveitamento do soro oriundo da produção 

do queijo é sua alta capacidade de poluição. Por possuir alta carga orgânica, sólidos suspensos, 

óleos, gordura, alta concentração de sal e caráter ácido, sua presença em lagos e rios é 

indesejável, sendo considerado um risco ambiental (Casal et al., 2006).  

 Dentre os usos mais comuns para o aproveitamento do soro pode-se citar seu uso in 

natura para alimentação animal no setor da agropecuária, na fabricação de produtos lácteos 

como ricota e iogurte e a concentração para produção de soro em pó, muito utilizado como 

suplemento alimentar (Giroto & Pawlowsky, 2001). O aproveitamento alternativo do soro vem 

sendo estudado em diversos âmbitos, entre eles: como fonte de nutrientes em meio de cultura 

para produção de Goma Xantana (Nitschke et al., 2001), na agricultura para irrigar plantações 

de tomate (Prazeres et al., 2014), na fabricação de pão de queijo vendidos na forma congelada 

(Tesse et al., 2010) e na produção de doces vendidos prontos, como doce de leite (Lima & 

Rocha, 2017).  

 

 
    

Componentes % Vitaminas mg/1.000g 

Água 93 Vitamina B1 4,00 

Proteína 0,9 Vitamina B2 43,00 

Gordura 0,2 Vitamina B6 5,30 

Lactose 5,0 Vitamina B12 12,50 

Cinzas 0,6 Vitamina B6 0,16 

Solidos 

Totais 
6,7 

Ácido 

pantotênico 45,00 

  Ácido fólico 0,03 

    Biotina 116,00 

Tabela 2 - Composição nutricional e vitaminas (mg/1.000g de extrato seco) 

presents do soro doce 
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1.4 Queijo Minas Frescal 

 O queijo Minas é um queijo tipicamente brasileiro e pode ser encontrado em todo o 

país. A produção brasileira de queijo Minas Frescal representa em média 68% dos queijos 

frescos e 5% dos queijos totais produzidos (Zacarchenco et al., 2011). Este queijo é produzido 

a partir de leite de origem bovina e possui sabor pouco ácido e agradável. A produção do queijo 

Minas Frescal é simples, não necessita de maturação e pode ser tanto artesanal, quanto em 

escala industrial. É também um queijo de bom rendimento de fabricação (Sangaleti., 2007). 

 O queijo Minas Frescal tem como padrão de identidade definido pelo MAPA muito alta 

umidade, possui massa branca e é semigordo, quanto ao teor de gordura em seu extrato seco 

(Brasil, 2004). O queijo ao qual é adicionado fermento antes da sua coagulação possui pH na 

faixa de 5,1, enquanto o queijo que não leva fermento é menos ácido com pH de 

aproximadamente 6,7. A adição de fermento lático ao queijo Minas frescal é opcional e está 

relacionado com o aroma, sabor e segurança que os microganismos presentes no fermento 

podem proporcionar (Isepon & Oliveira, 1995). Por ser um queijo fresco, não passa pelo 

processo de maturação, possuindo massa crua com alto teor de umidade. Essas características 

de baixo processamento tornam esse tipo de queijo mais susceptível à contaminação, possuindo 

assim uma baixa vida de prateleira, de até 21 dias. (Zacarchenco et al., 2011).  

 

1.5 Queijo Minas frescal e sua segurança 

 As doenças transmitidas por alimentos são um problema mundial de saúde pública, com 

1,5 bilhões de casos de gastroenterites por ano. Essas doenças afetam principalmente crianças 

na primeira infância, com casos predominantes nos países em desenvolvimento, levando a 

125000 óbitos por ano. É estimado pela Organização Mundial de Saúde que 600 milhões, quase 

1 a cada 10 pessoas no mundo, ficam doentes após ingerir alimentos contaminados 

(FAO/WHO, 2015). 

 Atualmente, os surtos de doença transmitidas por alimentos ocorrem em qualquer 

veículo, seja o produto de origem animal, como carnes, embutidos ou laticínios, ou produtos 

de origem vegetal como frutas e legumes in natura (Brasil, 2016). Os produtos lácteos são 

produtos relevantes, quando se trata de doenças transmitidas por alimentos. O queijo Minas 

frescal, por ser produzido com o leite não ultrapasteurizado, está susceptível a diversos tipos 

de contaminação, predominantemente por Staphylococcus aureus.  Isso se deve, 

principalmente, à alta incidência de mastite nas vacas de ordenha no Brasil. A mastite é uma 
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infecção no úbere da vaca que contamina o leite, principal ingrediente da fabricação de queijos 

(Oliveira et al., 2001).  Por possuir elevado teor de umidade, ter baixa vida de prateleira e ser 

muito manipulado durante o processo de fabricação, o queijo Minas frescal apresenta 

condições propícias para contaminação, sobrevivência e multiplicação de bactérias 

deteriorantes e patogênicas, podendo causar doenças veiculadas por alimentos (Câmara et al., 

2002).  

 

Tabela 3: Levantamentos da ocorrência de estafilococos coagulase positiva em queijos Minas 

frescal comercializados no Brasil. 

Município/Estado 
Amostras 

Positivas (%) 
Referência 

São José do Rio 

Preto/SP 
100 Hoffmann et al., 2002 

Cuiabá/MT 97 Loguercio; Aleixo 2001 

Cuiabá/MT 86,7 Leite et al., 2005 

Ouro Preto/MG 70 Sabioni; Maia 1998 

Campo Grande/MS 70 Camara et al., 2002 

Ouro Preto/MG 62,75 Nascimento et al., 1985 

São José do Rio 

Preto/SP 
43 Peresi et al., 2001 

Rio de Janeiro/RJ 38,4 Silva, 1998 

Jaboticabal/SP 30 Salotti et al., 2006 

Rio de Janeiro/RJ 27 Barros et al., 2004 

Lavras/MG 20,3 Carvalho et al., 1981 

Rio de Janeiro/RJ 17,7 Araújo et al., 2002 

 Adaptado de:  KOMATSU et al., 2010 

 Como mostrado na tabela 3, queijos oriundos do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e 

Minas Gerais apresentaram contaminação de Staphylococcus aureus. Estudos realizados em 

produtos vendidos em feira livre da cidade de Uruaçu, em Goiás, apontaram uma alta 

contaminação de S. aureus em queijos Minas frescal artesanal com contagem atingindo 1x105 

unidades formadoras de colônia por grama (UFC/g) (Oliveira et al., 2015). O Ministério da 

Agricultura estabelece na Resolução RDC No. 12 de 02 de janeiro de 2001, como padrão 
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microbiológico legal para estafilococos coagulase positivo, o máximo de 500 amostras 

indicativas para cada 5 amostras analisadas por lote (Brasil, 2001).  Em Uberlândia, Minas 

Gerais, foi atestado, após investigação, que 88% das amostras de queijo Minas frescal 

analisadas estavam fora do padrão estabelecido pelo Ministério da Agricultura (Komatsu et al., 

2009). Na cidade do Rio de Janeiro, 45 amostras de queijos Minas frescal de três marcas 

distintas foram analisadas microbiologicamente e 95% apresentaram contagem de coliformes 

termotolerantes acima do permitido pela legislação brasileira (Araújo et al., 2002).  

 A listeriose é considerada de crescente importância na saúde pública devido a sua alta 

taxa de hospitalização, 94% nos Estados Unidos e 91,6% na Europa (Allerberger and Wagner, 

2010) e sua alta mortalidade, entre 15 e 30% (CDC, 2013). Diversos estudos reportaram a 

presença de Listeria monocytogenes nas etapas de produção de laticínios assim como nos 

queijos já prontos. Kabuki et al., pesquisaram L. monocytogenes em 246 amostras de queijos 

frescos nos Estados Unidos e reportaram 6,3% de contaminação (Kabuki et al., 2004). Em 

2002, dois surtos de listeriose ocorreram na Colômbia, Canadá, sendo o carreador do patógeno 

um queijo cremoso feito com leite pasteurizado (McIntyre et al., 2014).  

 Apesar da legislação brasileira vigente proibir a presença de L. monocytogenes em 25g 

de amostra (Tabela 5), esse patógeno vem sendo repetidamente encontrado em queijo Minas 

frescal e outros queijos. Lima et al., reportaram 11,75% de contaminação de L. monocytogenes 

e 2,9% de contaminação de Listeria innocua dentre as 34 amostras de queijos mussarela 

adquiridas em comércio varejista de Goiânia (Lima et al., 2015). Vallim et al., mostraram a 

incidencia de espécies de Listeria por 20 anos no Brasil, sendo o queijo Minas frescal um dos 

produtos citados como contaminados durante esse período (Vallim et al., 2015). 

 Outro patógeno comumente associado à contaminação de alimentos é Escherichia coli. 

Sendo comumente encontrado nos queijos frescos, E. coli é considerado um microrganismo 

indicador de contaminação fecal, permitindo a identificacão da condição de produção e 

sugerindo uma possível presença de patógenos no produto (Fernandes et al., 2006). A maioria 

da contaminação do queijo Minas frescal por E. coli é oriunda da má manipulação e produção 

do mesmo.  

 Visto isso, pode-se afirmar que a realidade da comercialização do queijo Minas se 

encontra abaixo da desejada. Uma das alternativas para a implementação de melhorias seria 

com o uso de probióticos como forma de bioproteção. 
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Tabela 4: Levantamentos da ocorrência de Escherichia coli em queijos Minas frescal comercializados 

no Brasil. 

Município/Estado 

Amostras 

Positivas 

(%) 

Referência 

Belo 

Horizonte/MG 74,3% Pereira et al., 1999 

Cuiabá/MT 93,33% 

Loguercio & Aleixo, 

2001 

Londrina/PA 32,1% Silva et al., 2006 

Campo 

Grande/MS 98% Camara et al, 2002 

São Paulo/SP 61% Rocha et al., 2006 
 

Tabela 5: Legislação Brasileira para queijo com muita alta umidade segundo ANVISA (Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária) Portaria RDC Nº 12 e Ministério de Agricultura Pecuária e 

Abastecimento 1996 

ANVISA Portaria RDC Nº 12         

Microrganismo 
Tolerância para 

Amostra Indicativa 

Tolerância para Amostra 

Representativa 

  
N c 

m 

UFC/g  

M 

UFC/g 

Coliforme a 45 ℃ 500 5 2 50 500 

Estaf. coag positiva/g 500 5 1 100 500 

Salmonella sp/25g ausência  5 0 Aus  - 

L. monocytogenes/25g ausência  5 0 Aus  - 

Ministério de Agricultura Pecuária e Abastecimento 1996     

Microrganismo 
Categoria 

I.C.M.S.F.* 

Tolerância para Amostra 

Representativa 

  n c m UFC/g  M UFC/g 

Coliforme total 5 5 2 5000 10,000 

Coliforme a 45 ℃ 5 5 2 1,000 5 

Estaf. coag positiva/g 5 5 2 100 1,000 

Salmonella sp/25g 10 5 0 0  - 

L. monocytogenes/25g 10 5 0 0  - 

 
* Comissão Internacional de Especificações Microbiológicas para Alimentos n: número de unidades a serem 

colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente. c: número máximo aceitável de unidades 

de amostras com contagens entre os limites de m e M (plano de três classes). m: limite que, em um plano de três 
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classes, separa o lote aceitável do produto ou lote com qualidade intermediária aceitável. M: limite que, em plano 

de duas classes, separa o produto aceitável do inaceitável. 

 

1.6 Probióticos 

 Atualmente vem crescendo a busca por uma alimentação que não seja apenas fonte de 

nutrientes, mas que também seja funcional. Alimentos funcionais são alimentos comuns 

adicionados de componentes ou ingredientes que levem algum benefício à saúde, além da 

nutrição, promovendo a saúde e o bem-estar do consumidor (Siro et al., 2008). O termo 

biofuncional é usado quando o efeito benéfico do alimento é realizado através de 

microrganismos (Gobbetti et al., 2010). Dentro dos alimentos biofuncionais, o grupo de 

alimentos probióticos vem ganhando destaque por suas diversas vantagens (Hojsak et al., 

2016).  Probióticos são definidos pela Organização Mundial de Saúde como microrganismos 

que, quando administrados na quantidade adequada promovem benefícios à saúde humana 

(WHO, 2015).  

 A microbiota gastrointestinal é composta por mais de 500 espécies e chega a um 

número aproximado de 1014 células bacterianas e fúngicas.  Esta colonização tem início após 

o nascimento e é constituída por um complexo ecossistema, incluindo bactérias anaeróbias e 

aeróbicas. A prevalência desses microrganismos pode ser alterada por diversos fatores como: 

pH, sinergismo e antagonismo entre as espécies, idade, processos infecciosos, estresse, 

hospitalização e tratamentos com antibióticos (Linskens et al., 2001).  

 O uso de probióticos leva a regulação e equilíbrio da microbiota gastrointestinal. O 

alcance desse equilíbrio tem como benefícios a redução de diarréia associada ao uso de 

antibióticos, a eliminação de patógenos indesejáveis, como Helicobacter, e a melhora de 

doenças inflamatórias do intestino, como doença de Crohn’s (Markowiak et al., 2017). Podem 

ser citadas também a imunomodulação, redução de colesterol sérico e diminuição de doenças 

alérgicas (dermatite atópica na infância, por exemplo), como outros benefícios derivados do 

uso de probióticos (Jones et al., 2012). O uso de probióticos também pode reduzir a intolerância 

à lactose e alergias alimentares (Szajewska et al., 2006). 

 Estudos recentes demostraram que existe uma conexão entre a composição da 

microbiota gastrointestinal e doenças metabólicas como obesidade e diabetes. Dessa forma, foi 

demostrado também que probióticos podem ser utilizados como tratamento promissor de 

diabetes tipo 2, cirrose não alcoólica e como prevenção à obesidade (Hampe et al., 2017). 
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Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei possuem a capacidade de diminuição da 

glicose no sangue, através da redução da resistência à insulina (Yadav et al., 2006).  

  

1.6.1 Microrganismos probióticos 
 

 Para ser classificado como probiótico, o alimento deve conter microrganismos capazes 

de se multiplicar no ambiente do trato gastrointestinal. Para isso, esses microrganismos devem 

ser capazes de sobreviver à passagem pelo trato gastrointestinal, devendo ser assim, resistentes 

à bile e ao ácido clorídrico presentes no intestino e estômago, respectivamente. Lactobacillus 

e Bifidobacterium são gêneros ideais para implementação em alimentos, visto que são ácido e 

bile resistentes, podem fazer parte da microbiota gastrointestinal e são capazes de aderir às 

células intestinais (Saxelin et al., 2010).  

 A dose mínima diária de microrganismos probióticos recomendada, para que o trato 

gastrointestinal seja afetado e promova os efeitos benéficos à saúde humana, está entre 106 e 

109 células viáveis. Essa dose é variável e depende de fatores como o microrganismo probiótico 

em questão, a forma consumida (inserida no alimento, na forma de cápsula ou pílula) e a 

aplicação para qual está sendo usada. Apesar das possíveis variações com relação a dose, é 

consenso universal que probióticos devem ser consumidos diariamente (Edward & 

Champagne, 2015).  

  A ANVISA determina que podem ser considerados probióticos os seguintes 

microrganismos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei 

variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei, 

Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a 

subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium (Brasil, 2008). Essa 

determinação pode ser feita desde que, após pesquisa, os microrganismos apresentem 

caracteristicas citadas na Tabela 6.  

1.6.2 Probióticos em alimentos  
 

 Microrganismos probióticos são sensíveis a diversas condições de estresse, como pH, 

acidez e temperatura. Desta forma, a escolha do probiótico utilizado para cada situação 

específica é importante (Shafire et al., 2017). É desejável que microrganismos probióticos 

possuam as características apresentadas na Tabela 6 para que possam ser incorporados em 

produtos alimentícios.     
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 A incorporação de probióticos em alimentos é complexa e diversos fatores devem ser 

levados em consideração para o sucesso da mesma. Primeiramente, a condição de 

processamento e os ingredientes utilizados devem ser compatíveis com a sobrevivência do 

microrganismo em questão. O metabolismo do probiótico deve ser levado em consideração, 

não apenas para o crescimento do mesmo, mas também para manter a qualidade do alimento.  

Lactobacilos heterofermentativos produtores de CO2 como metabólito final, por exemplo, não 

são rescomendados para incorporação em alimentos visto que a formação de gás prejudica o 

produto final (Ammor & Mayo, 2007). 

 Outro fator importante é a compatibilidade da matriz do alimento com a multiplicação 

do probiótico. Caso seja necessária a fermentação, essa matriz do alimento deve suportar a 

multiplicação do probiótico. A embalagem e seu ambiente também devem ser adequados para 

a sobrevivência do probiótico durante o transporte e armazenamento. É determinante também 

que a adição do probiotico não interfira no sabor, textura ou aroma do produto (Crittdenden, 

2009).  

 Apesar da viabilidade dos microrganismos probióticos não ser necessária para todos os 

seus benefícios, como por exemplo imunomodulação, este ainda é um aspecto essencial para a 

maioria dos outros efeitos que podem ser promovidos à saúde do consumidor (Kirjavainen & 

Salminen, 2003). Diversos fatores intrínsecos e extrínsecos, como o estado fisiológico do 

probiótico, pH, temperatura e atividade de água, influenciam na sobrevivência dos 

microrganismos probióticos. Esses fatores devem ser levados em consideração em todas as 

etapas, desde a adição do probiótico no alimento até seu cosumo (Crittdenden, 2009).  

 

Tabela 6: Características desejáveis de probióticos para uso em produtos alimentícios  

 

Critérios Propriedades Desejáveis

Origem animal ou humana

Histórico de uso seguro

Segurança Diagnóstico de identificação preciso (traços fenótipos e genótipos)

Ausência de caracteristicas patogênicas

Ausência de efeitos adversos

Ausência de genes de resistência a antibióticos

Competitividade com a microbiota colonizadora do trato gastrointesnal

Resistência a sais biliares e enzimas

Funcionalidade  Resistência ao baixo pH do estômago 

Atividade antagonista  a patógenos (ex: H.pylori, Salmnoella spp, Listeria spp)

Resistência a bacteriocinas e ácidos produzidos pela microbiota intestinal endógena

Capacidade de aderir, colonizar e sobreviver no trato gastrointestinal

Estabilidade genética

Aplicações Tecnológicas Resistência a bacteriófagos 

Sobrevivência durante o armazenamento do produto

Culturas de alta produção
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Adaptado de: Markowia et al., 2017 

 

 

1.6.3 Probióticos no panorama mundial  
 

 O Japão é o líder mundial no desenvolvimento de produtos funcionais e, 

principalmente, no consumo de probióticos, tanto na forma de alimentos como em cápsulas e 

na forma em pó. O país foi o primeiro a implementar um sistema regulatório para alimentos 

funcionais e probióticos em 1991. Segundo a legislação japonesa, os produtos probióticos são 

caracterizados como Alimentos para Uso Específico na Saúde (Foods for Specific Health Uses 

– FOSHU). Para ser considerado como FOSHU o alimento deve seguir à risca o processo da 

legislação vigente, comprovando eficácia, segurança, processo e formulação (Amagase, 2008).  

 Na Europa, o mercado de probióticos e alimentos funcionais vem crescendo 

rapidamente, com maior foco em produtos lácteos probióticos, como iogurtes e leites 

fermentados (Stanton et al., 2001). Todos os microrganismos utilizados em alimentos devem 

ser rigidamente regulados pelo órgão QPS – Qualified Presumpion of Safety, que comprova a 

segurança e eficácia dos produtos (Herody et al., 2015).  

 O Brasil foi o primeiro país latino americano a incluir uma regulação voltada para 

probióticos na legislação de segurança alimentar. Os probióticos são considerados alimentos 

funcionais e são controlados pela ANVISA (Arora & Baldi, 2015).  

 1.6.4 Probióticos como bioproteção  
 

 Devido à elevada perecibilidade do queijo Minas frescal, ao aumento de cepas 

resistentes a conservantes e à crescente demanda dos consumidores por alimentos não 

processados e não alterados quimicamente, o desenvolvimento de alternativas naturais para 

preservação de alimentos vem despertando interesse (Mieszkin et al., 2016). Dentre as medidas 

preventivas para a redução da contaminação de alimentos, destaca-se a implementação de 

medidas estratégicas de qualidade na indústria e o uso de conservantes. Boas práticas de 

fabricação e análise de perigos e pontos críticos de controle são exemplos de medidas 

estratégicas de qualidade na indústria. Os conservantes utilizados podem ser naturais ou 

artificiais como sorbato de potássio, benzoato de sódio e sulfitos (Erickson & Dyle, 2016). 

Uma das alternativas ao uso de conservantes artificiais é o uso de bactérias láticas como 

bioproteção. A biopreservação ou bioproteção é o uso de culturas microbiológicas selecionadas 

pela sua capacidade de competir e controlar o crescimento de microrganismos patogênicos ou 
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deteriorantes em produtos alimentícios, visando aumentar sua vida de prateleira e segurança 

(Mills et al., 2011).  

 Bactérias ácido láticas são utilizadas a milhares de anos na produção de alimentos 

fermentados, devido a sua capacidade de acidificação, prevenindo contra possíveis patógenos 

e também fornecendo sabor e textura ao alimento (Delavenne et al., 2012, Schnürer & 

Mangnusson, 2005). Além da preservação por acidificação, cepas específicas de bactérias 

ácido láticas podem produzir substâncias antimicrobianas, entre elas; peróxido de hidrogênio, 

bacteriocinas, metabólitos secundários, como reuterina e reutericiclina, e compostos 

antifúngicos, como proprionato e fenil-lactato (Yang et al., 2012). 

 Dentre o gênero Lactobacillus, diversas espécies já foram descritas com propriedades 

antifúngicas, como Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus 

plantarum entre outros (Zoeghi, et al., 2014). Levando em consideração o aumento da 

resistência fúngica a antibióticos e conservantes amplamente utilizados, como os ácidos 

sórbico e benzoico, o uso de probióticos como bioproteção é uma alternativa importante 

(Viljoen, 2001).  

O queijo é um produto lácteo com bom potencial para incorporação de culturas 

probióticas quando comparado com leites fermentados. Isso devido a características físico-

químicas como pH mais alto, maior vida de prateleira, maior quantidade de gordura, menos 

oxigênio livre, textura mais densa e maior disponibilidade de nutrientes. Essas características 

aumentam a capacidade de sobrevivência de cepas probióticas (Karimi et al., 2011).    

Nas últimas décadas, alimentos probióticos veêm alcançando um espaço cada vez 

maior, indo além do tradicional iogurte e leite fermentado. O número de alimentos no qual 

próbioticos vêm sendo incorporados aumenta (Tabela 7) e dessa forma o foco nessa linha de 

pesquisa também. Apesar disso, manter a viabilidade do probiótico nos alimentos e simular a 

simbiose presente em muitas fontes probióticas ainda apresenta desafios.  
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Tabela 7: Exemplos de alimentos fermentados contendo probióticos 

 

Produto Microrganismos probióticos Referência 

Iogurte Diversos do gênero 

lactobacilli e bifidobacteria 

Boylston et al., 

2004 

Leite 

fermentado 

B.animalis subsp lactis  Doleyres & 

Lacroix, 2005 

Queijos 

Maturados 

Especies de L.casei, 

L.paracasei, L.rhamnosus, B. 

animalis subsp lactis, 

L.acidophilus  

Bergami et al, 

2006 

Queijos 

Frescos 

L.rhamnosus, L.casei, 

L.paracasei 

Boylston et al., 

2004 

Sorvetes L.johnsonii, L.casei, 

L.rhamnosus, L. acidophilus  

 

Alamprese et al., 

2005 

Leite em pó  L.rhamnosus, L.acidophilus, 

B.animalis subsp lactis 

Mattila-Sandholm 

et al 2002 

Leite de 

soja 

fermentado 

L.rhamnosus, L.acidophilus, 

B.animalis subsp lactis, 

L.johnsonii, L.casei, 

Donkor & Shah, 

2008 

Suco L.rhamnosus, B.animalis 

subsp lactis 

Lucklow et al., 

2005 

 

1.7 Kefir como uma fonte de microrganismos probióticos 

 Dentre os alimentos probióticos, destaca-se o Kefir como alimento funcional. Kefir é 

uma bebida de leite fermentado que teve origem na região do Cáucaso-Balcãs e sua tradução 

adaptada significa “bem-estar” (Lo- pitz-Otsoa et al., 2006). Apesar de não tão conhecido como 

outros produtos lácteos fermentados, o consumo do Kefir vem ganhando cada vez mais adeptos 

no mundo, sendo associado a benefícios à saúde há mais de 100 anos (Bourrie et al., 2016).   
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 Os grãos de Kefir se assemelham a pequenos floretes de couve-flor e possuem bactérias 

ácido láticas, ácido acéticas e leveduras vivendo em simbiose em uma matriz de polissacarídeos 

conhecida como Kefiran e proteínas (Garrote et al., 2010). Os grãos possuem de 0,3 a 3,0 cm 

em diâmetro, podendo variar de tamanho. Apresentam superfície irregular e um único ramo 

central. A cor dos grãos varia de amarelado para esbranquiçado e sua textura é viscosa e firme 

(Magalhães et al., 2011).  

 

 

 

 

 

  

 

Figura 3: a; Estrutura Macroscópica do Grão de Kefir (Leite et al., 2013) b; Microscopia eletrônica de 

varredura da microbiota do grão de Kefir brasileiro (Leite, 2012) 

 

 O Kefir apresenta como principais componentes ácido lático, etanol e gás carbônico.  

Essa bebida confere diversos benefícios à saúde como: efeitos antialérgicos e anti-

inflamatórios, atua como imunomodulador e diminui a colonização de microrganismos 

patogênicos no trato gastrointestinal. O Kefir é rico em vitaminas do complexo A, B e K, cálcio, 

biotina, ácido fólico, sais minerais e possui parte das proteínas e da lactose digeridas (Leite et 

al., 2013). 

 O estudo da microbiota do Kefir vem ganhando espaço, porém, ainda é de difícil 

realização. Isso se deve ao fato de que quando isolados, muitos dos microrganismos não 

crescem no leite ou têm sua atividade metabólica prejudicada (Koroleva, 1991). Por conta 

disso, o Kefir é considerado um exemplo de simbiose, sendo o crescimento e a sobrevivência 

das cepas individuais dependentes da presença de outras (Margulis, 1995). Como exemplo, 

pode-se citar o aumento da taxa de crescimento de Lactobacillus kefir na presença de Candida 

kefir. Quando os dois microrganismos são cultivados juntos há também um aumento na 

quantidade de ácido lático, glicerol e etanol produzido (Linossier & Dousset, 1994). O 

a b 
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crescimento de diversas bactérias isoladas do kefir em meios enriquecidos com extrato de 

levedura é um indicador de que as leveduras encontradas nos grãos do Kefir são essenciais para 

a integridade e viabilidade da população bacteriana. Vitaminas, aminoácidos e outros fatores 

de crescimento essenciais para as bactérias são produzidos por leveduras, enquanto os produtos 

metabólitos das bactérias são utilizados como fonte de energia pelas leveduras (Viljoen 2001). 

  Nos estudos já realizados, as bactérias ácido-láticas destacam-se como o mais 

abundante grupo de microrganismo presente no Kefir. Essas bactérias se encontram em maior 

quantidade e convertem a lactose presente no leite em ácido lático, gerando uma queda do pH 

e dessa forma preservando o leite através da acidificação. Outros microrganismos relevantes 

são as leveduras fermentadoras de lactose, que vão produzir etanol e CO2 (Rattray & O’Connel, 

2011). Estudos de caracterização microbiológica de diferentes amostras de Kefir brasileiros 

apontaram o Lactobacillus paracasei como a bactéria mais abundante e Saccharomyces 

cerevisiae como a levedura predominante. (Magalhães et al., 2011).  

 A reprodução de toda essa complexa simbiose presente no grão dificulta sua fabricação 

em larga escala. Como alternativa, vem sendo utilizadas bactérias isoladas do Kefir, 

caracterizadas como probióticas, facilitando assim seu uso no desenvolvimento de novos 

produtos (Rattray & O’Connell, 2011). 
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2. JUSTIFICATIVA  
 

 O queijo Minas frescal, apesar do seu grande consumo, é susceptível à rápida 

multiplicação de microrganismos patogênicos e deterioradores. Existe uma crescente busca dos 

consumidores por alimentos livres de conservantes artificiais e que exerçam outras atividades 

benéficas a saúde, além do efeito nutricional. Neste cenário, a produção de queijo Minas frescal 

probiótico com características de segurança representa um potencial comercial. Em estudos 

anteriores (Leite, 2012) do nosso grupo, algumas estirpes isoladas do Kefir apresentaram 

potencial probiótico, entre elas:  Lactococcus lactis ssp. cremoris (M1711B) e Lactobacillus 

paracasei (MRS59). A estirpe identificada como Lactococcus lactis ssp. cremoris M1711B 

apresentou como características probióticas a resistência a 0,5% de bile e inibição de 

microrganismos como E. coli e Salmonella enterica.  Por outro lado, a estirpe identificada 

como Lactobacillus paracasei MRS59 apresentou como características probióticas a 

resistência a 1,0% de bile e inibição de Escherichia coli, S. entérica e Listeria monocytogenes, 

assim como produção de bacteriocinas contra L. monocytogenes. Levando-se em consideração 

a oportunidade de desenvolvimento de novos alimentos funcionais em função da demanda dos 

consumidores, o histórico destas espécies na produção de alimentos, bem como o potencial 

tecnológico comprovado por estas estirpes isoladas, apontam para um significativo potencial 

tecnológico neste estudo.
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3 OBJETIVOS 
 

 Este estudo tem como objetivo produzir queijo Minas frescal com propriedades 

probióticas, utilizando microrganismos com potencial probiótico isolados a partir do Kefir.  

 

3.1 Objetivos Específicos 

 Avaliar a capacidade de bactérias láticas atuarem como fermento na produção de queijo 

Minas frescal. 

 Quantificar as bactérias láticas ao longo da vida de prateleira dos queijos produzidos. 

 Avaliar a qualidade microbiológica e pH dos queijos ao longo da estocagem sob 

refrigeração. 

 Avaliar o efeito protetor das culturas láticas no queijo intencionalmente contaminado 

com Escherichia coli. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

  

4.1 Origens das estirpes 

 As estirpes utilizadas foram previamente isoladas dos grãos de Kefir e caracterizadas 

com potencial probiótico por Leite et al., 2015 (Tabela 8). A estirpe Lactococcus lactis ssp. 

cremoris M1711B foi isolada de uma amostra de Kefir obtida na cidade de Niterói, RJ e a 

estirpe Lactobacillus paracasei MRS59 foi isolada de uma amostra de Kefir obtida na cidade 

de Alfenas, MG. A estirpe Lactococcus lactis ssp. cremoris M1711B foi escolhida para ser 

utilizada devido a sua importância na textura, sabor e aroma final do produto. 

 Foi utilizada também a cultura lática comercial 30 tipo “O” R-704, Christian Hansen® 

como fermento padrão, e será aqui referida como estirpe CH.  

 

Tabela 8: Características das estirpes isoladas do Kefir utilizadas como fermento 

 

   
Características 

probióticas    

Microrganismo Código 
Resistência à Bile  

(% em MRS agar) 

   

Aderência a 

células 

intestinais 
  

Inbição de 

Patógenos 

  

  0,5 1 
 

 E. coli S. enterica S.aureus 

Lactobacillus 

paracasei  
MRS59 + + + ++ ++ -  

Lactococcus 

lactis ssp. 

cremoris  

M1711B - - - ± ± -  

        
Adaptado de: Leite et al., 2015 
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Tabela 9: Origem dos microrganismos utilizados no trabalho 

Microganismos Identificação 
Laboratório de 

Origem 

Escherichia coli ATCC 1229 LMA1 

Escherichia coli 51215655 LIMM2 

Escherichia coli 12114 LIMM 

Salmonella enteretidis 13076 LMA 

Salmonella typhimurium 14028 LMA 

Staphylococcus aureus ATCC MB32 LMA 

Listeria  innocua 2 LMA 

Enterococus faecalis ATCC 10100 LMA 

Candida guillermondii 5009 LBAL3 

Saccharomyces cerevisiae 51600 LBAL 

Kluyveromyces 

thermotolerans 
50800 LBAL 

Pichia kluyveri 50945 LBAL 

Peninicillium citrinum 1334 LBAL 

Aspergillus sp 1428 LBAL 

1- Laboratorio Microbiologia de Alimentos 2- Laboratório de Investigação de Microbiologia Médica 3 - 

Laboratório de Biotecnologia Ambiental e de Leveduras 

 

  

 

4.2 Produção dos queijos  

 Os queijos Minas frescal foram produzidos conforme a Figura 6, segundo a 

metodologia de Oliveira (1986). Para o estudo, foram produzidos cinco queijos com fermentos 

diferentes: queijo 1 com fermento comercial Christian Hansen®, queijo 2 sem inóculo de 

cultura lática, queijo 3 com Lactococcus cremoris M1711B, queijo 4 com Lactobacillus 
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paracasei MRS59 e queijo 5 com ambas MRS59 e M171B (Figura 5). Para cada queijo foram 

utilizados 1 litro de leite de mesmo lote.  

 Todos os queijos foram produzidos com leite pasteurizado integral, conhecido 

popularmente como “barriga mole”, de mesmo lote, obtido no mercado varejista da cidade do 

Rio de Janeiro no dia da produção. Os leites foram mantidos sob refrigeração até a produção 

dos queijos. Para a produção, todo material utilizado foi autoclavado.  

 Para melhor entendimento, o conjunto da produção dos cinco queijos com fermentos 

diferentes será chamado de lote queijeiro (Figura 4). Cada lote queijeiro foi produzido com o 

mesmo lote de leite. Este consiste de cinco queijos com as diferentes combinações de 

fermentos. A produção dos lotes quejeiros foi realizada em triplicata.  Logo, foram realizados 

6 lotes queijeiros: 3 deles com as cinco combinações de fermentos lácteos e 3 intencionalmente 

contaminados com E. coli.   

 

 

Figura 4: Fluxograma da produção representando um Lote Queijeiro 

 

 

 

 

 

Figura 5: Tipos de queijos produzidos e seus respectivos fermentos. 

 

Lote de Leite (5 
litros)

Queijo 1 

Fermento CH

Queijo 2 

Sem Inóculo
lactéo

Queijo 3 

Lactobacillus
paracasei MRS59

Queijo 4

Lactococcos
cremoris M1711B

Queijo 5 

MRS59 + 
M1711B

Análise microbiológica e 
do pH do queijo minas 

frescal produzido a cada 
três dias por 21 dias

Análise 
microbiológica do 

lote do leite

Queijo 1

•Fermento 
comercial 
Christian 
Hansen®

Queijo 2

• Sem inóculo de 
cultura lática

Queijo 3

• Lactobacillus
paracasei
MRS59

Queijo 4

• Lactococcus 
cremoris 
M1711B

Queijo 5

• Lactococcus 
cremoris 
M1711B e 
Lactobacillus 
paracasei 
MRS59
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Figura 6: Fluxograma do processo de produção do queijo Minas Frescal e fermentos utilizados 

 

4.2.1 Preparo do leite e análise microbiológica 
  

 Após assepsia da embalagem com álcool 70%, para cada variação de queijo foram 

aquecidos um litro de leite a aproximadamente 35 °C. Para cada análise foram homogeneizados 

1mL de leite em 9mL de água peptonada 1% (HiMedia, Mumbai, Índia) por 30 segundos e 

diluições decimais foram realizadas. O leite foi analisado quanto aos seguintes parâmetros:  

 

4.2.1.1 Contagem de bactérias heterotróficas mesófilas totais 
  

Leite pasterurizado

Aquecimento a 35 °C

Adição de CaCl2, 
fermentos lácteos e 

NaCl

Adição do Coagulante

Coagulação por 50 
minutos a 30  °C

Corte

Repouso por 10 
minutos

Agitação por 15 minutos

Dessoragem por 3 
horas

Enformagem e 
prensagem

Armazenamento a 

8  °C

 Análise
microbiologica do 

leite 

Análise de perda de bactéria 
laticas em cada soro dos 5 queijos

Análise microbiológica e
do pH do queijo minas
frescal produzido a cada
três dias por 21 dias

Nos queijos contaminados com 

E.coli, a adição do patógeno foi 

feita junto com os fermentos 

lácteos. 
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 Para a contagem de bactérias heterotróficas mesófilas totais a partir das diluições, o 

inoculo de 0,1mL foi semeado em Ágar Padrão para Contagem (APC) (Merck, Darmstadt, 

Germany). As placas foram incubadas a 37 °C por 24-48h. Após esse tempo, as colônias foram 

contadas para determinação de unidade formadora de colônia por mililitro (UFC/mL). 

 

4.2.1.2 Bactérias láticas totais 
  

 Para contagem de bactérias láticas totais, a partir das diluições, o inoculo de 0,1mL foi 

semeado em Ágar Man, Rogosa & Sharpe (MRS) (Acumedia, Lansing, USA). As placas foram 

incubadas a 37 °C por 48h em atmosfera de microaerofilia e então contadas para determinação 

de UFC/mL.   

 

4.2.1.3 Fungos e leveduras 
  

 Para contagem de fungos e leveduras, a partir das diluições, o inoculo de 0,1mL foi 

semeado em Ágar Sabouraud 4% dextrose e incubado a 25 °C por até cinco dias. Após esse 

tempo, as colônias foram contadas para determinação de UFC/mL. 

 

4.2.1.4 Determinação do número mais provável de coliformes totais e 

termotolerantes 
  

 Para a determinação de coliformes totais, a partir das diluições, 0,1mL foi inoculado 

em três séries de tubos com Caldo Lactose Bile Verde Brilhante 2% (HiMedia, Mumbai, Índia) 

com tubos de Durham invertidos no seu interior e incubados a 37 °C por 48h. Para a 

determinação do Numero Mais Provável de coliformes totais, foi realizada a leitura dos tubos 

de Caldo Lactose Bile Verde Brilhante 2% sendo positivos os que apresentaram crescimento e 

gás no interior dos tubos de Durham. Para o controle positivo foi utilizada a cultura Escherichia 

coli American Type Culture Collection (ATCC) 25922.  

 Para a determinação de coliformes termotolerantes, foram retirados uma alçada dos 

tubos de Caldo Lactose Bile Verde Brilhante 2% que apresentaram resultado positivo para um 

tubo com 5mL de Caldo EC (HiMedia, Mumbai, India) contendo tubo de Durham. Esses tubos 

foram incubados por 24hr a 45 °C em banho-maria. Para a realização da cultura, foram 

considerados positivos aqueles que apresentaram crescimento e gás no interior dos tubos de 

Durham.  
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4.2.1.5 Salmonela spp 
  

 Para determinação da presença de Salmonella spp, a partir das diluições, 1mL foi 

inoculado em tubos contendo 10mL de caldo tetrationato, e após incubação por 24h a 37 oC, 

uma alçada destes cultivos foi semeada na superfície dos meios: ágar Salmonella-Shigella (SS) 

(KASVI, Brasil), ágar xilose lisina desoxicolato (XLD) (KASVI) e ágar EMB (KASVI) usando 

a técnica de esgotamento visando a obtenção de culturas isoladas. As placas foram incubadas 

a 37 °C por 24 horas. Após o crescimento, foram consideradas positivas quando observadas as 

características morfológicas típicas de Salmonella. Como controle positivo foi utilizada a 

estirpe Salmonella typhimurium ATCC 14028 e como controle negativo a estirpe S. aureus 

ATCC 25923.  

 

4.2.2 Preparo e adição dos inóculos 
  

 A partir de culturas estoques, os fermentos lácteos foram ativados em 3mL de caldo 

MRS e incubados à 37 °C por 48h. De uma alçada da cultura de 24h em caldo MRS foi 

realizado o esgotamento em ágar MRS, que foi incubado em microaerofilia à 37 °C por 48h. 

Colônias isoladas foram utilizadas para o preparo de 10mL de uma suspensão equivalente a 

escala 4 de Mac Farland 1,2x109  unidade formadora de colônia por mL (UFC/mL).  

 Para a cultura 30 tipo “O” R-704, Christian Hansen®, foi adicionado 0,11g em 10 mL 

de salina equivalente a 1,6 x 109 UFC/mL. Um mililitro de cada inóculo das culturas MRS59, 

M171B e CH foram adicionados ao leite. Para o queijo contendo simultaneamente as estirpes 

MRS59 e M1711B foram utilizados 0,5mL de cada.  

 Ao queijo sem fermento lático foi adicionado de 1,0mL de solução salina 0,85%. A 

determinação de UFC/mL dos inóculos foi realizada por cultura em ágar MRS incubada à 37 

°C por 48h em microaerofilia.  

4.2.3 Adição do cloreto de cálcio, sal e coagulante 
  

 A cada litro de leite previamente inoculado foram adicionados 0,5mL de uma solução 

de cloreto de cálcio 50% (Dolcine Nutrição LTDA Juiz de Fora, MG, Brasil). Foi adicionado 

em seguida 15g de NaCl (Refinaria Nacional de Sal S.A., Sal Cisne, RJ, Brasil) por litro de 

leite.  
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 Para adição do coagulante, 250 µL de coagulante (Quimase, Docina Nutriçao Ltda, Juiz 

de Fora, MG, Brasil) foi homogeneizado em 1,5mL de água destilada estéril. O leite contendo 

cloreto de cálcio, sal e coagulante foi incubado à 30 °C por 50 minutos.  

 

4.2.4 Corte, repouso, agitação, dessoragem e enformagem 
  

 Após a completa coagulação foram feitos cortes verticais e horizontais na massa com 

faca. Esta massa foi mantida em repouso por dez minutos para otimização da liberação do soro. 

Subsequentemente a massa foi homogeneizada com uma colher por 15 minutos até a obtenção 

de pequenoa coágulos. Esse material foi transferido para formas de alumínio de 8 por 8 cm e 

prensadas por três horas.  

 

4.2.5. Contagem de bactérias láticas no soro produzido 
  

 Alíquotas de 0,1mL foram retiradas do soro de cada queijo no momento do repouso. 

Esse soro foi incubado direto em agar MRS à 37 °C por 48h. A contagem foi realizada para 

determinação de UFC/mL visando uma avaliação da perda de bactérias láticas. 

 

4.2.6 Armazenamento 
  

 Os queijos produzidos foram armazenados em sacos estéreis à 8 °C durante 21 dias. 

 

4.3. Analise microbiológica dos queijos 

 Imediatamente após o preparo e ao longo da estocagem, fragmentos de 1g de cada 

queijo foram homogeneizados em 9 mL de citrato de sódio 2% (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil). 

A homogeneização foi realizada em aparelho homogeneizador mecânico tipo Stomacher 

(Marconi, MA 440). A partir dessa primeira diluição, as seguintes foram realizadas em água 

peptonada 0,1% e utilizados para pesquisa dos seguintes microrganismos: contagem de 

bactérias heterotróficas mesófilas totais, contagem de bactérias láticas totais e contagem de 

fungos, conforme descrito no item 4.2.1.  
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Tabela 10: Meios de cultura utilizados para análise microbiológica do leite e queijos. 

 

 

4.4 Determinação do rendimento do queijo  

 O rendimento dos queijos foi calculado pela proporção entre o volume de leite usado e 

a massa de queijo obtida na produção, onde "m” (em grama) é a massa de queijo obtida e “v” 

o volume (em mililitro) de leite (FREIRE, 2009).  

 

  

 

4.5 Determinação do pH 

 O pH foi determinado com uso do potenciômetro (Medidor de pH MB10, marca Marte), 

após calibração do equipamento com soluções tampão de pH 4,0 e 7,0, seguida de leitura do 

valor do pH, conforme metodologia descrita na Instrução Normativa no 68 do MAPA 

(BRASIL, 2006).  

 

 

 

Meio de cultivo Seletividade Temperatura  

(°C) 

Incubação Tempo em 

horas

Ágar Padrão para 

Contagem (APC)
Bácterias mesófilas totais 37 Aerobiose 24-48

Caldo Lactose Bile Verde 

Brilhante 2%
Coliformes totais 37 Aerobiose 48

Caldo EC Coliformes termotolerantes 45 Aerobiose 24

Ágar Xilose Lisina 

Desoxicolato (XLD)
Salmonella spp 37 Aerobiose 24

Ágar chromID™  Coli Escherichia coli 37 Aerobiose 24-48

Ágar Man, Rogosa & 

Sharpe (MRS)
Bácterias láticas 37 Microaerofilia 120

Ágar Saboraud Dextrose 

4%
Fungos e leveduras 25 Aerobiose 168

Brain Heart Infusion Escherichia coli 37 Aerobiose 24-48

Extrato de malte semi 

solido 
Leveduras 30 Aerobiose 24-48
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4.6 Avaliação do efeito protetor dos fermentos lácteos em queijo intencionalmente 

contaminado com Escherichia coli 

 O queijo foi preparado conforme o item 4.2 e na etapa de adição do inóculo das culturas 

lácteas foi adicionado ao leite 106 UFC/mL de uma cultura de Escherichia coli ATCC 11229 

previamente ativada em meio Brain Heart Infusion (BHI) por 18h à 37 °C.  

 Após a produção do queijo e ao longo da estocagem, foi realizada a determinação de 

Escherichia coli em ágar chromID ™ Coli (COLI ID-F bioMérieux SA, Marcy lÉtoile, França) 

incubadas à 37 °C por 24hr. A determinação de bactérias láticas, bactérias mesófilas 

heterotróficas totais e fungos também foram realizadas nos queijos comtaminados como 

previamente descrito (item 4.2.1). 

 

 4.7 Pesquisa de atividade antagônica produzida pelas bacterias láticas utilizadas 

como fermento 

4.7.1 Pesquisa de atividade antibacteriana 

 

 Visando determinar a ação antagonista das estirpes Lactobacillus paracasei MRS59 e 

Lactococcus cremosis M1711B isoladas do Kefir, foi empregado o teste de produção de 

substância antimicrobiana por difusão em ágar conforme descrito por Giambiagi-de Marval e 

colaboradores (1990). As estirpes produtoras (Lactobacillus paracasei MRS59 e Lactococcus 

cremosis M1711B) foram crescidas em 3 mL de caldo MRS e incubadas a 37 °C por 24h em 

microaerofilia. Após este período, 5 μL das suspensões foram dispensadas, na forma de pontos, 

sobre uma placa contendo 20 mL de agar MRS e, a seguir, esta placa foi incubada a 37 °C por 

24h a 48h em microaerofilia. Após a incubação, as culturas foram inativadas por exposição a 

vapores de clorofórmio (Merck) por 30 minutos. As placas foram mantindas abertas por 30 

minutos para a evaporação do clorofórmio. A atividade antagônica foi testada contra os 

seguintes microorganismos: Escherichia coli ATCC 11229, Escherichia coli 5121565, 

Escherichia coli 1311, Listeria spp innocua 2, Enterococus faecalis ATCC 10100, 

Staphylococcus aureus ATCC MB32, Salmonella enteretidi 13076 e Salmonella typhimurium 

1408. Todas as estirpes foram previamente cultivadas em 3 mL de caldo BHI, por 18h a 37 °C. 

Uma alíquota de 50 μl desta suspensão foi inoculada em 5 mL de meio BHI semi-sólido (com 

0,75% de agar bacteriológico) que, então, foi vertido sobre a placa contendo os pontos de 

crescimento das estirpes bacterianas inativadas.  
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 Após a adição das estirpes indicadoras, as placas foram incubadas por 18h a 37 °C. Em 

seguida, a leitura dos resultados foi realizada, observando-se a formação ou não de halos de 

inibição do crescimento das estirpes indicadoras. Os testes foram realizados em duplicata.  

 

4.7.2 Pesquisa de atividade antifúngica 

 

 Para a determinação da atividade antagonista com fungos e leveduras foi realizado o 

teste de difusão em ágar como descrito por Magnusson & Schnürer, 2001. As estirpes 

produtoras (Lactobacillus paracasei MRS59 e Lactococcus cremosis M1711B isoladas de 

Kefir) foram crescidas em 3 mL de caldo MRS e incubadas a 37 °C por 24h em microaerofilia. 

Após este período, 5 μL das suspensões foram dispensadas, na forma de pontos, sobre uma 

placa contendo 20 mL de meio MRS sólido e, a seguir, esta placa foi incubada a 37 °C por 24h 

em microaerofilia. Após a incubação, as culturas foram inativadas por exposição a vapores de 

clorofórmio (Merck) por 30 minutos. As placas foram mantindas abertas por 30 minutos para 

a evaporação do clorofórmio. As placas então foram cobertas com 5 mL ágar malte semisólido 

de extrato de malte semi solido (0,05% extrato de malte; Difco Laboratories e 0,75% ágar) 

contendo 104 células e/ou esporos, no caso dos fungos filamentoso, por mililitro. A atividade 

antagônica foi testada contra as leveduras: Candida guillermondii 5009, Saccharomyces 

cerevisiae 51600, Kluyveromyces thermotolerans 50800, Pichia kluyveri 50945 e contra os 

fungos filamentosos: Aspergillus spp e Peninicillium citrinum 1334. Após 48h de incubação 

aeróbica a 30 °C foi observado a presença ou não de halo. Os testes foram realizados em 

duplicata.  
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5. RESULTADOS 
 

5.1 Qualidade bacteriológica dos leites utilizados 

Todas as amostras de leite utilizadas para a produção dos queijos estavam dentros dos 

padrões microbiológicos estipulados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 

2001). Não foi detectada a presença de coliformes totais ou termotolerantes, bem como do 

patógeno Salmonella spp. Coliformes são bactérias indicadoras de contaminação fecal, entre 

eles Escherichia coli, gênero Enterobacter e gênero Klebsiella. Ainda como ítens de controle 

não estipulados pela RDC No. 12 (2012) da ANVISA, em todas as amostras de leite foram 

analisados os parâmetros bactérias mesófilas heterotróficas totais e fungos. Nos seis lotes de 

leite analisados a contagem obtida de bactérias mesófilas heterotróficas totais esteve entre 103 

e 104 UFC/mL. Fungos e leveduras só foram detectados em 4 dos 6 lotes de leites utilizados. 

Nos lotes em que foi detectada a presença de fungos e leveduras, a contagem destes 

microrganismos estava abaixo de 104 UFC/mL. As contagens de bactéias láticas encontradas 

nos leites obtidos variaram entre 102 e 103 UFC/mL.   

Tabela 11: Qualidade microbiológica dos diferentes lotes de leite utilizados na produção de queijos. 

Lotes 

BAL1 

(UFC/mL)2 

Fungos 

(UFC/mL) 

BMHT3 

(UFC/mL) 

Salmonella spp 

(em 25mL) 

Coliformes 

(NMP/mL)4 

1 3x102 4,2x103 1,8x104 não detectados não detectados 

2 1,2x102 6,5x103 4,8x103 não detectados não detectados 

3 5x103 1x104 6,5x103 não detectados não detectados 

4 8x102 2,7x103 2x104 não detectados não detectados 

5 2,2x103 não detectados 1,5x103 não detectados não detectados 

6 4,9x102 não detectados 5,6x104 não detectados não detectados 
1- bactérias ácido láticas; 2- Unidade formadora de colônia por mL; 3- bactérias mesófilas heterotróficas 

totais; 4- Número mais provável por mL 

Tabela 12: Parametrôs de qualidade para leite pasteurizado Segundo a 

Resolução da Diretoria Colegiada No 12 da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária 

Leite Pasteurizado 
Tolerância para Amostra Indicativa 

Coliformes a 45 °C/mL 4 

Salmonella sp/25mL ausência  
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5.2 Análise do soro e rendimento  

Durante a produção dos queijos tipo Minas frescal foram produzidos entre 800-850 

mililitros de soro por litro de leite. A quantidade de bacterias láticas liberadas neste soro 

durante a produção dos queijos permaneceu entre 101 e 103 UFC/mL, que correspondeu à 0,1 a 

0,001% da quantidade inoculada (106 UFC/mL). A média do rendimento obtido na produção 

dos queijos variou entre 16,6 e 15,5%, não havendo diferença entre os diferentes fermentos 

inóculos láticos nas médias de rendimento (Tabela 13).  

A média da contagem de bactérias ácido láticas (BAL) nos queijos 1, 3, 4 e 5 foi 

semelhante, alcançando contagem final entre 109 e 1010 UFC/g. Isto representou um aumento 

de 2 a 3 log em relação a contagem incial. A contaminação com E. coli não alterou a contagem 

final de BAL. No queijo 2, onde não houve inóculo lático, o aumento da contagem das BAL 

nativas do leite também foi de 2 a 3 Log. Entretanto, a contagem final de BAL ficou entre 106 

e 107 UFC/g, inferior em 2 e 3 log em relação aos demais queijos. Considerando os queijos que 

foram produzidos com e sem contaminação de E. coli, o queijo 4, contendo a estirpe 

Lactococcus cremosis M1711B e o queijo 5, com as estirpes  MRS59 e M1711B, apresentaram 

maior de contagem de BAL no 9º dia de estocagem (Figura 8).  

Tabela 13: Média de rendimento, quantidade de bactéria ácido lática inoculada (BAL) e contagem final 

de BAL por lote queijeiro.  

1: bactéria ácido lática 2; Unidade formadora de colônia por mL 3; média do rendimento dos cinco 

queijos do lote queijeiro 4; média da contagem final de BAL de cada lote queijeiro 5; contagem final de BAL nos 

queijos sem fermento lático (queijo 2) de cada lote queijeiro 

As características sensoriais do queijo foram analisadas ao longo dos 21 dias de 

estocagem. Apesar da leve alteração no odor e na formação de limosidade, não foi detectado 

nenhum sinal de deterioração como emboloramento aparente ou mudança de cor, com exceção 

Lote 

Queijeiro 

BAL1 inoculada 

por litro de leite 

(UFC/mL)2 

Média do 

Rendimento3 

(%) 

 

Média da contagem 

de BAL4 

(UFC/g) 

 

Contagem de BAL 

no queijo sem 

fermento lático5 

(UFC/g) 

1 1,0x 106 15,80 2,5x109 2,2x107 

2 1,0x106 15,75 5x108 2,9x105 

3 1,0x106 16,60 2,3x109 3,4x107 

4 1,0x106 15,52 1,6x109 3x107 

5 1,0x106 16,00 3,3x109 2.8x106 

6 1,0x106 15,58 2,8x109 2,4x106 
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do queijo produzido sem inóculo de cultura lática, que ao final da estocagem apresentou uma 

coloração amarelada. 

5.3 Capacidade de acidificação dos fermentos utilizados 

A acidificação do queijo Minas frescal produzida pela cultura comercial Christian 

Hansen® (queijo 1) foi superior às alcançadas pelas demais estirpes obtidas do Kefir como 

mostrado na figura 7. O queijo 1 apresentou acidificação rápida chegando a pH 5,1 no dia 15 

de estocagem. A média do pH do queijo 5 foi semelhante no queijo não contaminado e no 

queijo contaminado com E. coli, 5,3 e 5,2, respectivamente.  Os demais queijos apresentaram 

acidificação semelhante entre si, sendo esta mais lenta e com valor máximo de 5,9. Nos queijos 

intencionalmente contaminados com E. coli a estirpe MRS59, fermento lático do queijo 3, 

apresentou maior acidicação (5,9) em relação ao queijo não contaminado (6,1). Nos queijos 

contaminados com E. coli, o queijo 2, não inoculado com cultura lática, permaneceu com média 

de pH 6,5 até o 9o dia de estocagem, apresentando uma acidificação mais lenta em relação aos 

queijos com inóculo lático.  
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Figura 7: a; Média do pH em queijo Minas frescal com culturas probióticas durante a estocagem à 8 ºC 

b; Média  do pH em queijo Minas frescal contaminado com E.coli com culturas probióticas durante a estocagem 

à 8 ºC  Queijo 1: com fermento comercial Christian Hansen®; Queijo 2: sem inóculo; Queijo 3: com 

Lactobacillus paracasei MRS59 Queijo 4: com Lactococcus cremosis M1711B; Queijo 5: com ambas MRS59 e 

M1711B 

5.4 Análise microbiológica dos queijos produzidos 

Em todos os queijos produzidos as contagens dos demais grupos microbianos não 

láticos foi equivalente, exceto no queijo não inoculado com fermento lático (Figuras 9 e 10).  

A estirpe identificada como Lactobacillus paracasei MRS59 teve um desempenho 

superior, reduzindo a contagem de fungos em 1 log em relação ao fermento comercial CH nos 

últimos dias de estocagem, tanto no queijo contaminado quanto no não contaminado com E. 

coli. No queijo contamindo com E. coli o desempenho da estirpe MRS59 na inibição de fungos 

foi menor em 1 log em relação ao queijo não contaminado. O queijo com a co-cultura das 

bactérias láticas (queijo 5), apresentou atividade antifúngica na metade do período de 

estocagem (entre o 6º e o 12º dia), no lote não contaminado, chegando a menor média de 

contagem (106 UFC/g) no 9º dia.  O queijo 2, sem inóculo de cultura lática, apresentou média 

de contagem final de fungos e leveduras 1 log superior em relação aos outros queijos, com 

média final, entre 109 e 1010 UFC/g. 
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Figura 8: a; Média de contagem em log UFC/g da multiplicação de bácterias ácido láticas em queijo Minas frescal 

com culturas probióticas durante a estocagem à 8 ºC b; Média de contagem em log UFC/g da multiplicação de 

bácterias ácido láticas em queijo Minas frescal contaminado com E.coli com culturas probióticas durante a 

estocagem à 8 ºC Queijo 1: com fermento comercial Christian Hansen®; Queijo 2: sem inóculo; Queijo 3: com 

Lactobacillus paracasei MRS59 Queijo 4: com Lactococcus cremosis M1711B; Queijo 5: com ambas MRS59 e 

M1711B 
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Figura 9: a: Média de contagem em log UFC/g da multiplicação de fungos e leveduras em queijo Minas frescal 

com culturas probióticas durante a estocagem à 8 ºC. b: Média de contagem em log UFC/g da multiplicação de 

fungos e leveduras em queijo Minas frescal contaminado com E.coli com culturas probióticas durante a estocagem 

à 8 ºC. Queijo 1: com fermento comercial Christian Hansen®; Queijo 2: sem inóculo; Queijo 3: com 

Lactobacillus paracasei MRS59 Queijo 4: com Lactococcus cremosis M1711B; Queijo 5: com ambas MRS59 e 

M1711B.  

 A estirpe Lactobacillus paracasei MRS59 também teve um desempenho superior aos 

demais fermentos na atividade inibitória de bactérias mesófilas heterotróficas totais (BMHT). 

Até o 12º dia de estocagem nos queijos não contaminados com E. coli, a contagem de BHMT 

permaneceu entre 106 e 107 UFC/g, enquanto nos queijos  contaminados a contagem no 12o dia 

de estocagem ficou entre 108 e 109 UFC/g. Essa atividade inbitória teve uma queda no 15o dia, 

quando a contagem de BMTH do queijo 3 aumentou para 108 UFC/g. O queijo 2 apresentou 

contagem superior em 1 log em relação tanto aos queijos não contaminados quanto aos queijos 

contaminados com E. coli. As contagens máximas de BHMT atingiram 1010 UFC/g.   
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Figura 10: a; Média de contagem em log UFC/g da multiplicação de bactérias heterotróficas mesófilas totais em 

queijo Minas frescal com culturas probióticas durante a estocagem à 8 ºC. b; Média de contagem em log UFC/g 

da multiplicação de bactérias heterotróficas mesófilas totais em queijo Minas frescal contaminado com E.coli com 

culturas probióticas durante a estocagem à 8 ºC.  Queijo 1: com fermento comercial Christian Hansen®; Queijo 

2: sem inóculo; Queijo 3: com Lactobacillus paracasei MRS59 Queijo 4: com Lactococcus cremosis M1711B; 

Queijo 5: com ambas MRS59 e M1711B. 

 A contagem final de E. coli no queijo intencionalmente contaminado com a mesma, 

permaneceu entre 109 e 1010 UFC/g nos queijos 1, 4 e 5. O queijo 3, com a estirpe Lactobacillus 

paracasei MRS59 apresentou contagem final de E. coli de 108 UFC/g, 1 a 2 log menor do que 

nos outros queijos com fermentos láticos. Já no queijo 2 a média da contagem de E. coli 

ultrapassou 1010 UFC/g, com crescimento rápido do patógeno a partir do 12º dia de estocagem.  
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Figura 11: Média de contagem em log UFC/g da multiplicação de Escherichia coli em queijo Minas frescal com 

culturas probióticas durante a estocagem à 8 ºC. Queijo 1: com fermento comercial Christian Hansen®; Queijo 

2: sem inóculo; Queijo 3: com Lactobacillus paracasei MRS59 Queijo 4: com Lactococcus cremosis M1711B; 

Queijo 5: com ambas MRS59 e M1711B. 

5.5 Testes de atividade antimicrobiana 

 A estirpe isolada do Kefir Lactobacillus paracasei MRS59 apresentou atividade de 

inibição contra: Escherichia coli 1229, Escherichia coli 5121565 colistina resistente, 

Escherichia coli 1311 produtora de carbapenase, Listeria innocua, Salmonella enteretidis, 

Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Pichia kluyveri e Saccharomyces cerevisiae. 

A resistência a colistina pelo patógeno Escherichia coli se dá através da presença do gene mcr-

1 plasmidial, sendo de alta importância médica. Já a produção de carbapenase pelo patógeno 

Escherichia coli o torna resistente ao antibiótico carbapenema, sendo também de alta 

importância médica. Não foi detectada a inibição de fungos filamentosos no teste de spot on 

agar.   

 A estirpe isolada do Kefir Lactococcus cremosis M1711B apresentou atividade de 

inibição contra: Escherichia coli 1229, Escherichia coli 5121565 colistina resistente, 

Escherichia coli 1311 produtora de carbapenase, Listeria innocua, Salmonella enteretidis, 

Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus. Os testes com esta estirpe não foram 

realizados em duplicata.  
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Tabela 14: Atividade antimicrobiana de fermentos láticos contra microrganismos indicadores, patogênicos e 

deterioradores de alimentos.   

Microrganismos 

indicadores  

Lactobacillus 

paracasei  MRS59 

 Lactococcus 

cremosis M1711B 

 Halo real (cm) Desvio Padrão Halo real (cm) 

Escherichia coli 1229 2,45 0,65 1,8* 

Escherichia coli 5121565 2,15 0,45 2,8* 

Escherichia coli 1311 2,6 0,2 1,7* 

Salmonella enteretidis 4,05 1,05 4,2* 

Salmonella typhimurium 4,25 0,55 3,9* 

Staphylococcus aureus 2,25 0,05 2,9* 

Listeria  innocua 2,3* - 1,5* 

Enterococus faecalis - - - 

Candida guillermondii - - - 

Saccharomyces cerevisiae 1,0* - - 

Kluyveromyces 

thermotolerans 
- - - 

Pichia kluyveri 0,7* - - 

Peninicillium citrinum - - - 

Aspergillus sp - - - 

*testes não realizados em duplicata 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Inibição da estirpe Lactobacillus paracasei MRS59. 1a Escherichia coli 1311; 1b Escherichia coli 

1229; 1c Escherichia coli 5121565; 2a Salmonella enteretidis 2b Salmonella typhimurium. 
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6. DISCUSSÃO  
 

 Diante da crescente busca de consumidores por novos produtos alimentícios que sejam 

mais saudáveis e não possuam conservantes, a indústria de alimentos vem aumentando o 

desenvolvimento de alimentos funcionais e a introdução de bioproteção nos produtos (Silva et 

al., 2017). A indústria de alimentos lácteos tem papel fundamental nesta atual mudança, pois a 

matriz destes alimentos permite a introdução de microrganismos probióticos, garantindo um 

ambiente menos agressivo para os mesmos. Os probióticos vem ganhando destaque devido aos 

seus diversos benefícios e conhecida atividade como bioprotetores (Dantas et al., 2016). Neste 

cenário, o desenvolvimento de um queijo Minas Frescal com característica probiótica se torna 

interessante.  

 Neste trabalho foi realizada a produção de queijo Minas frescal com diferentes 

fermentos láticos.  Os queijos armazenados a 8 ºC e foram analisados microbiologicamente e 

quanto ao pH a cada 3 dias durante 21 dias. 

 Para o estudo, foi utilizado leite do tipo pasteurizado. O leite pasteurizado é vendido 

em poucos pontos de comércio e possui validade curta, de 7 dias. Essa curta validade se dá 

pelo processo de pasteurização não ser capaz de eliminar todos os microrganismos, podendo 

permanecer patógenos deteriorantes que se multiplicam no rico ambiente do leite. Essa 

característica não se repete no leite ultrapasteurizado, que é estéril, sem presença de 

microrganismos. Para a produção de queijo Minas frescal, o uso de leite ultrapasteurizado não 

é recomendado pois a grande variação de temperatura a qual o leite é submetido pode alterar 

as características da caseína do leite, dificultando a sua coagulação.  

 

 Os 6 lotes de leites utilizados para a produção dos queijos estavam de acordo com a 

legislação vigente estipulada pela ANVISA (Agência Nacional de Vigilancia Sanitária), 

Portaria RDC Nº 12 (ano de publicação), não sendo detectados Salmonella spp nem coliformes 

totais. Estes dados constraram com a literatura, onde diversos estudos apontam alta frequência 

de contaminação nos leites pasteurizados comercializados no Brasil. Araujo et al., 2012 

pesquisaram a presença de patógenos em leite pasteurizado do tipo A, B e C comercializados 

no mercado varejista de Natal, Rio Grande do Norte, e detectaram 6 de 7 amostras fora da 

legislação vigente em relação a quantificação de coliformes totais. Atualmente, no estado do 

Rio de Janeiro não é feita a classificação A, B e C do leite pasteurizado vendido pois todo leite 

pasteurizado comercializado deve se enquadrar na categoria A. O grupo Garrido et al., 2001 

analisaram 390 amostras de leite do tipo A, B e C em Ribeirão Preto, São Paulo. Como 
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resultado da análise microbiológica, foram detectados em desacordo com a legislação vigente: 

32,5% do leite tipo C, 32,6% do tipo B e 31,0% do tipo A, apesar de nenhum apresentar o 

patógeno Salmonella sp.  

 Nos lotes de leite foi pesquisada também a presença de fungos e leveduras que só foram 

detectados em 4 dos 6 lotes. Os lotes onde os fungos não foram detectados foram os últimos a 

serem ultizados, o que pode ser resultado de uma implementação de boas práticas de 

fabricação, como melhor manipulação, transporte e armazenamento do leite pasteurizado 

utilizado.  

Apesar de não estipulados pela legislação vigente, esse trabalho quantificou na análise 

microbiológica do leite, a presença de bactérias mesófilas heterotróficas totais. As contagens 

obtidas permaneceram entre 103 e 104 UFC/mL nos 6 lotes pesquisados. A pesquisa por 

bactérias mesófilas tem como objetivo verificar a contaminação geral de um alimento, é usada 

como indicador da qualidade higiência e para fornecer uma perspectiva do tempo útil de 

conservação (Franco & Landgraf, 1996).  Picoli et al., (2006) analisaram diversos ingredientes 

utilizados na fabricação de queijo Minas frescal e detectaram a presença de bactérias mesófilas 

em 2 dos 3 lotes de leite pasteurizado pesquisados, com contagem entre 103 e 104 UFC/mL. 

Este mesmo grupo analisou também a contagem de mesófilas presente em leite cru, com 

contagem entre 106 e 108 UFC/mL, demostrando assim, a importância da pasteurização do leite 

cru que, apesar de não eliminar todos os microrganismos presentes, pode diminuir sua 

contagem em até 5 log.  

O leite pasteurizado possui como parte da microbiota natural bactérias ácido láticas 

(BAL), sendo este o motivo da contagem de BAL na análise microbiológica do leite. Lima et 

al., 2009, detectaram a presença de Lactoccocus lactis, Leuconostoc mesenteroides e 

Lactobacillus plantarum como microbiota de leite utilizadas para a fabricação de queijo Minas 

frescal. Estepar et al., 1999, também detectaram como microbiota lática do leite antes da 

produção de queijo Peñamellera, com predominância de microrganismos dos gêneros 

Lactococcus spp e Leuconostoc spp.  

 Os queijos produzidos nesse trabalho estavam de acordo com o estipulado pela 

legislação vigente, Portaria RDC Nº 12 da ANVISA e pelo Ministério de Agricultura, Pecuária 

e Abastecimento (MAPA) 1996.   
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Durante a produção dos queijos os resultados sugerem que a maior parte de BAL 

permaneceu na matriz do alimento, sendo uma pequena fração perdida no soro.  A perda de 

BAL no soro, quando em grande quantidade, não é desejável pois prejudica o produto 

probiótico final. Neste estudo não foi avaliado se estas BAL eram microrganismos da 

microbiota do leite ou dos fermentos inoculados. Entretanto, as contagens de BAL nos queijos 

inoculados com fermentos láticos foram proporcionalmente maiores do que as dos queijos não 

inoculados.  

Como resultado do tipo de processamento, o rendimento do queijo Minas na indústria 

varia entre 22,2 e 16,7% (ILCT, 2003). Os cinco queijos com diferentes fermentos láticos 

apresentaram rendimento semelhantes entre si, porém um pouco abaixo do encontrado na 

indústria, com média variando entre 16,6 e 15.5%. Esse valor um pouco abaixo da média da 

indústria pode ser explicado por ser um queijo realizado de forma artesanal e sem equipamentos 

de escala industriais, com os quais é possível uma maior optimização da produção. O uso dos 

diferentes fermentos láticos não influenciou no rendimento dos queijos produzidos.  

A acidificação durante o período de estocagem do queijo pelos fermentos é uma 

característica desejável pois ajuda a prevenir a contaminação por microrganismos 

deterioradores (Wolfschoon-Pombo & Lima, 1989). As estirpes isoladas do Kefir, 

Lactobacillus paracasei MRS59 e Lactococcus cremosis M1711B utilizadas como fermento 

lático apresentaram baixa capacidade de acidificação, com pH mínimo de 5,9, enquanto a 

cultura comercial Christian Hansen® apresentou pH mínimo de 5,1. Esse aumento da acidez 

está relacionado com a fermentação de lactose em ácido lático realizada pelas bactérias láticas. 

A espécie Lactobacillus paracasei é heterofermentativa, produzindo principalmente ácido 

lático, enquanto Lactococcus cremoris é homofermentativa, podendo produzir além de ácido 

lático, diversos produtos, como etanol e ácido acético. Já foi descrito na espécie Lactobacillus 

paracasei a produção de duas enzimas isômeras de lactato, aumentando assim sua capacidade 

de fermentação (Vianna et al, 2005).  

 Sangaletti et al., (2007) e Buriti et al., (2005) obtiveram redução de pH entre 6,16 e 

5,38 durante 21 dias de estocagem do queijo Minas frescal, equivalente ao resultado do nosso 

estudo. 

Cândido et al., (2013) avaliaram a viabilidade probiótica de queijo Minas frescal com 

teor reduzido de lactose adicionado de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sp. e 

Streptococcus thermophilus. As análises microbiológicas e de pH também foram realizadas 
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durante 21 dias e os resultados foram semelhantes ao deste trabalho com pH permanecendo 

entre 6,6 e 5,2 com queda mais acentuada nos primeiros sete dias de estocagem. No estudo de 

Cândido et al., (2013) foi analisado também o teor de acidez do queijo com culturas probióticas 

que foi diretamente proporcional a queda do pH. 

Dantas et al., 2016, por outro lado, obtiveram resultados diferentes do presente trabalho 

na produção de queijo Minas frescal probiótico com a incorporação do microrganismo 

Lactobacillus casei Zhang. Os queijos produzidos com a cultura probiótica apresentaram alta 

capacidade de acidificação, chegando ao pH mínimo de 5,2 e 4,9 ao final de 20 dias de 

estocagem. O citado grupo também comparou o pH de queijo Minas probiótico coagulado por 

ação enzimática apresentou pH mais ácido (4,9) que aquele coagulado por acidificação direta 

(5,2) após 20 dias de estocagem.  

Embora tenham mostrado baixa capacidade de acidificação quando comparadas com o 

fermento comercial, os fermentos testados neste estudo, principalmente Lactobacillus 

paracasei MRS59 isolado do Kefir, mostram que a acidificação não é um fator determinante 

para a proteção do alimento. Neste caso, o uso destas como fermento seria desejável em 

alimentos em que a elevada acidez não seja uma característica sensorial desejável.  A produção 

de alimentos com os fermentos utilizados neste estudo, levariam a um produto menos ácido e 

desta forma melhorando a condição de viabilidade de microrganismo probioticos, sem alterar 

sua segurança.  

 A atividade antifúngica de bactérias láticas já foi demonstrada em diferentes estudos 

como revisado por Perczak, et al., 2018. Esta atividade é atribuída a substâncias como ácidos 

orgânicos, ácido acético e ácido lático, peróxido de hidrogênio, reuterina, ácido capróico, 

ácidos 3 fenil-acético, diacetil, dipeptídios cíclicos, dióxido de carbono e 3 hidroxi-propil-

aldeído. Já foi demostrado que L. paracasei subsp. paracasei produz como substâncias 

antifúngicas: ácido lático, ácido propionico, ácido acético, ácico succinico e ácido 3 hidroxi-

fenil-latico. Apesar da não inbição de fungos filamentosos no teste de spot on agar das estirpes 

isoladas do Kefir utilizadas como fermento, no queijo 3 inoculado com Lactobacillus paracasei 

MRS59 houve uma contagem de até 2 log menor em relação aos outros queijos. No teste de 

antagonismo realizado contra leveduras, houve inibição das leveduras Saccharomyces 

cerevisiae e Pichia kluyveri pela estirpe Lactobacillus paracasei MRS59. O nosso grupo tem 

interesse em continuar a investigação dessa estirpe quanto a inibição de leveduras.  

 Lacanin et al., 2017, analisaram a propriedade antifúngica de Lactobacillus paracasei 
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e Pediococcus spp em produtos láticos com resultado promissor de bioproteção contra os 

principais fungos contaminantes de alimentos láticos.  Os resultados do nosso trabalho também 

sugerem uma aplicação dessas estirpes na prevenção de contaminação de alimentos por bolores 

e leveduras. O gênero Candida, gênero Kluyveromyces, gênero Penicillium, Debaryomyces 

hansenii, Rhodotorula mucilaginosa, Yarrowia lip olytica e Zygosaccharomyces bailii são os 

fungos mais comuns associados à contaminação de produtos lácteos (Mayoral et al., 2015). 

 A proteção de bactérias ácido láticas contra diversos microrganismos pode estar 

associada à capacidade anti-oxidante e a compostos como: bacteriocinas, peróxido de 

hidrogênio, diacetil, ácidos orgânicos comumente produzidos por bactérias láticas como ácido 

lático e ácido acético (Yang et al., 2012). Bacteriocinas são peptídeos ou proteínas 

antimicrobianas sintetizadas ribossomicamente produzidas por procariotos. Entre as 

bacteriocinas produzidas por bactérias ácido láticas, a nisina e suas variantes são as mais 

estudadas e de maiores aplicações. Entres outras bacteriocinas produzidas por BAL pode-se 

citar lacticina 3147, já demostrada inibindo Staphylococcus aureus metacliclina resistente e 

Clostridioides difficile (Rea et al., 2007) e pediocina PA-1 já foi demostrada inibindo Listeria 

monocytogenes (Eijsink et al., 1998).  Como revisado por Weerapong et al., 2016, a espécie 

Lactobacillus paracasei já foi descrita produzindo bacteriocinas, porém não classificadas. 

Dentro da classe dos Lactococcus já foi descrita a produção de bacteriocinas de classe I como 

nisina A e bacteriocinas da classe IIc como enterocina AS-48.   

 Dentre os produtos lácteos, o queijo possui vantagens na implementação de probióticos 

pois apresenta pH menos ácido quando comparado com o iogurte e ao leite fermentados, ter 

maior vida de prateleite, menos oxigênio livre, maior disponibilidade de nutrientes e por 

possuir alto teor de gordura, oferecendo proteção aos microganismos probióticos na passagem 

pelo trato gastrointestinal, (Gardiner et al., 1999). Sharp, McMahon, & Broadbent, 2008, 

comprovaram essa melhor viabilidade do queijo em comparação com iogurte expondo ambos 

os produtos contendo microrganismos probióticos a um ambiente de pH 2 condizente com o 

ambiente gástrico. Os autores concluiram que o queijo manteve uma melhor performance, 

apresentando 104 UFC/g de células viáveis ao final da exposição a pH 2 por 120 minutos 

enquanto no iogurte a contagem final foi de 101 UFC/g.  

 O queijo Minas frescal, por ser um queijo fresco, apresenta ainda as vantagens de 

possuir alta atividade de água, pH acima de 5 e não possuir conservantes (Buriti et al., 2005).  
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Desta forma, a incorporação de bactérias isoladas do Kefir com características probióticas no 

queijo Minas frescal se torna ideal como desenvolvimento de um novo produto.  

Como revisado por da Cruz et al., 2009, na incorporação de microrganismos 

probióticos em alimentos, diversos fatores devem ser levados em consideração. O fator mais 

importante é manter a viabilidade do microrganismo probiótico durante o processo de 

produção. No caso da incorporação em queijos, o processo de maturação pode ser uma barreira 

visto que diversos fatores físico-químicos do queijo são alterados como pH e atividade de água, 

podendo criar um ambiente hostil para a sobrevivência dos probióticos. Desta forma, os queijos 

frescos como o queijo Minas frescal, que não passam por processo de maturação, são canditatos 

ideais para a incorporação de microrganismos probióticos.  

Assim como em outros estudos de desenvolvimento de queijo Minas frescal probiótico, 

entre eles Cândido et al., (2013), Buriti et al., 2004 e Ribeiro et al., (2009), a média final de 

bactérias ácido láticas neste trabalho alcançou contagem superior a 106 UFC/mL podendo ser 

assim considerado um alimento probiótico de acordo com a ANVISA, 2008.  

A produção de queijo probióticos já foi descrita em diversos trabalhos com diversos 

microganismos probióticos em uma variedade de tipos de queijos.  Speranza et al., 2017, 

realizaram a produção de um cream cheese funcional com caraterísticas probióticas e 

prebióticas. Para isso o grupo citado utilizou os microrganismos Bifidobacterium animalis 

subsp. lactis e Lactobaccilus reuteri e inulina, frutooligossacarídeos e lactulose como 

prebióticos.  A adição de prébióticos em produtos alimentícios se torna interessante visto que 

a sua presença aumenta a sobrevivência dos probióticos no trato gastointestinal, aumentando 

assim os benefícios que os probióticos promovem (Yoo & Kim, 2016). Em trabalhos futuros, 

a adição de prebióticos juntamente com os probióticos em queijo Minas frescal pode ser de 

interesse comercial.  

A Comissão Internacional de Especificação Microbiológica para Alimentos (1997) 

estipula que a qualidade microbiológica do queijo Minas frescal é influenciada pelas condições 

higiênico sanitárias em que o leite foi obtido, pelo processamento industrial, pelas condições 

de limpeza do ambiente de produção e pelo armazenamento e transporte, tanto da matéria-

prima, quanto do produto. 
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Sangaletti et al., (2007) estudaram a vida útil de um queijo Minas frescal durante 30 

dias realizando análises semelhantes ao nosso trabalho no dia 1, 10, 20 e 30. No 20 dia, a média 

da contagem de bactérias láticas chegou a 107 UFC/mL enquanto a de bactérias mesófilas 

chegou a 108 UFC/mL.  A média da contagem de bactérias láticas no estudo de Sangaletti et 

al., condiz com o resultado encontrado no queijo 2, sem inóculo lático, realizado no presente 

trabalho. Já os outros queijos, 1, 3, 4 e 5 apresentaram uma contagem superior de bactérias 

láticas, alcançando 109 e 1010 UFC/mL. Isso pode ser explicado pela adição de fermento lácteos 

ser opcional na produção de queijo Minas frescal e pelos queijos do presente trabalho terem 

sido adicionados de 106 UFC/mL de inóculo lático.  

Papadooulou et al., desenvolveram queijo feta probiótico utilizando Lactobacillus 

plantarum como fermento lático e avaliaram o queijo durante a estocagem a 4 e a 12 ºC. No 

trabalho do grupo citato, também houve diminuição da população de fungos e leveduras em 2 

log a medida que a população de bactérias ácido láticas crescia como no presente trabalho.  

 

Em estudo realizado por Saad et al., 2001, foi realizada a quantificação de Escherichia 

coli em queijo Minas frescal adicionado e não adicionado de cultura láticas comercial. Nos 

queijos produzidos não adicionados de cultura lática, a quantificação de E. coli foi superior ao 

queijo adicionado de cultura lática em 2 log. Em nosso estudo foi obtido resultado similar, com 

média de contagem final de E.coli de até 1011 UFC/g no queijo sem inóculo lático, enquanto 

no queijo com inóculo lático a média de contagem final permaneceu entre 108 e 1010 UFC/g.  

 

 A estirpe isolada do Kefir Lactobacillus paracasei MRS59 apresentou comportamento 

inibitório do patógeno Escherichia coli superior aos demais fermentos láticos utilizados em 1 

log. Esse resultado é condizente com estudos anteriores de Leite, 2012, onde a estirpe foi capaz 

de inibir Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Listeria 

monocytogenes ATCC 15313 e Lactocococcus lactis IL1403 em teste de spot on ágar.  

 Neste presente trabalho foi possível observar a inibição da estirpe no ambiente do 

queijo Minas frescal em relação com estudos anteriores in vitro. Nos testes de spot on ágar 

também houve forte inibição de Salmonella enteretidis, Salmonella typhimurium pela estirpe 

Lactobacillus paracasei MRS59. Não é comum a atividade contra microrganismos Gram 

negativos e esta geralmente é associada a compostos inespecíficos como ácidos orgânicos, 

embora a atividade de algumas bacteriocinas já tenham sido descritas como a pediocina 
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ALTA® 2351 (Santiago-Silva et al., 2009).   

 Houve também, pela mesma estirpe, inibição de 3 espécies de Escherichia coli, a 1229 

utilizada para contaminar intencionalmente os queijos produzidos, a Escherichia coli 5121565, 

Escherichia coli 1311, ambas de alta importância médica visto que são colistina resistente e 

produtoras de carpabenemas, respectivamente. A inibição de Staphylococcus aureus pela 

estirpe é desejavel visto que S. aureus é um contaminante comum em alimentos lácteos. A 

inibição de Listeria innocua ocorreu, porem não foi possível realizar a duplicata. Os resultados 

do grupo em relação a inibição a Listeria spp são divergentes. Leite, 2012, apresentou inibição 

de Listeria monocytogenes pela estirpe Lactobacillus paracasei MRS59, por outro lado, Rosa 

dos Santos Junior, 2018, testou 8 estirpes isoladas do Kefir e não obteve resultado de inibição 

contra L. monocytogenes.  

 A estirpe Lactococcus cremosis M1711B também apresentou inibição contra as três 

Escherichia coli testadas assim como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, 

Salmonella enteretidis e Salmonella typhimurium. Esta estirpe obteve maior inibição contra 

Escherichia coli 5121565, S. aureus e Salmonella enteretidis.  

 Além da capacidade inibitória de bactérias láticas de microrganimos de importância 

alimentar, já foi apresentada a capacidade de diversos Lactobacillus, entre eles L. paracasei, 

de inibir bactérias do trato urinário.  No estudo realizado por Shim et al., 2013, as estirpes de 

Lactobacillus testadas foram capazes de inibir Enterococcus fecalis, Escherichia coli e Proteus 

vulgaris. Desta forma, a aplicação de bactérias ácido láticas como bioprotetoras possui 

aplicação em diversos âmbitos, tanto de alimentos quanto na área da saúde.  

Em relação aos resultados avaliados, ficou evidente a contribuição das culturas láticas 

nas características tecnológicas do queijo produzido. Apesar de opcional, o uso das mesmas 

apresenta uma melhora na segurança do produto. O queijo produzido sem fermento lático 

apresentou média de contagem de microrganismos contaminantes superior aos demais queijos 

com fermento lácteo: a média de contagem de fungos foi superior em até 3 log, a média de 

contagem de bactérias mesófilas superior em até 2 log e média de contagem de Escherichia 

coli superior em até 3 log. 

Queijos suplementados de microrganismos probióticos podem ser uma boa estratégia 

para a indústria de laticínios, que visa diversificar seus produtos e aumentar sua competição no 

mercado. As 2 estirpes isoladas do Kefir, Lactobacillus paracasei MRS59 e Lactococcus 
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cremosis M1711B, utilizadas neste trabalho, apresentaram efeito antagônico na microbiota do 

queijo equivalente ou, em alguns parâmetros, melhor ao observado na cultura comercial. Com 

isso, pode-se afirmar que as culturas isoladas do Kefir apresentam potencial de interesse 

comercial, visto que, além de promover segurança ao queijo, também possui características 

probióticas, trazendo assim benefícios ao consumidor. 

7. CONCLUSÕES  
 

 Os queijos produzidos com estirpes isoladas do Kefir Lactobacillus paracasei MRS59 

e Lactococcos cremoris ssp cremoris M1711B apresentaram características probióticas 

ao final de 21 dias de estocagem a 8 °C.  

 As estirpes utilizadas produziram queijos com rendimento e vida de prateleira igual à 

cultura comercial. 

 A capacidade de acidificação não foi diretamente relacionada à proteção dos alimentos.  

 Os resultados deste trabalho apontam que as estirpes utilizadas podem ser aplicadas 

como fermentos láticos onde não seja desejável a alta acidificação. 

 Os fermentos isolados do Kefir apresentaram atividade antifúngica, além da atividade 

antibacteriana esperada.  

 Os fermentos apresentaram atividade antagônica contra bactérias com perfil de 

resistência a antimicrobianos de perfil hospitalar.  
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