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RESUMO 

 

O queijo colonial artesanal (QCA) é um produto elaborado por métodos tradicionais, a partir 
do leite cru, com valorização territorial, regional ou cultural. A composição da matéria prima é 
o principal fator que dá as características de aroma e sabor ao queijo, principalmente devido a 
sua diversidade microbiológica. A microbiota deste produto pode ser avaliada por métodos 
clássicos ou por métodos independentes de cultura, como a metataxonômica, a partir do gene 
16s rRNA e para bactérias e o espaço intergênico ITS para fungos. Os principais 
microrganismos encontrados no QCA são bactérias ácido láticas (BAL), que podem apresentar 
potencial funcional e/ou tecnológico, sendo algumas delas consideradas potenciais probióticas. 
Os probióticos são microrganismos que fornecem um benefício a aquele que os ingere em 
quantidades adequadas, atuando principalmente na melhora do trato gastrointestinal. No 
entanto, cepas específicas fornecem benefícios diferentes, sendo necessários estudos de 
avaliação das propriedades benéficas e de segurança individuais. Poucas informações sobre 
QCA e sua microbiota são encontradas na literatura, dessa forma, esta pesquisa tem a finalidade 
de avaliar a diversidade microbiana presente em QCA ao longo da maturação através da 
abordagem metataxonômica, bioquímica e realizar a identificação e caracterização de cepas 
potencialmente probióticas. O capítulo 1 traz uma revisão na literatura, abordando os principais 
tópicos sobre queijos, incluindo sua composição química, alterações durante a maturação, 
principais microrganismos encontrados e formas de detecção. Também foram abordadas 
informações referentes a microrganismos probióticos e os requisitos para sua classificação. O 
capítulo 2 aborda a ecologia microbiana e composição física e química do QCA a partir da 
realização de análises metataxonômicas, microbiológicas, físico-químicas, perfil de ácidos 
graxos, composição de ácidos orgânicos e compostos voláteis em amostras com 1, 7, 14 e 21 
dias de maturação, durante o verão e inverno. As análises metataxonômicas revelaram a 
presença de 33 famílias de bactérias, com predomínio de Streptococcaceae e 
Enterobacteriaceae. Também foram encontradas 18 famílias de fungos, com predomínio de 
leveduras, variando suas espécies de acordo com a estação analisada. O perfil de ácidos graxos 
dos queijos mostrou elevadas concentrações de ácidos graxos insaturados, de cadeia curta e 
CLA, obtendo melhores valores nutricionais nas amostras de verão. O ácido lático seguido do 
ácido acético/butírico foram encontrados com as maiores concentrações, principalmente nos 
queijos de inverno. Os queijos de verão, apresentaram maior variação dos compostos voláteis, 
com maiores concentrações de álcoois e ácidos carboxílicos. Estes dados contribuem para uma 
melhor descrição dos padrões de identidade e qualidade do QCA, possibilitando maiores 
discussões a respeito do produto. Por fim, o capítulo 3 aborda a avaliação de BAL isoladas do 
QCA, a fim de caracterizá-las como potenciais probióticos. Foram realizadas análises de 
identificação fenotípica e por metataxonômica de 10 cepas isoladas, avaliação da potencial 
colonização no hospedeiro a partir de análises de auto-agregação, hidrofobicidade e digestão 
simulada. Também foram avaliadas a segurança e potencialidade tecnológica por meio de 
produção de hemolisina, gelatinase, lipase, mucinase e susceptibilidade a antimicrobianos. 
Todos os isolados apresentaram boa capacidade de adesão ao hospedeiro, ausência de produção 
de enzimas consideradas fatores de virulência, sensíveis a pelo menos duas classes de 
antimicrobianos e 2 isolados apresentaram atividade proteolítica. Os resultados confirmaram 
que todas as 10 cepas apresentam potencial de serem consideradas probióticas, sendo 3 
consideradas com maior potencial. De forma geral, conclui-se que o QCA apresenta uma rica 
composição microbiológica e bioquímica, com a presença de BAL com potencial probiótico. 
  
Palavras-chave: Alterações bioquímicas; Fatores de virulência; Probióticos; Propriedades de 
adesão; Queijo de leite cru; Sazonalidade.  



 

 

ABSTRACT 

 

Artisanal colonial cheese (ACC) is a product made using traditional methods, from raw milk, 
with territorial, regional or cultural value. The composition of the raw material is the main factor 
that gives the cheese its aroma and flavor characteristics, mainly due to its microbiological 
diversity. The microbiota of this product can be evaluated by classical methods or by culture-
independent methods, such as metataxonomics, based on the 16s rRNA gene and for bacteria 
and the ITS intergenic space for fungi. The main microorganisms found in ACC are lactic acid 
bacteria (LAB), which may have functional and/or technological potential, with some of them 
considered potential probiotics. Probiotics are microorganisms that provide a benefit to those 
who ingest them in adequate quantities, acting mainly to improve the gastrointestinal tract. 
However, specific strains provide different benefits, requiring studies to evaluate individual 
beneficial and safety properties. Low information about ACC and its microbiota is found in the 
literature, therefore, this research aims to evaluate the microbial diversity present in ACC 
throughout maturation through metataxonomic and biochemical approaches and to identify and 
characterize potentially probiotic strains. Chapter 1 provides a literature review, covering the 
main topics about cheeses, including their chemical composition, changes during maturation, 
main microorganisms found and methods of detection. Information regarding probiotic 
microorganisms and the requirements for their classification were also covered. Chapter 2 
addresses the microbial ecology and physical and chemical composition of the ACC by carrying 
out metataxonomic, microbiological, physical-chemical analyses, fatty acid profile, 
composition of organic acids, and volatile compounds in samples with 1, 7, 14 and 21 ripening 
days, during summer and winter. Metataxonomic analyzes revealed the presence of 33 families 
of bacteria, with a predominance of Streptococcaceae and Enterobacteriaceae. 18 families of 
fungi were also found, with a predominance of yeast, their species varying according to the 
season analyzed. The fatty acid profile of the cheeses presented high concentrations of 
unsaturated fatty acids, short-chain fatty acids and Conjugated Linoleic Acid, obtaining better 
nutritional values in summer samples. Lactic acid followed by acetic/butyric acid were found 
in the highest concentrations, especially in winter cheeses. Summer cheeses exhibited greater 
variation in volatile compounds, with higher concentrations of alcohols and carboxylic acids. 
This data contributes to a better description of the ACC's identity and quality standards, 
enabling greater discussions about the product. Finally, chapter 3 addresses the evaluation of 
LAB isolated from the ACC, in order to characterize them as potential probiotics. Phenotypic 
and metataxonomic identification analyses of 10 isolated strains were carried out, evaluation of 
potential colonization in the host based on analyses of auto-aggregation, hydrophobicity, and 
simulated digestion. Safety and technological potential were also evaluated through the 
production of hemolysin, gelatinase, lipase, mucinase and susceptibility to antimicrobials. All 
isolates indicated good ability to adhere to the host, lack of production of enzymes considered 
virulence factors, sensitive to at least two classes and antimicrobials and 2 isolates showed 
proteolytic activity. The results confirmed that all 10 strains have the potential to be considered 
probiotics, with 3 being considered the best isolates. In general, it is concluded that ACC has a 
rich microbiological and biochemical composition, with the presence of LAB with probiotic 
potential. 
 
Keywords: Adhesion properties; Biochemical changes; Probiotics; Raw milk cheese; 
Seasonality; Virulence factors.   
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1. INTRODUÇÃO 

 

O queijo é um derivado lácteo com alto valor nutricional, que apresenta 

aproximadamente 2000 variações no mundo todo, diferindo principalmente em suas texturas, 

sabores e aromas (Chauhan; Deshmukh, 2022). Os queijos artesanais apresentam importância 

econômica e contribuem para a cultura culinária das regiões onde são produzidos, gerando 

renda e mantendo as tradições locais. Estes são produzidos com tecnologia tradicional, em 

pouca quantidade, de forma manual e, em sua maioria, utilizando leite cru (Bemfeito et al., 

2016; De Gante et al., 2016; Rodríguez et al., 2022). Na região sul do Brasil, o queijo colonial 

artesanal (QCA) é um dos principais representantes dos queijos artesanais, apresentando tempo 

médio de maturação de 15 a 30 dias (Kamimura et al., 2019). Para garantir a autenticidade do 

QCA, a análise da composição química do produto, bem como a obtenção de dados referentes 

as alterações ocorridas na maturação dos queijos e sua diversidade microbiana são importantes 

(Margalho et al., 2021). 

A microbiota do leite cru utilizado para o preparo do QCA é composta principalmente 

de bolores, leveduras e bactérias, tendo as bactérias ácido láticas (BAL) como microbiota 

dominante (Polo et al., 2020). Estas espécies geralmente são quantificadas por métodos 

dependentes de cultura com enumeração microbiana. Esses métodos são importantes para a 

determinação das características de espécies individuais, mas são metodologias trabalhosas, 

demoradas e requerem meios de cultura diversos. Também há uma limitação adicional devido 

à incapacidade de cultivo de certos microrganismos em meios de cultura clássicos. Cerca de 

70% dos microrganismos permanecem incultiváveis nestas condições devido à ausência de 

condições de multiplicação, enquanto outros microrganismos apresentam cultivo dificultado 

(Zotta et al., 2022; Castellanos-Rozo et al., 2020; O’Sullivan; Cotter, 2017). Devido a estas 

dificuldades, abordagens ômicas têm sido recentemente utilizadas para avaliação 

microbiológica dos queijos (Tilocca et al., 2020). As abordagens independentes de cultura são 

capazes de detectar esses microrganismos cultiváveis e não cultiváveis, utilizando amostras de 

ácidos nucleicos extraídos diretamente da matriz alimentícia, com alta sensibilidade e resolução 

(Afshari et al., 2020). Abordagens metataxonômicas tipicamente utilizam o rRNA como alvo 

(16s rRNA para bactérias e 18S ou Espaçador Transcrito Interno (ITS) para fungos), obtendo 

sequencias genéticas que podem identificar gêneros e espécies de microrganismos (Afshari et 

al., 2020). Neste contexto, o estudo dos microrganismos presentes em QCA é extremamente 

relevante para auxiliar na otimização do processo industrial, bem como para investigar as 

interações dinâmicas que ocorrem entre os microrganismos e a matéria-prima (Rios et al., 
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2020). Além disso, a partir da análise metataxonômica é possível identificar novas espécies de 

microrganismos que podem apresentar potencial funcional ou tecnológico (Wolfe et al., 2014). 

Uma grande quantidade de BAL, detectadas na análise metataxonômica do queijo 

colonial artesanal, poderiam ser classificadas como potenciais probióticos (Gao et al., 2021). 

Esses microrganismos, quando vivos e administrados em quantidades adequadas, fornecem 

benefícios ao hospedeiro (Hill et al., 2014; Marco et al., 2021). O principal benefício fornecido 

pelos probióticos é a criação de um ambiente intestinal mais favorável, tendo como principais 

benefícios a melhora do trato gastrointestinal e sistema imunológico, de modo que outros 

benefícios são cepa-específicos (Hill et al., 2014). Como os microrganismos apresentam 

benefícios cepa-dose/específicos, são necessários estudos para verificar as propriedades 

probióticas e de segurança dos isolados, considerando critérios de seleção definidos por 

organismos internacionais, como a Organização Mundial da Saúde (Lakhlifi et al., 2023). 

Assim como em outros países, no Brasil está estabelecido que a linhagem probiótica deve ser 

segura para o uso pretendido, e essa segurança deve ser demonstrada por meio de testes capazes 

de evidenciar a inocuidade da linhagem, como a avaliação do perfil de resistência a 

antimicrobianos, a capacidade do microrganismo de transferir genes de resistência e virulência, 

a produção de enzimas que degradam a parede intestinal e a produção de compostos tóxicos, 

como as aminas biogênicas (Brasil, 2021). Além disso, as espécies precisam sobreviver ao 

sistema gastrointestinal e colonizar o intestino para que se exerçam seus efeitos benéficos 

fornecidos, aderindo à mucosa intestinal se este for o local de ação (Lakhlifi et al., 2023). 

Poucas informações são encontradas a respeito do QCA na literatura, e estas 

apresentam dados referentes a características do produto em lotes únicos, ou comparados a 

queijos variados, sendo que informações referentes a microbiologia e reações bioquímicas do 

QCA durante o período de maturação são escassas. A sobrevivência e a funcionalidade dos 

microrganismos presentes durante a fabricação e maturação dos queijos são importantes na 

avaliação da sua atuação em relação a qualidade do queijo (Zotta et al., 2022). Entender a 

ecologia microbiana durante a maturação, estudando as mudanças dinâmicas que ocorrem e os 

produtos de suas reações é essencial para proteger o aspecto tradicional desses produtos e 

melhorar a compreensão do processo. Com isso, este trabalho está apresentado nos seguintes 

capítulos: 

a) Capítulo 1, referente a revisão bibliográfica sobre os temas abordados nesta 

pesquisa; 
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b) Capítulo 2, referente ao estudo da análise metataxonômica e composição 

química do Queijo Colonial Artesanal (QCA) do Sul do Brasil, explorando a 

diversidade microbiana e os aspectos bioquímicos da maturação; e 

c) Capítulo 3, referente ao Queijo Colonial Artesanal como fonte de bactérias ácido 

láticas potencialmente probióticas, ensaios de funcionalidade e segurança. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1.  OBJETIVO GERAL 

 

Realizar a avaliação da diversidade microbiana por métodos dependentes e 

independentes de cultura e composição química presente em queijo colonial artesanal ao longo 

da maturação, com variação sazonal, além de realizar a identificação e caracterização de cepas 

potencialmente probióticas isoladas. 

 

 

2.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar bolores e leveduras, mesófilos totais, Enterobacteriaceae, Escherichia coli, 

Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva, Listeria monocytogenes, 

enterotoxina estafilocócica e bactérias ácido láticas nas amostras de queijo colonial 

artesanal ao longo de 21 dias de maturação, no verão e inverno; 

 Avaliar a diversidade bacteriana nas amostras de queijo colonial artesanal utilizando as 

regiões V3-V4 do gene 16s rRNA em uma abordagem metataxonômica; 

 Avaliar a diversidade fúngica nas amostras de queijo colonial artesanal utilizando as 

regiões ITS1-ITS2 da região ITS em uma abordagem metataxonômica; 

 Determinar a composição proximal das amostras de queijo colonial artesanal ao longo 

de 21 dias de maturação, no período de verão e inverno; 

 Identificar os compostos voláteis, ácidos orgânicos alifáticos e perfil de ácidos graxos 

presentes nas amostras de queijo colonial artesanal ao longo de 21 dias de maturação, 

no período de verão e inverno; 

 Isolar bactérias ácido láticas potencialmente probióticas; 

 Definir taxonomicamente as espécies isoladas selecionadas através do sequenciamento 

do gene 16S rRNA; 

 Avaliar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos potenciais probióticos através 

do método de concentração inibitória mínima; 

 Realizar testes complementares para avaliação da segurança e colonização no 

hospedeiro das cepas potencialmente probióticas.   
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 QUEIJO COLONIAL ARTESANAL 

 

Queijo é o produto lácteo fresco ou maturado que se obtém por meio da separação 

parcial do soro em relação ao leite ou ao leite reconstituído ou de soros lácteos, coagulado pela 

ação do coalho, de enzimas específicas, produzidas por microrganismos específicos, de ácidos 

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

adição de substâncias alimentícias, de especiarias, condimentos ou de aditivos (Brasil, 2017). 

A produção mundial de queijos de leite de vaca em 2020 foi de 25,9 milhões de toneladas, 

enquanto no Brasil foram produzidos cerca de 1,2 milhão de toneladas, com receita de 

exportação em torno de 76 milhões de dólares (Minas Gerais, 2022; Faostat, 2023). Por outro 

lado, 223 mil toneladas de queijos artesanais foram produzidas por agricultores familiares no 

Brasil, sendo que destes, 8,210 toneladas são produzidas no estado de Santa Catarina (IBGE, 

2017). 

Mesmo com a industrialização de alimentos em larga escala, alguns consumidores 

buscam por produtos de origem artesanal, como os queijos artesanais (Freitas, 2015). Segundo 

o Decreto nº 11.099, de 21 de junho de 2022 (Brasil, 2022), queijo artesanal é aquele elaborado 

por métodos tradicionais, com vinculação e valorização territorial, regional ou cultural, 

conforme protocolo de elaboração específico estabelecido para cada tipo e variedade, e com 

emprego de boas práticas agropecuárias e de fabricação na produção artesanal. No Brasil, 

alguns queijos artesanais recebem o nome da região em que são produzidos, aumentando seu 

valor agregado e fornecendo uma conotação histórica ao produto (Bemfeito et al., 2016). O 

queijo colonial artesanal começou a ser produzido no Brasil com imigrantes açorianos, sendo 

posteriormente produzido pelos imigrantes alemães e italianos, que passaram o saber fazer para 

seus descendentes. A Figura 1 apresenta as regiões onde variedades de queijo colonial artesanal 

são tipicamente produzidas no Brasil. Esses produtos foram inicialmente produzidos no estado 

do Rio Grande do Sul e, no século XX, migraram para o oeste de Santa Catarina e Sudoeste do 

Paraná, junto com seus produtores, ocupando as “colônias”. As colônias são lotes de terra onde 

os imigrantes europeus se instalaram, sendo a partir de então chamados de colonos, e seus 

produtos elaborados, chamados de produtos coloniais. O consumo inicial deste produto se deu 

nas propriedades rurais, juntamente com outros produtos tipicamente encontrados na região, 

como salame, geleias, pães, conservas e biscoitos (Wilkinson; Cerdan; Dorigon, 2017; Dorigon, 

2008, Santos et al., 2017). 
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Figura 1. Regiões produtoras de queijo colonial artesanal no Brasil. 

 
 

A Lei n. 13.680, de 14 de junho de 2018 (Brasil, 2018a), alterando o artigo 10-A da 

Lei n. 1.283, de 18 de dezembro de 1950, permite a comercialização interestadual de produtos 

alimentícios produzidos de forma artesanal, quando submetidos a fiscalização dos órgãos de 

saúde pública, de forma que o produto artesanal será identificado com o Selo ARTE. A 

Instrução Normativa nº 73, de 23 de dezembro de 2019 (Brasil, 2019a), instrui as boas práticas 

na produção de leite destinado a produção artesanal, legislação auxiliar que deverá ser seguida 

pelos produtores que desejam ter o Selo ARTE. A IN informa a respeito de procedimentos para 

garantia da saúde animal, higiene e ordenha, qualidade do leite, alimentos e água de 

dessedentação de animais, treinamento de colaboradores e ambiência, sendo de fundamental 

importância a ciência e aplicação das medidas informadas na lei, a fim de garantir um alimento 

seguro para a comercialização e consumo (Brasil, 2019a). Especificamente para queijos 

artesanais elaborados por métodos tradicionais, com vinculação e valorização territorial, 

regional ou cultural, que se enquadrem nas definições previstas pela Lei nº 13.860, de 2019, a 

qual trata a respeito da elaboração e comercialização de queijos artesanais, estes serão 

identificados por selo único com a indicação Queijo Artesanal (Brasil, 2022; Brasil, 2019b). 
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O estado de Santa Catarina, por meio da Portaria SAR nº 25, de 20 de agosto de 2020, 

instituiu o Comitê Estadual do Selo ARTE (CESARTE), a fim de assessorar, dirimir dúvidas, 

estabelecer parâmetros e propor os procedimentos adicionais necessários para a concessão do 

Selo ARTE no estado (Santa Catarina, 2020). Para os produtores que obtém o Selo ARTE, seu 

produto apresenta conformidade com as boas práticas de fabricação, valorizando o produto, 

aumentando o mercado e a renda, visto que pode comercializá-lo em todo o país (Correia; 

Nones, 2021). 

Atualmente, no estado de Santa Catarina, 66 produtores de alimentos artesanais 

utilizam o selo ARTE, sendo que, desse número, 21 são produtores de queijos artesanais, e 17 

produtores de queijo tipo colonial artesanal (Santa Catarina, 2023). No entanto, devido a sua 

produção ser realizada a partir do leite cru, tem-se a necessidade de um regulamento específico 

de identidade e qualidade para o mesmo, o qual foi recentemente publicado (Santa Catarina, 

2021). 

Segundo a Lei nº 18.250, de 10 de novembro de 2021, queijo colonial artesanal é 

“aquele elaborado por métodos tradicionais, com vinculação territorial, obtido por coagulação 

do leite cru, fresco ou não, integral ou parcialmente desnatado, por meio de coalho ou outras 

enzimas coagulantes, complementada ou não pela adição de fermento lácteo específico e/ou 

alimento/substância alimentícia” (Santa Catarina, 2021). Ainda, a Lei nº 18.250/2021 afirma 

que os ingredientes obrigatórios para a elaboração do queijo colonial são leite cru, 

coalho/coagulante e sal, obtendo assim um produto de consistência macia, firme ou dura, 

textura elástica, amanteigada ou quebradiça, coloração que varia do amarelo palha a amarelo 

ouro, sabor ligeiramente ácido ou amendoado e odor lácteo. Os formatos do queijo devem ser 

redondos, quadrados ou retangulares, com peso que varie de 0,4 a 8 kg (Santa Catarina, 2021). 

A Figura 2 apresenta o fluxograma de produção do queijo colonial artesanal tipicamente 

produzido na região oeste de Santa Catarina. 
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Figura 2. Fluxograma de processamento de queijo colonial artesanal. 

Fonte: Adaptado de Kamimura et al. (2019a). *A adição de sal também pode ocorrer após a dessoragem da massa, 
na coalhada, e ainda, no queijo após a moldagem (Roldan et al., 2023).  

 

O leite é obtido a partir de duas ordenhas diárias, uma pela manhã e outra ao final do 

dia, de forma que o leite da noite é refrigerado e misturado com o leite da manhã posterior para 

a fabricação do queijo. O desnate do leite quando utilizado junção de leite de duas ordenhas 

sequenciais é opcional. A matéria prima é inicialmente filtrada e colocada em panela para 

iniciar a fabricação. O leite é aquecido até aproximadamente 30°C e, em seguida, é realizada a 

adição do coalho e do sal. Em torno de 40 minutos depois, a massa coalhada segue para o corte 

e mexedura para dessoragem. A massa pode ser aquecida aproximadamente a 40ºC para 

promover melhor separação do soro. Após, a massa coagulada é enformada em formas 

redondas, quadradas ou retangulares. Eventualmente, a salga é realizada após a dessoragem 

diretamente na massa antes da enformagem. A prensagem é realizada manualmente ou 

mecanicamente, e fica dessorando na forma de um dia para o outro. Após a desenformagem o 

queijo é maturado por, no mínimo, 5 dias, e consumido/comercializado. A salga pode ser 

realizada no leite, antes da coagulação, na coalhada, após a dessoragem da massa e antes da 

enformagem, e no queijo, após a moldagem do produto (Santa Catarina, 2021; Roldan et al., 

2023). 

Devido a obrigatoriedade do queijo colonial artesanal ser produzido com leite cru, os 

produtores devem comprovar o atendimento aos parâmetros microbiológicos (IN 76/18; 

Portaria nº 146/96) e físico-químicos existentes (IN 76/18), estabelecendo um período de 

maturação necessário para que o produto esteja microbiologicamente seguro, além de terem 

implementados programas de boas práticas de ordenha e fabricação, controle de mastite e 

cloração e controle da potabilidade da água utilizada nas atividades (Brasil, 2018b; Santa 

Catarina, 2021; Brasil, 2013). O Decreto nº 9.013, de 29 de março de 2017, afirma a exclusão 
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da obrigatoriedade de tratamento térmico o leite que se destine a elaboração dos queijos 

maturados a uma temperatura superior a 5°C, durante tempo mínimo de 60 dias. No entanto, o 

queijo colonial artesanal é maturado por tempos inferiores ao exigido, e para serem 

comercializados de forma legal, deve ser comprovada, por meio de estudos técnico-científicos, 

a sua qualidade e inocuidade (Brasil, 2017). Além disso, a IN nº 30/13, limita a produção de 

queijos elaborados a partir de leite cru, maturados abaixo de 60 dias, a queijarias situadas em 

regiões de indicação geográfica registrada, tradicionalmente reconhecida e em propriedades 

certificadas como controladas ou livres de tuberculose e brucelose (Brasil, 2013). 

 

 

1.2 QUÍMICA E BIOQUÍMICA DO QUEIJO COLONIAL ARTESANAL 

 

A duração e as condições do processo de maturação dos queijos têm impacto 

significativo no desenvolvimento e melhoria do sabor e aroma. O estudo da composição dos 

metabólitos presentes no queijo colonial artesanal é importante para revelar a diversidade 

bioquímica de seus constituintes e a correlação com a qualidade do queijo e os atributos 

sensoriais conferidos pela atividade das culturas iniciadoras e não iniciadoras, enzimas e 

maturação (Khattab et al., 2019). 

A composição da matéria prima influencia diretamente nas características do produto 

maturado, na atuação dos microrganismos e na formação dos compostos de aroma e sabor. Para 

garantir a autenticidade do queijo, várias características podem ser avaliadas para a 

diferenciação entre os produtos artesanais. A composição química e perfil de componentes 

como ácidos graxos, compostos voláteis e ácidos orgânicos podem ser utilizados como 

indicadores de autenticidade de queijo colonial artesanal (Katerinopoulou et al., 2020; Danezis 

et al., 2020). Margalho et al. (2021) analisou a composição proximal de 39 amostras de queijo 

colonial artesanal produzidos a partir do leite cru oriundos de vacas europeias (Holandês e 

Jersey), em um tempo de 30 dias de maturação, apresentando um valor médio de 38,9 g/100g 

de umidade, 24,6 g/100g de proteínas, 28,4 g/100 g de gorduras, 3,94 g/100g de cinzas e 4,14 

g/100 g de carboidratos. Ainda segundo o autor, esta variedade de queijo pode ser considerada 

de média umidade ou de massa semidura (36 – 45,9%) e semigordo (25 – 44,9%) (Brasil, 1996). 

Adicionalmente, a quantificação de minerais presentes nos queijos é importante para avaliação 

nutricional, em relação a presença desses micronutrientes em funções metabólicas, formação 

de ossos, vitaminas, enzimas, hormônios e o funcionamento do organismo (Oliveira et al., 

2015). A partir de uma pesquisa realizada por Andrade et al. (2022), observando os resultados 



27 

 

de uma análise do perfil de minerais presentes em 33 amostras de queijo colonial artesanal, os 

resultados obtidos, em média, foram de 22,90 µg/g de cálcio, 20 µg/g de potássio, 0,76 µg/g de 

magnésio, 16,30 µg/g de sódio, 0,16 µg/g de manganês, 69,06 µg/g de zinco e 5,87 µg/g de 

cobre. A concentração de cálcio no queijo não é reduzida em relação ao leite devido à ausência 

do tratamento térmico, estando todo o cálcio solúvel disponível para formação do para-k-

caseinato de Ca devido a interação com a fração (1-105) da k-caseína durante a ação enzimática, 

levando a agregação das micelas e formação do coágulo (Herman-Lara et al., 2019). 

O desenvolvimento das características sensoriais tradicionais e específicas do queijo 

colonial artesanal ocorrem devido às transformações bioquímicas no período de maturação 

(Kamimura et al., 2019a). A principal rota metabólica no desenvolvimento de aromas e sabores 

é proveniente da metabolização da lactose, glicose e citrato, assim como do catabolismo de 

proteínas (Blaya; Barzideh; Lapointe, 2018). As bactérias iniciadoras do leite metabolizam a 

lactose em lactato durante o processo de glicólise. O lactato é posteriormente oxidado em 

acetato e dióxido de carbono por bactérias láticas não iniciadoras, o que confere a acidez de 

alguns tipos de queijos (Khattab et al., 2019). A quantidade dos ácidos orgânicos presentes 

depende da atividade microbiana durante o período de maturação dos queijos (Tomar et al., 

2020; Matera et al., 2018). A composição de ácidos orgânicos nos queijos fornece importantes 

atributos sensoriais, podendo apresentar efeitos desejáveis, mas também indesejáveis no flavor 

dos derivados lácteos, no entanto, não foram encontrados dados na literatura até o momento 

que houvessem realizado a caracterização de ácidos orgânicos em queijo colonial artesanal. 

O queijo produzido a partir do leite cru apresenta processo de maturação acelerado, 

com sabor e aroma intensificados, devido a proteólise dos peptídeos e aminoácidos e lipólise 

dos ácidos graxos (Pereira, 2014). A proteólise é o processo responsável pela metabolização, 

principalmente, das caseínas presentes no leite em peptídeos e aminoácidos livres, a partir de 

proteinases endógenas do leite e outras enzimas proteolíticas de culturas ácido láticas (Gan et 

al., 2016). O período de maturação afeta o grau de proteólise dos queijos, de modo que 

conforme o aumento do tempo de maturação, maior é o grau de proteólise, tornando a textura 

do queijo mais quebradiça e menos elástica, promovendo o aumento da intensidade do gosto 

amargo, além da promoção de compostos de formação de sabor (Joyner et al., 2018; Costa et 

al., 2017). Além da proteólise, os ácidos graxos livres formados na lipólise são precursores de 

inúmeros compostos orgânicos voláteis que fornecem sabor aos queijos (McSweeney, 2011). 

Para avaliação da qualidade sensorial dos queijos artesanais, o perfil de compostos voláteis é 

considerado uma impressão digital do produto (Bezerra et al., 2016). Os compostos voláteis são 

liberados durante o período de maturação do produto, sendo encontrados em maior quantidade 
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quando os queijos são produzidos a partir do leite cru, devido à presença de enzimas e 

microrganismos que seriam perdidos em tratamento térmico (Kirmaci et al., 2015). Na análise 

de compostos voláteis de queijo colonial artesanal realizada por Pereira (2021), 34 compostos 

foram identificados, sendo classificados como ácidos carboxílicos (07), cetonas (07), aldeído 

(01), álcoois (10), hidrocarboneto (01), éteres (02) e ésteres (06). Os álcoois de maior 

concentração foram o etanol, butan-2,3-diol, butan-2-ol e 3-metilbutanol. As cetonas pentan-2-

ona, butan-2-ona e heptan-2-ona, encontradas em maior quantidade na amostra, foram 

encontradas também no trabalho de Bertolino et al. (2011), sendo formadas pela oxidação de 

ácidos graxos livres presentes nos queijos. Os ésteres encontrados, principalmente acetato de 

etila, butanoato de etila e hexanoato de etila, são encontrados nos queijos de leite cru devido a 

ação de lipases na formação destes compostos de aroma. Os principais ácidos carboxílicos 

encontrados foram acético, butanóico, hexanóico e 3-metilbutanóico. Estes são formados a 

partir da glicólise, lipólise e proteólise, podendo ter ou não origem microbiana (Bertolino et al., 

2011).  

Além disso, os ácidos graxos de cadeia curta também contribuem para o sabor e aroma 

dos queijos (Clark et al., 2009). Os ácidos graxos monoinsaturados (MUFA) e poliinsaturados 

(PUFA), relacionados a prevenção de doenças, estão presentes em maiores quantidades em 

queijos maturados, com teores de MUFA de 191,0 mg/100g e PUFA de 109,0 mg/100g 

(Margalho et al., 2021). A prevalência dos ácidos graxos de cadeia média e cadeia longa são 

similares aos ácidos graxos encontrados na pesquisa com queijo de leite cru realizada por 

Ioannidou et al (2022), que demonstrou prevalência de C14:0, C16:0, C18:0 e C18:1c.  

 

 

1.3 MICROBIOLOGIA DO QUEIJO COLONIAL ARTESANAL 

 

O queijo colonial artesanal é muito apreciado e consumido, mas a sua complexa 

microbiota tem sido pouco descrita e o aprofundamento de sua caracterização merece atenção. 

Além disso, a diversidade de técnicas produtivas em locais diferentes torna relevante o 

mapeamento microbiano, para estabelecer os padrões de qualidade destes produtos (Kamimura 

et al., 2019b). O queijo artesanal tem sua composição microbiana fortemente influenciada pela 

qualidade do leite cru, das culturas starters adicionadas e das condições de produção. O 

microbioma do queijo varia de acordo com o tipo e condições ecológicas, ambientais de 

processo, além da espécie produtora, temperatura e tempo de maturação (Falardeau et al., 2019; 

Jonnala et al., 2018). A microbiota bacteriana do queijo pode variar de acordo com as práticas 
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de higiene, podendo conter microrganismos benéficos, microrganismos patogênicos e 

microrganismos deteriorantes (Panthi et al., 2017). 

Os principais microrganismos que representam as bactérias benéficas no queijo 

colonial artesanal são as bactérias ácido láticas (BAL). As BAL, em geral, são microrganismos 

Gram-positivos, catalase negativas, com formação coco ou bacilos, encontradas em meios como 

o trato gastrointestinal, alimentos fermentados, principalmente lácteos, cárneos e seus 

respectivos derivados, e silagem. As bactérias ácido láticas atuam nos alimentos reduzindo o 

pH e, também, pela produção de peptídeos antagonistas à outras bactérias (Freire et al., 2021). 

Possuem capacidade de crescimento em pH acima de 3,8, produzindo enzimas glicolíticas, 

proteolíticas e lipolíticas que promovem a alteração sensorial dos produtos fermentados (Lima 

et al., 2009). 

Até 2020 as BAL compreendiam treze gêneros, sendo eles Carnobacterium, 

Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, 

Pediococcus, Paralactobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (Jay 

et al., 2005). No entanto, baseados em pesquisas que incluem filogenia do genoma central, 

genes de assinatura específicos de clado, critérios fisiológicos, identidade de aminoácidos e a 

ecologia dos organismos, Zheng et al. (2020) propuseram uma reclassificação do gênero 

Lactobacillus, que incluía 261 espécies até o momento da pesquisa,  em 25 gêneros, incluindo 

o gênero Lactobacillus, Paralactobacillus e 23 novos gêneros, Holzapfelia, 

Amylolactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, 

Agrilactobacillus, Schleiferilactobacillus, Loigolactobacillus, Lacticaseibacillus, 

Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, 

Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, 

Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus e 

Lentilactobacillus, totalizando até o momento 37 gêneros de BAL. Esses microrganismos são 

definidos, a partir de sua temperatura de desenvolvimento, em mesófilos (20 – 40°C) ou 

termófilos (40 – 50°C), sendo inativados em temperaturas acima de 70°C (Nascimento, 2017). 

As BAL presentes no queijo podem metabolizar diferentes componentes do leite de 

formas distintas. As espécies homofermentadoras são aquelas que produzem ácido lático como 

principal produto da fermentação. Já as heterofermentadoras, além da produção de ácido lático, 

produzem outros componentes, como dióxido de carbono e etanol (Oliveira, 2014). As bactérias 

heterofermentativas, geralmente não starters, são comumente empregadas nos alimentos 

devido a sua capacidade de produção de compostos de aroma e sabor (Pereira; Santos; Santana, 

2020). As culturas starters, também chamadas de SLAB (Starter Lactic Acid Bacteria) são 



30 

 

culturas iniciadoras, mesofílicas ou termofílicas, importantes para a fermentação da lactose, e 

consequente redução do pH do alimento, além de degradar a caseína do leite em peptídeos e 

aminoácidos livres, utilizados em biotransformações com produção de compostos aromáticos. 

As principais espécies de BAL utilizadas como culturas iniciadoras são Lactococcus lactis 

subsp. lactis e subsp. cremoris, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus e L. helveticus (McSweeney, 2017; Yvon et al., 1997). Nos queijos artesanais, as 

culturas iniciadoras podem estar presentes de forma autóctone, proveniente das culturas naturais 

do leite, ou pode ser adicionada, como nos queijos minas artesanais, na forma de “pingo”, por 

exemplo. O pingo atua como fonte de culturas iniciadoras oriundas do soro do leite cru para a 

produção do queijo (Parente et al., 2017; Santos et al., 2017). No queijo colonial artesanal, 

apenas as culturas autóctones provenientes do leite possuem atuação e o conhecimento desta 

microbiota é importante para avaliação das mudanças do produto durante a maturação e as 

características de aroma, sabor e textura fornecidas por elas. 

As bactérias não starters, também conhecidas pela sigla NSLAB (Non Starter Lactic 

Acid Bacteria), são oriundas do leite, ambiente da ordenha ou indústria de beneficiamento, e 

são conhecidas principalmente pelas alterações que ocasionam em queijos. Estas podem ser 

desejáveis para a produção de aromas típicos do queijo, ou podem ser indesejáveis, provocando 

defeitos como aromas indesejáveis, produção de gás com aparecimento de olhaduras e 

formação de cristais de lactato (Hansen, 2017; Costa et al., 2017). As espécies de NSLAB 

variam na matéria prima de acordo com fatores como a estação do ano, plantas de laticínios, 

período de fabricação, e tempo de maturação (Bluma; Ciprovica, 2016). Os principais 

representantes desse grupo são a família Lactobacillaceae, com L. casei, L. paracasei, L. 

rhamnosus, L. plantarum, os quais são heterofermentativos e gêneros de BAL 

heterofermentativas, como Leuconostoc, Weissella, Pediococcus e Enterococcus (Beresford et 

al., 2001; Montel et al., 2014; Gobbetti et al., 2015). 

Lactococcus é um gênero de bactérias ácido láticas homofermentadoras, tendo a 

espécie L. lactis frequentemente como o microrganismo em maior abundância em queijos 

artesanais produzidos a partir do leite cru. Esse gênero é fundamental na fabricação dos queijos, 

pois o mesmo atua na acidificação do meio, auxiliando na conservação do produto pela 

eliminação de patógenos devido a redução do pH, além da formação de compostos de aroma 

(Bluma, Ciprovica, 2015). A partir de testes bioquímicos se tem a capacidade de diferenciar 

Lactococcus de Enterococcus. Enterococcus são encontrados em altos números nos queijos 

artesanais. Esse gênero não é intencionalmente adicionado no leite utilizado para o preparo dos 

queijos, mas são encontrados nos agentes iniciadores de fermentação utilizados na produção 
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manual do produto, sendo considerados, algumas vezes, como culturas iniciadoras. Evidências 

indicam que esse gênero apresenta um papel importante no desenvolvimento do aroma e sabor 

dos queijos em que são encontrados (Hayaloglu, 2016). Além dos microrganismos já citados, 

algumas espécies de Pediococcus, como P. acidilactici e P. pentosaceus apresentam enzimas 

proteolíticas, como proteases, di-peptidase e aminopeptidase, atuando na maturação do queijo, 

além de sua atuação como bioprotetores no controle de crescimento de patógenos, como 

Salmonella sp., Pseudomonas sp., S. aureus e Listeria sp. (Raccach, 2014). 

Além dos microrganismos benéficos, o queijo artesanal pode conter uma variedade de 

microrganismos patogênicos, oriundos do leite cru usado no processamento e subsequente 

sobrevivência durante o processamento, ou também a partir de falhas sanitárias e 

contaminações pós-processo (D’Amico; Donnelly, 2017). A contaminação do leite, e 

consequentemente do queijo, por patógenos pode ocorrer por transferência endógena, 

diretamente do sangue ou por infecção do úbere, ou por transferência exógena, durante ou após 

o processo de ordenha (Verraes et al., 2015). Listeria monocytogenes, Escherichia coli 

enteropatogênica, Salmonella sp. e Staphylococcus aureus são os patógenos mais comumente 

estudados envolvendo queijos, especialmente aqueles produzidos de forma artesanal, 

responsáveis por causar doenças transmitidas por alimentos (Fox et al., 2017). A sobrevivência 

destes patógenos é dependente das tecnologias aplicadas no processamento do queijo. A taxa 

de acidificação e o perfil de tempo e temperatura do processo, incluindo a maturação dos queijos 

artesanais, umidade e sal são fatores que afetam a sobrevivência e crescimento dos patógenos 

(Bachmann et al., 2011). Devido a frequência de surtos atribuídos ao leite e seus derivados, a 

presença de patógenos é um perigo para a saúde pública (Gonzales-Barron et al., 2017). Para 

reduzir a contaminação do queijo com patógenos algumas medidas podem ser tomadas desde a 

fazenda. Os patógenos podem ser oriundos do ambiente e do próprio animal produtor de leite. 

A mastite é a doença mais comum em bovinos, causada por bactérias que contaminam o canal 

do teto da vaca, podendo ter sua ocorrência reduzida a partir de procedimentos pré e pós-

ordenha, como a limpeza e desinfecção dos tetos (Halasa et al., 2011; Magnusson et al., 2006). 

Após a ordenha, o leite deve ser mantido em temperaturas baixas, para evitar a multiplicação 

dos patógenos e, após a produção do queijo, o prazo de validade e o adequado armazenamento 

do produto devem ser respeitados (Verraes et al., 2015). Além disso, é importante que os 

produtores de queijo de leite cru tenham documentos e abordagens de processo, a fim de 

garantir a segurança do produto, como manter a baixa contagem de células somáticas e um curto 

tempo entre a ordenha e o início do processamento do queijo (D’Amico; Donnelly, 2017). Além 

disso, a utilização da microbiota nativa dos queijos artesanais é uma forma de inibição ou 
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eliminação dos patógenos, a partir da produção de compostos metabólicos e da competição no 

crescimento bacteriano (Campagnollo et al., 2022), sendo importante o conhecimento dos 

microrganismos autóctones presentes. 

Benincá et al. (2020) avaliaram as condições higiênico-sanitárias de 6 propriedades 

rurais do Vale do Taquari – RS, referentes a produção de queijo colonial artesanal. Das 6 

propriedades analisadas, 3 se apresentaram não-conformes quanto a presença de coliformes 

termotolerantes, e todas as propriedades se apresentaram não conformes quanto a contagem de 

S. aureus. Ausani et al. (2019) analisou amostras de queijo colonial artesanal comercializados 

em Porto Alegre – RS (n=205), obtendo 83 amostras não conformes para Staphylococcus 

coagulase positiva, 22 amostras não conformes para coliformes termotolerantes e 6 amostras 

positivas para L. monocytogenes. Schug et al. (2022) avaliou a presença de L. monocytogenes 

e queijos coloniais artesanais comercializados em Pelotas – RS, obtendo 2 amostras positivas 

(n=40). Todos os autores justificam seus resultados associando as não conformidades com 

falhas nas boas práticas de fabricação dos queijos e a presença destes microrganismos nas 

plantas de produção, indicando qualidade higiênico-sanitária precária com potencial risco a 

saúde do consumidor. 

Além das bactérias, a composição fúngica é fortemente presente nos queijos artesanais, 

sendo composta principalmente por Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces, Cryptococcus, 

Rhodoturola, Geotrichum, Penicillium e Trichosporon (Issa; Tahergorabi, 2019). Bolores e 

leveduras apresentam mais facilidade de crescimento no pH dos queijos (4,8 – 5,3), quando 

comparadas as bactérias e, por essa razão, eles são os primeiros microrganismos a crescerem 

na superfície do produto (Hayaloglu, 2016). A presença e desenvolvimento destes fungos, 

quando não desejados, pode causar a formação de odores desagradáveis, alterações da coloração 

do produto, e alguns deles podem produzir microtoxinas, como é o caso de espécies de 

Aspergillus sp.  e Fusarium sp. (Zacarchenco et al., 2011). No entanto, combinações de fungos, 

como G. candidum, D. hansenii, P. camemberti, são adicionados ao queijo, sendo responsáveis 

por algumas características típicas, como a contribuição na formação de cor, odor, textura, 

sabor, aroma, aparência, além de atividade antimicrobiana com interações sinérgicas ou 

antagonistas. As bactérias, principalmente Lactococcus sp., desenvolvem a acidez do queijo 

criando um meio favorável ao desenvolvimento dos bolores e leveduras (Hayaloglu, 2016). Por 

outro lado, o estudo realizado por Mareze et al. (2022) a partir de lactobacilos isolados de queijo 

serrano artesanal, detectou atraso na atividade metabólica de duas espécies de Penicillium sp. 

(P. commune e P. nordicum), quando colocado na presença de L. plantarum, demonstrando que 

a cepa apresentou propriedades antifúngicas, não somente pela acidificação por ácidos 
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orgânicos ou por um metabólito específico, mas sim por um conjunto de metabolitos inibidores 

fúngicos, ainda não claramente elucidados. As cepas de L. plantarum estudadas também 

apresentaram halos de inibição bem definidos contra E. coli, Salmonella Typhimurium, S. 

aureus e L. monocytogenes, sendo Salmonella Typhimurium a mais afetada e L. monocytogenes 

a menos afetada. Esses resultados demonstram que a microbiota autóctone do queijo artesanal 

atua como bioconservante no próprio meio, inibindo a microbiota indesejável. Além disso, os 

microrganismos que apresentam as propriedades de biopreservação possuem aplicação para 

outros produtos como forma de conservação biológica, substituta aos conservantes químicos 

utilizados. 

Abordagens combinadas para avaliação da diversidade populacional, como a 

combinação de métodos dependentes e independentes de cultura fornecem uma sensibilidade 

mais alta. No geral, estas abordagens combinadas são a única maneira de se obter dados 

abrangentes da estrutura e dinâmica das populações das bactérias presentes no queijo (De 

Filippis et al., 2016; Erkus et al., 2013; Somerville et al., 2019; Zotta et al., 2022). 

 

 

1.4 DIVERSIDADE MICROBIANA EM QUEIJOS UTILIZANDO METATAXONÔMICA 

 

Os estudos microbiológicos tradicionais são baseados na identificação, isolamento, 

caracterização e contagem de espécies microbianas individuais (Tilocca et al., 2020). No 

entanto, abordagens tradicionais baseadas em cultura promovem a seleção incompleta dos 

microrganismos e não possuem a capacidade de recuperação de bactérias não cultiváveis (Zotta 

et al., 2022). Por isso, a comunidade microbiana analisada por sequenciamento de alto 

rendimento (SAR) é uma das abordagens mais comuns utilizadas para o estudo da estrutura 

taxonômica e dinâmica de comunidades microbianas em alimentos fermentados (De Filippis et 

al., 2018). Os métodos de tipagem baseados em sequenciamento de DNA surgiram como 

alternativas para os métodos de identificação fenotípicos clássicos (Kazou et al., 2021). O 

sequenciamento genômico é uma técnica de identificação da sequência de nucleotídeos de uma 

molécula de DNA ou RNA, visando conhecer a informação genética contida nessa estrutura. 

As duas primeiras tecnologias de sequenciamento genético surgiram no ano de 1977, por Maxan 

e Gilber e por Sanger. Maxan e Gilbert desenvolveram uma tecnologia baseada em hidrólise 

química e Sanger e colaboradores desenvolveram uma tecnologia baseada em reações 

enzimáticas, possibilitando a determinação da sequência de nucleotídeos de um fragmento de 

DNA (Fietto; Maciel, 2015). As tecnologias de sequenciamento de próxima geração (NGS) 
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ganharam destaque após o sequenciamento do genoma humano, publicado em 2001, a partir 

dos sequenciadores de segunda geração (Venter et al., 2001). Os sequenciamentos de segunda 

geração possuem a capacidade de paralelizar a reação de sequenciamento de maneira massiva, 

gerando grande quantidade de dados muito rapidamente, a um custo moderado (Gupta; Gupta, 

2020). O 454 GS 20, primeiro sequenciador de segunda geração analisa o DNA a partir da 

clivagem, PCR em emulsão de moléculas únicas e posterior pirosequenciamento. As 

tecnologias Illumina e Ion, também são representantes da segunda geração. A primeira baseia-

se na utilização de nucleotídeos marcados com fluorescência para sequenciamento de clusters 

e a segunda utiliza semicondutores de íons (Christoff, 2017; Gupta; Gupta, 2020) 

Já o sequenciamento de terceira geração está relacionado às tecnologias que 

interrogam moléculas únicas de DNA sem necessidade de amplificação. Tendo como principais 

representantes as tecnologias desenvolvidas pela Pacific Biosciences, baseada na atividade 

intrínseca das enzimas DNA-polimerases de catalisarem a síntese de uma fita complementar de 

DNA com base na sequência de nucleotídeos de uma fita molde, e a tecnologia desenvolvida 

pela Oxford Nanopore Technologies, baseada na mudança de corrente elétrica através dos 

nanoporos (Gupta; Gupta, 2020). O Quadro 1 apresenta as gerações de sequenciamento e os 

principais dados referentes as tecnologias utilizadas. 

 
Quadro 1. Visão generalizada de algumas das tecnologias de sequenciamento genético 
disponíveis comercialmente. 

Geração Companhia Plataforma 
Tamanho 

máximo de 
reads (pb) 

Quantidade 
máxima de 

reads 

Tempo de 
corrida 

Acurácia 
(%) 

1ª ABI 3730 400 – 900 96 20 min – 3 h - 

2ª 

Roche 454 GS 20 700 1 M 10-23 h 99,5 

Illumina 

MiSeq 2 x 300 25 M 4 – 55 h 

> 99,9 
MiniSeq 

2 x 150 

25 M 4 – 24 h 
NextSeq 1000 1,2 B 19 – 48 h 

NovaSeq X 1,6 – 26 B 21 – 48 h 
HiSeq 3000 2,1 – 2,5 B 1 h – 3,5 dias 

ThermoFisher 

Ion GeneStudio S5 
System* 

200 – 600 
60 – 80 M 

6,5 – 19 h 

> 99 Ion Proton 
System** 2,5 h 

Ion PGM Dx 
System*** 4 – 5,5 M 4,4 h 

3ª 

Pacific 
Biosciences Sequel II System Até 40 kb > 4 M 1 – 6 h 99 

Oxford 
Nanopore 

Technology 

MinION 
Até 4 Mb > 0,1 M Imediato > 99 GridION 

PromethION 
Fonte: Adaptado de Oakley et al. (2015), Christoff (2017), ThermoFisher Scientific (2022a, b, c, d), Illumina 
(2022a, b, c, d, e), Oxford Nanopore Technologies (2023a, b, c). *Ion 540 Chip **Ion PI v3 Chip ***Ion 318 Dx 
Chip. 
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Atualmente, as abordagens mais utilizadas para o estudo da microbiota se dão a partir do 

NGS dos genes ou regiões relevantes, como o gene 16s rRNA para bactérias e a região ITS 

(Espaçador Transcrito Interno) para fungos. O gene 16s rRNA é constituinte de qualquer 

bactéria/archaea e a sua sequência consiste em nove regiões hipervariáveis (chamadas de “V1” 

a “V9”), que contém a informação filogenética do gene, separados por regiões altamente 

conservadas (Yang et al., 2016). Durante a análise genômica, as sequências de amplicons do 

gene 16s rRNA são agrupadas em Unidades Taxonômicas Operacionais (OTUs). Esse termo se 

refere ao agrupamento de organismos intimamente relacionados, com um limite de semelhança 

que varia de 97 ou 99% de similaridade, o qual é considerado pertencente ao mesmo gênero ou 

espécie (Kopylova et al., 2016; Mayo et al., 2014; Westcott; Schloss, 2015). Os estudos de 

ecologia microbiana baseados em gêneros ou maiores níveis podem ser realizados quando 

grandes mudanças nas populações microbianas são esperadas. No entanto, para o queijo 

colonial, são necessários os níveis de espécie ou cepas, pois diferentes espécies ou cepas do 

mesmo gênero podem ocorrer no mesmo ambiente e podem conter diferentes informações 

genéticas que tornam sua diferenciação proveitosa (De Filippis et al., 2016; Cocolin; Ercolini, 

2015). A abordagem metataxonômica (Figura 3) tem sido utilizada para a identificação de 

espécies indefinidas a fim de melhor conhecer os processos de fermentação/maturação dos 

alimentos. 

A análise do DNA exige uma grande quantidade de capacidade de processamento e 

armazenamento de dados, pois o volume de dados gerados durante o sequenciamento pode 

ultrapassar 15TB, sendo necessária a utilização de algoritmos capazes de processar essa grande 

quantidade de dados, além da utilização de métodos computacionais para o fornecimento de 

resultados confiáveis. A partir disso, foram criados pipelines analíticos para a pesquisa, 

desenvolvidos especialmente para a análise dos dados metagenômicos dos organismos (Shen, 

2019; Navgire et al., 2022). Os pipelines atuam em duas etapas de fluxo de trabalho, o pré-

processamento, relacionado ao controle de qualidade das sequencias obtidas, e a quantificação, 

que identifica as unidades taxonômicas operacionais, suas interações potenciais e potencial 

funcionais. A etapa de quantificação possui dois submódulos, o perfil taxonômico e o perfil 

metagenômico preditivo. Leituras sem acertos ou com acertos inferiores a 93% de similaridade 

permanecem não classificadas e, não necessariamente, todas as OTUs identificadas apresentam 

dados taxonômicos a níveis de espécie. As OTUs com abundância superior a 0,5% passam por 

uma filtração dos dados, a fim de remover aquelas não identificadas (Mataragas et al., 2018). 

Os genomas são analisados comparando os dados obtidos com sequencias presentes em bancos 

de dados públicos ou privados, como Greengenes, GenBank, Silva, EzBioCloud e UNITE. 
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Alguns pipelines automatizados foram desenvolvidos para a análise do genoma completo, de 

maneira que diversos softwares são aplicados de maneira conjunta para alcançar resultados 

interpretáveis (Schloss; Handelsman, 2005).  

 

Figura 3. Esquema básico do experimento de análise metataxonômica. 

 
PCR = Reação em Cadeia de Polimerase; SAR = Sequenciamento de Alto Rendimento; ITS = Espaçador 

Transcrito Interno; PCoA = Análise das Coordenadas Principais. 

 

A comparação entre a composição de culturas de diferentes queijos se mostra 

dificultosa, devido a diferenças dos genes avaliados, nas plataformas de sequenciamento e nas 

abordagens de bioinformática utilizadas. O uso de estudos com sequenciamento realizado pela 

mesma plataforma, gene alvo e abordagem de bioinformática promovem uma visualização mais 

clara das relações entre os diferentes tipos de queijo e seus fatores interferentes (Zotta et al., 

2022). As culturas artesanais estão em equilíbrio dinâmico e a sua composição pode variar 

significativamente ao longo do tempo. Devido ao efeito seletivo do pH e, às vezes, da 

temperatura, a abundância relativa acumulada em queijos é dominada por 1 a 3 espécies de 

microrganismos, além de uma grande quantidade de espécies em menor abundância também é 

frequentemente identificada (Zotta et al., 2022). No entanto, as técnicas de SAR apresentam 

algumas limitações. A metataxonômica não detecta mudanças importantes em nível de espécie 
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ou pode apresentar erros na etapa de amplificação por PCR e as leituras de sequencias curtas 

de genes, como é o caso do sequenciamento de segunda geração, apresentam resolução limitada 

(Niccum et al., 2020; O´Donnell et al., 2020; Walsh et al., 2017). Estudos sobre a microbiota 

dos produtos lácteos apresentam poucas informações em relação as comunidades microbianas, 

principalmente devido estas limitações experimentais. Em alguns casos, um marcador genético 

não é suficiente para a identificação metataxonômica ou os bancos de dados utilizados estão 

incompletos, o que dificulta a exploração total do SAR no estudo da microbiota (Verce et al., 

2019). 

Consideradas como mais abundantes em queijos, o Quadro 2 apresenta as principais 

BAL encontradas na análise metataxonômica de queijos.  Nelli et al. (2023) avaliou a diferença 

na microbiota do queijo de cabra na produção artesanal e na produção industrial. O queijo 

artesanal produzido com leite de diferentes produtores apresentou maior variação no perfil 

microbiano, comparado ao queijo artesanal com leite de um único produtor e o queijo industrial. 

Os autores também observaram dominância de Lactobacillaceae na produção artesanal e 

Streptococaceae na produção industrial. Enquanto isso, o estudo de Suárez et al. (2020) 

relacionado a seleção de espécies bioprotetoras, observou a presença de genes codificadores de 

bacteriocinas em Streptococcus sp. e Enterococcus sp. e dez colônias apresentaram atividade 

antimicrobiana frente a L. monocytogenes, essas identificadas como E. faecium, sendo 

considerada um potencial conservante de alimentos. Além da capacidade de bioproteção, é 

valido saber se a embalagem utilizada durante a maturação dos queijos promove mudanças na 

microbiota. Spyrelli et al. (2020) avaliou a relação entre a embalagem utilizada na maturação e 

a microbiota do queijo, não detectando influência dos materiais utilizados (plástico e aço 

inoxidável) na composição microbiológica do produto durante os 120 dias de análise. 

Existe uma alta variabilidade nos tipos de culturas encontrados nos queijos, porém, 

alguns agrupamentos são evidentes quando analisados (Zotta et al., 2022), como é o caso dos 

queijos artesanais produzidos em diferentes locais no Brasil, nos estudos de Myazaki (2021), 

Kamimura et al. (2019, 2020), Erhardt et al. (2023) e Sant’Anna et al. (2019), onde todos 

apresentaram abundância de microrganismos do gênero Lactococcus sp. e espécies da família 

Lactobacillaceae, diferindo-se na microbiota de menor abundância, mesmo sendo com 

diferentes tipos de queijos. O gênero Lactococcus é o que possui maior diversidade de espécies. 

Variadas espécies de lactobacilos também foram encontradas nestes trabalhos, tipicamente 

encontradas em maior abundância após a ação das bactérias iniciadoras e a salga dos queijos 

(Perin et al., 2017). Adicionalmente, Kamilari et al. (2022) associaram a microbiota com a 

localização geográfica dos queijos da Irlanda, Grécia e Chipre. O queijo produzido na Irlanda 
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apresentou Lactococcus sp. como gênero dominante. Os queijos gregos foram dominados por 

Streptococcus sp. e Lactobacillaceae e os queijos de Chipre por Lactobacillaceae, Lactococcus 

sp. e Streptococcus sp., concluindo que o fator ambiental se mostrou influente na diversidade 

das bactérias, podendo ser considerado um fator determinante para a impressão digital do 

produto. Enquanto isso, Zago et al. (2021) concluiu que a origem das amostras de queijo teve 

um impacto na riqueza, uniformidade e abundância relativa das espécies bacterianas, além de 

diferenças de tecnologia e práticas agrícolas. Ademais, Gezginc et al. (2022) também 

relacionou a composição microbiana e a composição de compostos voláteis nos queijos. Os 

autores concluíram que a composição microbiana dominante, constituída por BAL, 

desempenha um papel importante na formação de compostos voláteis responsáveis pela 

formação principalmente das características de aroma dos queijos. 

 

Quadro 2. Principais bactérias ácido láticas encontradas na análise metataxonômica de queijos. 

Tipo de 
Queijo 

Tecnologia de 
Sequenciamento 

Região/Gene 
Pesquisado Gêneros/Espécies Dominantes Referências 

Colonial Illumina MiSeq V3/V4 – 16s 
rRNA 

Lactococcus lactis 
Enterococcus sp. 
Lactococcus raffinolactis 
Enterococcus italicus 
Lactococcus garvieae 
Lactiplantibacillus plantarum 

Erhardt et al. 
(2023) 

Gidotyri Illumina MiSeq V3/V4 – 16s 
rRNA 

Lactococcus lactis 
Lactococcus sp. 
Streptococcus thermophilus 
Lactobacillus delbruecki subsp. 
bulgaricus 
Leuconostoc sp. 
Lactiplantibacillus sp. 
Hafnia alvei 

Nelli et al. 
(2023) 

Tulum Illumina MiSeq V4 – 16s 
rRNA 

Lactococcus lactis 
Lactiplantibacillus xiangfangensis 
Pediococcus. parvulus 
Streptococcus parauberis 
Lactococcus garviaea 
Streptococcus thermophilus 

Gezginc et 
al. (2022) 

Irlandes e do 
Mediterrâneo 
Oriental 

Illumina MiSeq V3/V4 – 16s 
rRNA 

Streptococcus sp. 
Lactobacillus sp. 
Lactococcus sp. 
Lactobacillus helveticus 
Lactobacillus delbrueckii 
Lactobacillus zeae 
Lactobacillus brevis 
Leuconcostoc sp. 
Leuconostoc mesenteroides 

Kamilari et 
al. (2022) 

Grana Padano Illumina MiSeq V3/V4 – 16s 
rRNA 

Lactobacillus delbrueclii 
Lacticaseibacillus rhamnosus 
Lacticaseibacillus casei 
Limosilactobacillus fermentum 
Lactococcus raffinolactis 

Zago et al. 
(2021) 
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Lactobacillus helveticus 
Streptococcus thermophilus 
Lactococcus lactis 

Colonial  Illumina MiSeq V3/V4 – 16s 
rRNA 

Lactococcus lactis 
Corynebacterium variabile 
Enterococcus sp. 
Bifidobacterium psychraerophilum 
Lacticaseibacillus casei 
Enterococcus italicus 
Leuconostoc mesenteroides 
Bavariicoccus seileri 
Corynebacterium terpenotabidum 

Myazaki 
(2021) 

Artesanal Illumina MiSeq V4 – 16s 
rRNA 

Lactococcus lactis 
Streptococcus macedonicus 
Enterococcus durans 
Streptococcus thermophilus 
Macrococcus caseolyticus 
Leuconostoc mesenteroides 
Streptococcus sp. 
Enterococcus saccharominimus 
Acinetobacter johnsonii 
Enterococcus faecium 
Streptococcus suis 

Suárez et al. 
(2020) 

Feta ThermoFisher Ion 
PGM 

V2-4-8/V3-7-
9 – 16s rRNA 

Lactococcus sp. 
Enterobacteriaceae 
Pseudomonas sp. 
Streptococcus sp. 
Acinetobacter sp. 
Lactobacillaceae. 
Flavobacterium sp. 
Carnobacterium sp. 

Spyrelli et 
al. (2020) 

Serra da 
Canastra Illumina MiSeq V3/V4 – 16s 

rRNA 

Lactococcus sp. 
Lactobacillaceae 
Streptococcus sp. 
Bacillus sp. 
Enterobacteriaceae 
Enterococcus sp. 
Leuconostoc sp. 

Kamimura et 
al. (2020) 

Minas Illumina MiSeq V3/V4/V5 – 
16s rRNA 

Lactococcus sp. 
Streptococcus sp. 
Weissella sp. 
Lactobacillaceae 
Leuconostoc sp. 
Staphylococcus sp. 
Leuconostocaceae 

Sant’Anna et 
al. (2019) 

Colonial Illumina MiSeq V3/V4 – 16s 
rRNA 

Lactococcus sp. 
Lactobacillaceae 
Leuconostoc sp. 
Streptococcus sp. 

Kamimura et 
al. (2019b) 

Serrano Illumina MiSeq V3/V4 – 16s 
rRNA 

Lactococcus sp. 
Lactobacillaceae 
Leuconostoc sp. 
Streptococcus sp. 
Enterococcus sp. 

Kamimura et 
al. (2019b) 

 
Além das bactérias, os queijos apresentam uma microbiota fúngica muito variada. O 

sequenciamento ITS permite a caracterização inicial direta da maioria dos isolados fúngicos 

obtidos em produtos lácteos, identificando gêneros e espécies (Buehler et al., 2017). As regiões 
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ITS1 e ITS2 fornecem resultados semelhantes, mas rendem diferentes resoluções taxonômicas. 

A região ITS2 foi considerada mais apropriada para caracterização de ecossistemas fúngicos 

em queijos especiais de pasta mole, cura natural e cura lavada, nas variedades macio, semi-duro 

e duro (Raymond-Fleury et al., 2022). O Quadro 3 apresenta os fungos mais abundantes em 

amostras de queijo a partir da análise metataxonômica utilizando a região ITS. 

 

Quadro 3. Principais fungos encontrados na análise metataxonômica de queijos. 

Tipo de Queijo Tecnologia de 
Sequenciamento 

Região/Gene 
Pesquisado 

Gêneros/Espécies 
Dominantes Referências 

Quebec Terroir Illumina MiSeq ITS1/ITS2 

Geotrichum sp. 
Penicillium sp. 
Debaryomyces sp. 
Fusarium sp. 
Scopulariopsis sp. 
Kluyveromyces sp. 
Cladosporium sp. 
Acremonium sp. 

Raymond-
Fleury et al. 

(2022) 

Robiola di 
Roccaverano Illumina D1 – 26s rRNA 

Galactomyces candidum 
Geotrichum candidum 
Kluyveromyces marxianus 
Yarrowia lipolytica 
Debaryomyces hansenii 
Trichosporon coremiiforme 
Penicillium roqueforti 
Kurtzmaniella anglica 
Pichia fermentans 
Geotrichum bryndzae 

Biolcati et al. 
(2022) 

Colonial  Illumina MiSeq ITS1/ITS2 

Diutina catenulata 
Clavispora lusitaniae 
Kodamaeae ohmeri 
Kluyveromyces marxianus 
Candida ethanolica 
Tricholoma matsutake 

Cardoso 
(2021) 

Austrian 
Vorarlberger 
Bergkäse 

Illumina MiSeq 18s rRNA 

Candida sp. 
Debaryomyces hansenii 
Scopulariopsis sp. 
Yamadazyma sp. 
Fusarium sp. 
Penicillium sp. 
Arachnomyces sp. 
Aspergillus sp. 
Chrysosporium sp. 

Quijada et al. 
(2020) 

Artesanal Illumina MiSeq ITS1 

Debaryomyces hansenii 
Trichosporon coremiiforme 
Kluyveromyces lactis 
Torulaspora delbrueckii 
Candida sp. 

Isidorio 
(2019) 

Minas Artesanal Illumina ITS2 

Trichosporon sp. 
Candida catenulata 
Kodamaea ohmeri 
Torulaspora delbrueckii 
Debaryomyces sp. 

Aragão (2018) 
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Fusarium redolens 
Acremonium citrinum 
Aspergillus sp. 

 

O estudo de Aragão (2018) avaliou a microbiota dos queijos produzidos na região do 

Serro em diferentes estações do ano e condições climáticas (verão/úmido e inverno/seco). O 

autor concluiu que após o décimo quinto dia as populações fúngicas permaneceram inalteradas, 

as espécies de leveduras são influenciadas pela duração do período de maturação e as 

temperaturas mais baixas e a umidade relativa do ar dificultam o crescimento de fungos 

filamentosos no queijo. Por outro lado, a microbiota fúngica dos queijos estudados por Isidorio 

(2019) apresentou a dominância de D. hansenii, não variando com as estações do ano, já a 

composição de Debaryomyces sp. e Trichosporon sp. variaram, sendo a primeira encontrada 

em quantidades maiores durante os meses de julho e outubro, e a segunda entre novembro e 

junho. Os autores concluíram que a variação fúngica dos queijos sofre um processo de transição 

durante períodos de seca. 

O estudo de Raymond-Fleury et al. (2022) avaliou a composição fúngica de queijos de 

casca lisa, lavada e natural, apresentando composição microbiana semelhante entre todas as 

cascas e massa dos queijos, com uma microbiota conhecida como culturas de maturação. Por 

outro lado, Quijada et al. (2020), na avaliação da composição fúngica de cascas de queijo 

durante a maturação, observou uma variação de abundância conforme o tempo de maturação 

foi alterado, tendo Candida sp. em maior número no tempo 0 e Debaryomyces sp. entre 14 e 30 

dias. Estes autores concluíram que a presença de determinados fungos em tempos de maturação 

específicos é relevante para a maturação adequada dos queijos. 

Cardoso (2021), na avaliação do queijo colonial, detectou a presença de 19 espécies 

de leveduras, com dominância de D. catenulata (76,44%), que contribuem para a formação do 

aroma do produto. Além disso, Biocalti et al. (2022), avaliou a composição fúngica do queijo 

“Robiola di Roccaverano” em 5 e 15 dias de maturação de 5 laticínios italianos. Os queijos 

apresentaram um núcleo fúngico constituído por G. candidum e K. marxianus, 

independentemente do tempo e local de produção dos queijos. No entanto, populações 

específicas encontradas nas diferentes amostras podem auxiliar na determinação de uma 

identidade específica para os queijos. 

Os queijos artesanais apresentam uma mistura diversa de espécies de microrganismos, 

alguns dos quais ainda não foram sequenciados e/ou os dados relevantes ainda não divulgados 

(Afshari et al., 2018). A avaliação dos microrganismos viáveis e a sua atuação durante o 

processamento e maturação dos queijos apresenta resultados fundamentais em relação a 
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qualidade (Zotta et al., 2022). A aplicação do sequenciamento de DNA de alto desempenho 

fornece a composição microbiológica, auxiliando na exploração de métodos para melhorar a 

caracterização do produto e segurança do alimento, pelas informações a respeito da presença 

de microrganismos de interesse, como alguns potenciais probióticos.  

 

 

1.5 PROBIÓTICOS 

 

Segundo Hill et al. (2014), o termo probiótico é definido como organismos vivos que, 

quando administrados em quantidades adequadas, conferem um benefício a saúde do 

hospedeiro. O mecanismo de ação dos probióticos consiste, mas não se limita, no melhoramento 

da qualidade da microbiota intestinal pela exclusão competitiva de microrganismos patógenos, 

produção de metabólitos funcionais como aminoácidos, ácidos graxos de cadeia curta e 

enzimas. Algumas espécies de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. também melhoram a 

barreira protetora nas células epiteliais intestinais, fortalecendo a camada de muco e as junções 

apertadas entre os enterócitos (Li et al., 2020). 

Os microrganismos probióticos podem receber dois pareceres de segurança. Os 

Estados Unidos classificam os microrganismos que podem ser utilizados em alimentos como 

“Geralmente Reconhecido como Seguros” (GRAS). O GRAS é fornecido pela Administração 

de Alimentos e Medicamentos (FDA), e é conferido a substâncias que tenham dados 

comprovando serem seguros nas condições de uso pretendido (FDA, 2022). O parecer de 

segurança “Presunção de Segurança Qualificada” (QPS), é certificado pela Autoridade de 

Segurança Alimentar Europeia (EFSA), para os microrganismos submetidos a avaliação de 

segurança, com estabelecimento de identidade, possível patogenicidade e uso final do 

microrganismo (EFSA, 2022). Algumas espécies de BAL são GRAS ou QPS, naturalmente 

encontradas no intestino e reconhecidas como probióticas em potencial (Wojtyniak; Szajewska, 

2017). Atualmente 84 espécies possuem o parecer de segurança QPS, sendo 36 espécies da 

família Lactobacillaceae, 3 do gênero Pediococcus (P. acidilactici, P. parvulus, P. 

pentosaceus), e 5 do gênero Bifidobacterium (EFSA, 2022). 

Para que sejam considerados probióticos, entre outros requisitos, os microrganismos 

devem se manter viáveis até o local de ação em dose/efeito conhecidas, portanto, devem resistir 

às barreiras químicas e biológicas do organismo (Brasil, 2018c). A quantificação dos 

microrganismos é expressa como unidades formadoras de colônia (UFC) por porção. Um 

número insuficiente de UFC descaracteriza uma cepa bacteriana como probiótico. O número 
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mínimo de UFC que necessitam ser administradas para se ter efetivos efeitos na saúde é de 109 

UFC ou mais (Gibson et al., 2017). No entanto, tem sido documentado que doses inferiores 

também podem exercer os efeitos benéficos esperados (Grom et al., 2020; Ranadheera et al., 

2019). Sendo assim, para a alegação funcional ser utilizada no Brasil, a cepa probiótica deve 

ser caracterizada e sua dose/efeito específico determinada através de estudos clínicos (Brasil, 

2018c). 

Esses efeitos benéficos são alcançados devido a mecanismos de ação dos probióticos, 

como inibição de bactérias patogênicas, produção de bacteriocinas, síntese de micronutrientes, 

metabolismo de nutrientes para melhora da digestão ou produção de efeitos sistêmicos, 

alteração do microbioma, mudanças da sinalização para o sistema nervoso, produção contra 

estresse fisiológico, melhora da função de barreira do epitélio intestinal e imunomodulação, a 

qual pode ser dependente de contato e/ou mediada por moléculas de superfície, como o ácido 

lipoteicóico, ou por moléculas secretadas, como ácidos graxos de cadeia curta e bacteriocinas 

(Chugh; Kamal-Eldin, 2020; Suez et al., 2019). As propriedades biológicas dos probióticos 

variam de acordo com as cepas e o sucesso ou falha na modulação intestinal ou melhora das 

condições fisiopatológicas não devem ser consideradas válidas para todas as espécies (Suez et 

al., 2019). 

Segundo Markowiak e Ślizewska (2017), a maioria dos microrganismos probióticos 

utilizados na nutrição humana são espécies pertencentes à família Lactobacillaceae (L. 

acidophilus, L. amylovorus, L. casei, L. helveticus, L. johnsonii, L. pentosus, L. plantarum, L. 

reuteri, L. rhamnosus) e ao gênero Bifidobacterium (B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, 

B. breve, B. infantis, B. longum). Além destas, ainda se tem conhecimento de Escherichia coli 

Nissle 1917, Enterococcus faecium, Saccharomyces boulardii e Bacillus clausii. Alguns dos 

gêneros citados são conhecidos por possuírem espécies patogênicas, como é o caso de Bacillus 

sp., Enterococcus sp. e Escherichia sp. Para garantir a segurança da ingestão destes 

microrganismos, numerosos critérios que avaliam características de segurança, tecnológicas, 

funcionais e fisiológicas de microrganismos potencialmente probióticos são exigidos para a 

seleção de cepas adequadas (Dinkçi et al., 2019). 

 

 

1.5.1 Isolamento e Caracterização de Novas Cepas Probióticas 

 

No Brasil, a RDC Nº 241, de 27 de julho de 2018, dispõe dos requisitos técnicos para 

comprovação de segurança e dos benefícios à saúde dos probióticos para uso em alimentos 
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(Brasil, 2018c). A avaliação consiste na comprovação da linhagem, da sua segurança e do efeito 

benéfico à saúde. Para garantir a segurança de uso, o microrganismo deve ser suscetível a pelo 

menos dois antibióticos, ter ausência de genes de resistência transferíveis, ausência de produção 

de metabólitos que representem risco à saúde humana, ausência de fatores de virulência e 

patogenicidade e histórico de uso seguro (Brasil, 2018c). Além deste, há também um 

documento disponibilizado por Brasil (2021) de efeito recomendatório e instrutivo para petição 

da avaliação de probióticos em alimentos, o Guia n° 21/2021- versão 2. Segundo ele, a grande 

parte dos microrganismos conhecidos e usados como probióticos, pertencem ao grupo das 

bactérias ácido láticas (Brasil, 2021). A Figura 4 apresenta todas as informações que devem 

conter em uma petição para avaliação de um microrganismo probiótico para uso em alimentos, 

segundo o Guia 21/2021. 

 
Figura 4. Comprovações necessárias para avaliação de microrganismo probiótico para uso 

em alimentos. 

 
Fonte: Adaptado de Guia n° 21/2021- versão 2 (Brasil, 2021). 

 
Algumas cepas potencialmente probióticas podem estar envolvidas em atividades 

metabólicas danosas ou podem produzir compostos metabólicos tóxicos ao hospedeiro, causar 

infecções, induzir respostas imunológicas inadequadas em populações vulneráveis ou que 

possam possuir genes de resistência a antibióticos transferíveis para os patógenos (Daliri et al., 

2019). Por esse motivo, testes mínimos devem demonstrar a ausência de genes de resistência a 
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antibióticos capazes de serem transferíveis horizontalmente ou fatores de virulência que possam 

causar danos à saúde do consumidor (Brasil, 2021). 

A capacidade de adesão aos tecidos humanos e ao trato gastrointestinal é um fator 

crítico para a virulência de patógenos. Em relação a microrganismos probióticos e bactérias da 

microbiota intestinal, é uma característica positiva e é um dos critérios na avaliação de novos 

probióticos, permitindo a colonização e manutenção dos microrganismos no intestino (Casarotti 

et al., 2017; De Castilho et al., 2019; Dlamini et al., 2019). Os lactobacilos foram associados à 

presença de genes de virulência relacionados as propriedades de adesão e colonização de 

Enterococcus spp, podendo ser resultado de transferência de genes, os quais geralmente são 

codificados por genes de plasmídeos conjugativos (Fisher; Phillips, 2009; Madsen et al., 2017). 

A presença desse gene em BAL é um motivo de preocupação com relação a transferência 

horizontal de genes de virulência para patógenos oportunistas (Colautti et al., 2022). A 

gelatinase é uma metaloendopeptidase dependente de zinco considerada um fator de virulência 

pois contribui para a degradação dos tecidos do hospedeiro (Chajęcka-Wierzchowska et al., 

2017). É codificada pelo gene gelE e geralmente é secretada por isolados pertencentes a E. 

faecalis e E. faecium, mas também foi encontrada em espécies de lactobacilos (Lopes et al., 

2006). 

Muitos metabólitos que podem fornecer prejuízos são produzidos pelas bactérias, o 

qual inclui compostos bioativos como as aminas biogênicas (AB), responsáveis por efeitos 

adversos responsáveis por síndromes patogênicas (Pessione; Cirrincione, 2016). O efeito tóxico 

das aminas biogênicas depende do tipo, da sensibilidade individual e do consumo de 

medicamentos detoxificantes. As aminas biogênicas são classificadas como aromáticas 

(tiramina e 2-feniletilamina), alifáticas (putrescina, cadaverina, espermina e espermidina) e 

heterocíclicas (histamina e triptamina). As principais AB produzidas por bactérias ácido láticas, 

cepas consideradas probióticas), são a histamina, tendo como aminoácido precursor a histidina, 

a tiramina (tirosina), 2 – feniletilamina (fenilalanina), cadaverina (lisina) e a putrecina 

(arginina) (Barbieri et al., 2019). Santamarina-García et al. (2022) estudou a relação entre 

aminas biogênicas e a composição microbiana presente em queijo de leite cru de ovelha. Oito 

gêneros de bactérias apresentaram-se como bactérias-chave relacionadas a produção de AB, 

sendo Lactobacillus o único gênero que apresentou várias correlações positivas, sendo 

fortemente correlacionado as concentrações de tiramina, cadaverina e metilamina. No estudo 

sobre BAL isolados de leite cru de cabra, realizado por Perin et al. (2017), quatorze cepas de 

Lactococcus e Enterococcus foram analisadas com relação a produção de AB, por meio de 

cromatografia líquida, utilizando padrões de 2-feniletilamina, putrescina, histamina, 
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cadaverina, tiramina e espermidina, onde foram detectadas concentrações de 2-feniletilamina 

em quatro espécies e tiramina em doze espécies. A tiramina é uma das principais AB 

encontradas em queijos de leite cru, já a 2-feniletilamina é encontrada em menores 

concentrações. Portanto, é importante a seleção adequada de espécies de probióticos que não 

produzam aminas biogênicas, a fim de evitar seus efeitos tóxicos no organismo ou em alimentos 

em que as mesmas possam ser adicionadas (Schirone et al., 2022). 

O uso de antibióticos como agente de crescimento ou como medida profilática na 

produção animal é taxado como uma das maiores fontes de consumo indireto de 

antimicrobianos por humanos. Além desta contaminação, de animais para humanos, o uso 

indiscriminado de antibióticos também desempenha um papel importante para desenvolvimento 

de microrganismos resistentes, fato esse que o tornou uma das três maiores ameaças à saúde 

humana (Das et al., 2020; Wang et al., 2019). Muitas espécies de lactobacilos apresentam uma 

resistência natural (intrínseca) aos glicopeptídeos e a outros antibióticos como penicilina G, 

norfloxacina, ciprofloxacina e ofloxacina (Klein et al., 2000). A resistência intrínseca pode 

funcionar de duas maneiras: ou o probiótico já possui genes de resistência em seu genoma ou 

não possui o alvo apropriado para os antibióticos. Genes de resistência intrínseca existem nos 

cromossomos de certos probióticos (espécie, gênero ou acima), e genes de resistência 

relativamente mais conservados podem ser transferidos para a próxima geração; assim, genes 

de resistência natural podem ser previstos com antecedência com base nas espécies e 

homologias de probióticos, não por testes de suscetibilidade a antibióticos (Jose et al., 2014; 

Kapse et al., 2019). No entanto, probióticos com genes resistentes a antibióticos codificados 

por plasmídeos e transposons, também conhecidos como genes com resistência adquirida, a 

partir de transferência horizontal de genes, podem ser transferidos para outros membros do 

ecossistema microbiano intestinal (Van Schaik, 2015). A transferência horizontal de genes entre 

bactérias é a transferência de material genético entre células usando conjugação, transformação 

ou transdução, onde diversas bactérias diferentes podem adaptar-se ao gene transferido, como 

os genes de resistência aos antibióticos (Nazarian et al, 2018; Li et al., 2020).  Essa propriedade 

é particularmente preocupante porque esses genes resistentes podem ser transferidos para 

patógenos e dificultar o tratamento antimicrobiano. Muitos estudos mostraram a capacidade das 

BAL de transferir genes resistentes a antibióticos para bactérias patogênicas (Daliri et al., 2019). 

A pesquisa de Guo et al. (2017), a qual avaliou 33 espécies de Lactobacillus de leite fermentado 

chinês, detectou genes de resistência a antimicrobianos por PCR, demonstrando que todas eram 

resistentes à vancomicina, também apresentando genes de resistência intrínseca à 

ciprofloxacina e tetraciclina. A cepa Enterococcus durans KLDS6.0930 estudada por Li et al. 
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(2018) apresentou um gene de resistência a aminoglicosídeos, e doze genes associados à 

resistência à beta-lactâmicos, lincosamida, tetraciclina, rifampicina, aminocumarina, 

trimetoprima e glicopeptídeos. Já Jaimee e Halami (2017) estudaram a respeito das mudanças 

nos níveis de expressão de mRNA dos genes de resistência a aminoglicosídeos após a indução 

de gentamicina em E. faecalis MCC3063, e concluíram que os padrões de resistência cruzada 

dos genes são explicados devido a indução de mRNA em concentrações específicas. Os 

fenótipos de resistência dos probióticos são geralmente avaliados segundo metodologia do 

Comite Europeu em Testagem de Susceptibilidade a Antimicrobianos (EUCAST), 

apresentando a Concentração Inibitória Mínima (CIM) como a metodologia oficial. Os valores 

de CIM são determinados a partir de valores informados em documentos internacionais, para 

determinadas classes de microrganismos. No entanto, alguns microrganismos não são citados 

nestes documentos, como é o caso da faixa de corte para as BAL e, para isso, o EUCAST 

fornece um documento com valores de CIM para microrganismos anaeróbios. Neste documento 

são informados pontos de corte para Benzilpenicilina, meropenem, clindamicina, vancomicina, 

piperaciclina-tazobactam e metronidazol (EUCAST, 2021). Além deste, Brasil (2021) também 

indica a utilização de valores de referência fornecidos pela Autoridade Europeia em Segurança 

de Alimentos (EFSA). As cepas estudadas devem ser susceptíveis a, no mínimo, dois 

antibióticos (Brasil, 2021). O Quadro 4 apresenta os principais genes de resistência a 

antimicrobianos e genes de virulência encontrados em espécies de lactobacilos. 

A caracterização das cepas de bactérias ácido láticas é realizada para garantir a sua 

identificação e segurança da sua aplicação em alimentos ou fármacos. Essa caracterização 

inicial proporciona uma pré-seleção de cepas possíveis de serem aplicadas, a partir de testes in 

vitro, para posterior realização de testes in vivo e depósito do genoma completo da bactéria em 

coleção de culturas. Com todas as informações favoráveis à sua utilização, a cepa pode ser 

apresentada ao órgão de saúde, com a intenção de aplicação posterior, a fim de avaliar a sua 

atuação em diferentes matrizes alimentícias. 
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Quadro 4. Genes de resistência a antimicrobianos, genes de virulência e espécies de BAL em que são encontrados. 
 Gene Sequência (5’ – 3’) Exemplos de espécies com presença dos genes Referência 
Antibióticos   

Tetraciclina 

tetW GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 
GGGCGTATCCACAATGTTAAC 

L. amylovorus, L. kefiri, L. parabuchneri, L. salivarius, L. 
helveticus, L. sakei, L. curvatus, L. plantarum, L. rhamnosus, 
L. fermentum, 

Thumu; Halami 
(2012)  

tetO GCGGAACATTGCATTTGAGGG 
CTCTATGGACAACCCGACAGAAG 

L. curvatus, L. delbrueckii, L. plantarum, L. rhamnosus, L. 
salivarius 

Poyart et al. 
(2003) 

tetS CATAGACAAGCCGTTGACC 
ATGTTTTTGGAACGCCAGAG L. plantarum, L. paraplantarum Thumu; Halami 

(2012) 

tetM GTGGAGTACTACATTTACGAG 
GAAGCGGATCACTATCTGAG 

L. paracasei, L. salivarius, L. brevis, L. rhamnosus, L. sakei, L. 
reuteri, L. plantarum, 

Poyart et al. 
(2003) 

tetK GTAGGATCTGCTGCATTCCC 
CACTATTACCTATTGTCGC 

L. buchneri, L. curvatus, L. delbrueckii, L. fermentum, L. 
plantarum, L. reuteri 

Poyart et al. 
(2003) 

tetL TCGTTAGCGTGCTGTCATTC 
GTATCCCACCAATGTAGCCG 

L. plantarum, L. curvatus, L. reuteri, L. sakei, L. fermentum, L. 
salivarius 

Thumu; Halami 
(2012) 

Eritromicina 

ermB GAAAAGGTACTCAACCAAATA 
AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC 

L. helveticus, L. pentosus, L. casei, L. johnsonii, L. paracasei, 
L. brevis, L. rhamnosus, L. plantarum 

Sutcliffe et al. 
(1996) 

ermA AAGCGGTAAACCCCTCTGAG 
TCAAAGCCTGTCGGAATTGG L. curvatus, L. delbrueckii, L. fermentum, L. plantarum Jensen et al. 

(1999) 

ermC TCAAAACATAATATAGATAAA 
GCTAATATTGTTTAAATCGTCAA 

L. plantarum, L. brevis, L. johnsonii, L. reuteri, L. casei, L. 
fermentum 

Sutcliffe et al. 
(1996) 

ermT ATTATTGAGATTGGTTCAGGG 
GGATGAAAGTATTCTCTAGGGATTT L. reuteri Tannock et al. 

(1994) 

Clindamicina lsa GGCAATCGCTTGTGTTTTAGCG 
GTGAATCCCATGATGTTGATACC L. delbrueckii, L. reuteri, L. sakei, L. brevis, L. casei Singh; Murray 

(2005) 

Gentamicina Aac(6’)-Ie-
aph(2)-Ia 

CCAAGAGCAATAAGGGCATACC 
ACCCTCAAAAACTGTTGTTGC L. bulgaricus, L. plantarum, L. curvatus Jiang et al. 

(2008) 

Canamicina Aph(3’)-III GCCTTTCCGCCACCTCACCG 
GCCGATGTGGATTGCGAAAA L. helveticus, L. paracasei, L. curvatus, L. casei Ouoba et al. 

(2008) 

Estreptomicina 
aadA CCTCGTGTAATTCATGTTCTGGC 

ATCCTTCGGCGCGATTTTG L. paracasei, L. casei, L. rhamnosus Ouoba et al. 
(2008) 

aadE GCAGCGCAATGACATTCTTG 
ATGGAATTATTCCCACCTGA L. plantarum, L. casei Ouoba et al. 

(2008) 

Vancomicina vanA GGGAAAACGACAATTGC 
GTACAATGCGGCCGTTA L. curvatus, L. fermentum, L. reuteri, L. plantarum De Castilho et 

al. (2019) 
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vanB GCTCCGCAGCCTGCATGGACA 
ACGATGCCGCCATCCTCCTGC L. curvatus, L. plantarum De Castilho et 

al. (2019) 

vanC1 GGTATCAAGGAAACCTC 
CTTCCGCCATCATAGCT L. plantarum De Castilho et 

al. (2019) 

vanC2 CTCCTACGATTCTCTTGR 
CGAGCAAGACCTTTAAG L. curvatus, L. delbrueckii, L. fermentum, L. plantarum De Castilho et 

al. (2019) 

vanC2/C3 CGGGGAAGATGGCAGTAT 
CGCAGGGACGGTGATTTT L. plantarum Pieniz et al. 

(2015) 

vanX GTCGATTCTCGCTAATCC 
TCGCGGTAGTCCCACCATTCGTT L. brevis, L. fermentum, L. casei, L. plantarum Liu et al. (2009) 

Beta-lactamicos 

blaSHV ATGCGTTATATTCGCCTGTG 
TTAGCGTTGCCAGTGCTCGA L. gravesensis, L. buchneri, L. plantarum Sundsfjord et al. 

(2004) 

blaTEM ATGAGTATTCAACATTTTCGTG 
TTACCAATGCTTAATCAGTGAG L. brevis, L. rhamnosus, L. fermentum, L. plantarum Sundsfjord et al. 

(2004) 

blaZ GCATGRTAACCATCACAWAC 
ACTTCAACACCTGCTGCTTTC L. plantarum Aquilanti et al. 

(2007) 

Ciprofloxacino 
gyrA TTCTCCGATTTCCTCATG 

AGAAGGGTACGAATGTGG 
L. curvatus, L. acidophilus, L. reuteri, L. plantarum, L. casei, 
L. helveticus 

De Toro et al. 
(2010) 

parC TGGGTTGAAGCCGGTTCA 
CAAGACCGTTGGTTCTTTC L. acidophilus, L. brevis, L. plantarum De Toro et al. 

(2010) 

Cloranfenicol 
cat CAATCATCTACCCTATGAAT 

TTAGGTTATTGGGATAAGTTA L. acidophilus, L. bulgaricus, L. brevis, L. plantarum, L. sakei Hummel et al. 
(2007) 

catA ATAACGTTACTCTCCTATTTC 
GGATATGAAATTTATCCCTC L. plantarum Rojo-Bezares et 

al. (2006) 

Bacitracina 

bcrB AAAGAAACCGACTGCTGATA 
GCTTACTTGTATAGCAGAGA L. plantarum, L. curvatus, L. casei, L. fermentum De Castilho et 

al. (2019) 

bcrD AGGATTCGGCCGAATGGCACTTGATTTTAT 
GTTTCTTCGCGAAATTGCCGTTATAAGTAA L. plantarum De Castilho et 

al. (2019) 

bcrR AACAAACAGGGAGCGGCCGCATGGAATTTA 
TGATGTTCGCGATTTCATTCCCATCTGCTT L. plantarum, L. casei De Castilho et 

al. (2019) 
Virulência   

Citolisina 
cylA ACTCGGGGATTGATAGGC 

GCTGCTAAAGCTGCGCTT L. curvatus, L. fermentum, L. casei Zhang et al. 
(2016) 

cylB ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 
AATAAACTCTTCTTTTCCAAC L. paraplantarum, L. paracasei, L. kefiri, Soleymanzadeh 

et al. (2017) 

Adesão ace AAAGTAGAATTAGATCACAC 
TCTATCACATTCGGTTGCG L. plantarum, L. paracasei Pieniz et al. 

(2015) 
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Agregação 
agg AAGAAAAAGTAGACCAAC 

AACGGCAAGACAAGTAAATA L. reuteri Pieniz et al. 
(2015) 

asa GATACAAAGCCAATGTGGTTCCT 
TAAAGAGTCGCCACGTTTCACA L. plantarum, L. bulgaricus, L. curvatus Pieniz et al. 

(2015) 

Gelatinase gelE TATGACAATGCTTTTTGGGAT 
AGATGCACCCGAAATAATATA L. curvatus, L. delbrueckii, L. plantarum, L. casei Zhang et al. 

(2016) 
Fonte: Adaptado de Colautti et al. (2022).
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Análise Metataxonômica e Composição Química do Queijo Colonial Artesanal (QCA) 

do Sul do Brasil: Explorando a Diversidade Microbiana e os Aspectos Bioquímicos da 

Maturação 

 

Metataxonomic Analysis and Chemical Composition of Artisanal Colonial Cheese 

(ACC) from Southern Brazil: Exploring Microbial Diversity and Biochemical Aspects of 

Ripening 

 

RESUMO 

O queijo colonial artesanal (QCA) é um produto típico do sul do Brasil, feito com leite cru, de 
forma tradicional e consumido poucas semanas de maturação, apresentando importante 
relevância socioeconômica e cultural na região. No entanto, não há informações suficientes a 
respeito de sua composição microbiana e sua relação com ácidos graxos (AG), ácidos orgânicos 
(AO) e compostos voláteis (CV) presentes, a fim de desenvolver um padrão de identidade e 
qualidade para o produto. A diversidade microbiana foi avaliada em amostras de QCA, com 
diferentes tempos de maturação (1, 7, 14, 21 dias) e estações (verão, inverno) através de 
metataxonômica e análises microbiológicas clássicas. Os QCAs também foram caracterizados 
quanto ao seu conteúdo de AG e CV por cromatografia gasosa e AO por eletroforese capilar. 
As análises microbiológicas clássicas indicaram atendimento à legislação em 21 dias de 
maturação no verão e 14 dias no inverno. As análises físico-químicas classificaram os queijos 
como “semigordos”, com média-umidade no verão e alta umidade no inverno. A análise 
metataxonômica revelou 33 famílias de bactérias, com prevalência de Streptococcaceae e 
Enterobacteriaceae. Os patógenos encontrados em ambas as épocas, como Staphylococcus e 
Enterococcus, apresentaram redução em sua abundância devido à fermentação do queijo 
promovida por bactérias lácticas (BAL), principalmente do gênero Lactococcus. A ecologia 
fúngica indicou alta abundância de leveduras, principalmente do gênero Debaryomyces para 
todas as amostras, com elevada abundância inicial de Diutina no verão, e posterior aumento de 
Galactomyces e Kodamaea. No inverno, os gêneros Debaryomyces e Kurtzmaniella 
aumentaram em abundância ao longo dos 21 dias de maturação, com redução de Rhodotorula. 
A composição de ácidos graxos dos queijos de verão foi nutricionalmente melhor devido à 
presença de ácidos graxos insaturados (UFA) em maiores quantidades, principalmente ácido 
linoleico conjugado (CLA). Os queijos de verão também apresentaram menores concentrações 
dos ácidos palmítico (C16:0), mirístico (C14:0) e láurico (C12:0), considerados pró-
aterogênicos. Para a composição química, os ácidos láctico e butírico/acético foram os AOs 
majoritários ao longo do tempo de maturação em ambas as estações, com maiores variações no 
inverno. Ésteres e álcoois foram os CV mais variados, além da presença de aldeídos, terpenos 
e cetonas. Porém, ao final dos 21 dias de maturação, as maiores concentrações de compostos 
voláteis foram os álcoois 2-butanol e 3-metilbutanol e os ácidos carboxílicos acético, butanóico 
e hexanóico. Os dados relatados contribuem para a descrição dos parâmetros de identidade e 
qualidade relacionados ao QCA e permitem discussões sobre a ecologia microbiana completa 
e as complexas reações bioquímicas que ocorrem em seu processo de maturação durante as 
mudanças sazonais. 

 
Palavras-chave: Ácido linoleico conjugado; Alterações bioquímicas; Análises independentes 
de cultura; Bactérias ácido láticas; Leite cru; Microbioma do queijo; Sazonalidade  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Alguns queijos artesanais têm seus nomes relacionados ao local em que são 

produzidos, apresentando conotações históricas e importante função econômica (Bemfeito et 

al., 2016). O queijo colonial artesanal (QCA) é um produto típico da região Sul do Brasil e seu 

modo de fabricação foi inicialmente trazido por imigrantes portugueses e transferida para 

imigrantes italianos e alemães que viviam nesta região. As propriedades desses imigrantes 

foram chamadas de colônias, daí vem o nome do queijo produzido (Carvalho et al., 2016). O 

QCA é produzido a partir de leite bovino cru, de cor amarelada, massa compacta, cremosa, 

macia e com presença de algumas sombras, variando essas características de acordo com o 

tempo de maturação, que é definida pelo próprio produtor, variando geralmente entre 15 e 30 

dias (Kamimura et al., 2019a)  

O leite utilizado na fabricação do QCA tem grande influência na qualidade final do 

produto, principalmente relacionada à ecologia microbiana, além do processo e das condições 

ambientais em que esse produto foi produzido e, uma maior quantidade de informações a 

respeito da composição microbiana é necessária para avaliar o impacto destes microrganismos 

no queijo (Zago et al., 2021; Choi et al., 2020). Análises microbiológicas independentes de 

cultura enriquecem informações sobre a microbiota presente em queijos de leite cru, incluindo 

aquelas espécies de microrganismos que anteriormente não estavam associados a esta matriz 

alimentar, e novos microrganismos não detectados ou identificados anteriormente (O’Sullivan; 

Cotter, 2017). 

Principalmente devido à microbiologia e a fatores de processamento, a massa do queijo 

apresenta alterações no final da maturação, tornando estes queijos únicos, com características 

individuais obtidas a partir de reações bioquímicas. As principais reações bioquímicas que 

ocorrem durante a maturação dos queijos são lipólise, proteólise e catabolismo da lactose, que 

resultam em alterações nos aromas, sabor e textura do produto, sendo identificadas através de 

análises físicas e químicas, como determinação do perfil de ácidos graxos (AG), ácidos 

orgânicos (AO) e compostos voláteis (CV) formados (Fox et al., 2017). 

O QCA apresenta uma riqueza de informações científicas relacionadas à composição 

microbiológica e aos produtos bioquímicos formados a partir da interação desses 

microrganismos com a composição química dessa matriz alimentar. A partir disso, esta pesquisa 

teve como objetivo avaliar a ecologia microbiana, composição fenotípica microbiológica, 

físico-química e mineral, perfil de ácidos graxos, perfil de ácidos orgânicos e compostos 
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voláteis de queijo colonial artesanal produzido na região Oeste de Santa Catarina, no município 

de Seara – SC, a fim de enriquecer a literatura disponível sobre este produto 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 AMOSTRAS 

 

Os QCAs foram preparados com leite cru e maturados por vinte e um dias durante duas 

estações da região Sul do Brasil (região Oeste do Estado de Santa Catarina – Seara/SC). O 

produtor foi selecionado devido a organização prévia do local, possuindo uma queijaria na 

propriedade. As oito diferentes amostras de QCA foram coletadas in loco e transportadas sob 

refrigeração (7°C) em caixa térmica com gelo retornável, em sua embalagem original, para 

análise microbiológica imediata. Posteriormente, as amostras permaneceram congeladas (-

18ºC) até a realização das demais análises. As amostras foram codificadas de acordo com o 

tempo de maturação e estação em S01, S07, S14, S21, S01, S07, S14 e S21 (S-W: verão, 

inverno; 01, 07, 14, 21 – dias de maturação). 

 

 

2.2 ANÁLISE METAGENÔMICA 

 

O sequenciamento da diversidade microbiana foi realizado através do sequenciamento 

genético, utilizando MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., San Diego, CA, USA), realizado 

em modo single-end utilizando o MiSeq Reagent Kit V2 (Illumina Inc., San Diego, CA, USA), 

com 300 ciclos. A ecologia foi analisada amplificando os primers universais 341F 

(CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT) para a região 

V3/V4 do gene 16s rRNA para bactérias (Wang; Quian, 2009; Caporaso et al., 2012) e com as 

regiões ITS1 (GAACCWGCGGARGGATCA) e ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC) para 

fungos (Schmidt et al., 2013; White et al., 1990), a partir de uma alíquota de 25 g de queijo 

homogeneizada com 225 mL de solução salina triptonada. A extração do DNA foi realizada 

utilizando um protocolo desenvolvido pela Neoprospecta (Neoprospecta Microbiome 

Technologies, Florianópolis, SC, BR), com a técnica de beads magnética. A amplificação por 

PCR foi realizada em triplicata utilizando Platinum Taq Polimerase (Invitrogen, Waltham, MA, 
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EUA), nas seguintes condições: 95°C por 5 minutos, 25 ciclos de 95°C por 45 segundos, 55°C 

por 30 segundos e 72°C por 45 segundos e extensão final a 72°C por 2 minutos. As análises de 

sequenciamento foram realizadas utilizando o pipeline Sentinel (Neoprospecta Microbiome 

Technologies, Florianópolis, SC, BR) seguindo a pesquisa de Altschul et al. (1990), Andrews 

(2010), Cock et al. (2009) e Marsella et al. (2012). As sequências de DNA obtidas foram 

comparadas com o banco de dados Sentinel (Quast et al., 2013) e Greengenes (DeSantis et al., 

2006). 

 

 

2.3 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 

 

A determinação de microrganismos aeróbios mesófilos totais foi realizada de acordo 

com a norma ISO 4833-1:2015 (ISO, 2015). A determinação de bactérias lácticas (BAL) foi 

realizada de acordo com a norma ISO 15214:1998 (ISO, 1998). A contagem de 

Enterobacteriaceae foi realizada conforme 21528-2:2020 (ISO, 2020). A contagem de 

Escherichia coli foi realizada conforme ISO/TC 16649-2:2022 (ISO, 2022). A contagem de 

bolores e leveduras foi realizada de acordo com a norma ISO 6611:2004 IDF 94:2004 (ISO, 

2004). A enumeração de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada de acordo com a 

norma ISO 6888-1:2021 (ISO, 2021). A pesquisa da presença de enterotoxina estafilocócica foi 

realizada utilizando a metodologia AOAC 2007.06:2019 (AOAC, 2019a). A pesquisa da 

presença de Salmonella spp. foi realizada com base na metodologia AOAC 2011.03:2019 

(AOAC, 2019b). A pesquisa da presença de Listeria monocytogenes foi realizada utilizando a 

metodologia AOAC 2004.02:2019 (AOAC, 2019c). Os resultados foram expressos em log de 

unidades formadoras de colônias por grama (log UFC/g). 

 

 

2.4 ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS 

 

A determinação da umidade foi realizada pelo método gravimétrico a partir de 

secagem em estufa a 105 °C, conforme método AOAC 968.11 (AOAC, 2000). A determinação 

de proteínas foi realizada utilizando o método de Kjeldahl modificado (método 037/IV) (N x 

6,38) (IAL, 2008). A determinação do conteúdo lipídico foi realizada de acordo com o método 

ISO 3433 IDF 222:2008 (ISO, 2008). A análise das cinzas foi realizada conforme método 

AOAC nº 935.42 (AOAC, 2002). A determinação do perfil mineral nas amostras de QCA foi 
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realizada utilizando a metodologia descrita por Seraglio et al. (2018). A determinação da 

atividade de água (aw) foi realizada utilizando um medidor de aw (AQUALAB 4TE, METER 

Group, Pullman, WA, EUA). A análise de acidez foi realizada de acordo com o método AOAC 

920.124 (AOAC, 2002b). A determinação do pH foi realizada pelo método eletrométrico 

utilizando pHmetro (K39-1420a, Kasvi, São José dos Pinhais, SP, BR), seguindo método 

017/IV (IAL, 2008). Todas as análises foram realizadas em triplicata. 

 

 

2.5 PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS E ÍNDICE DE QUALIDADE NUTRICIONAL DA 

GORDURA 

 

O perfil de ácidos graxos (AG) foi realizado por cromatografia gasosa (CG) de acordo 

com Balthazar et al. (2016), com modificações. Para a extração lipídica foram pesados 8 g de 

queijo em tubos Falcon de 50 mL e adicionados 8 mL de clorofórmio e 16 mL de metanol na 

proporção de 1:2. A mistura foi homogeneizada em Ultra-Turrax (IKA T25D, IKA-Werke 

GmbH & Co, Staufen, BW, DE) por 4 minutos a 13.000 rpm, e em seguida mais 4 mL de 

clorofórmio e 4 mL de sulfato de sódio anidro (1,5%) foram adicionados. A mistura foi 

centrifugada (Kasvi K-14-400, São José dos Pinhais, PR, BR) por 10 minutos em 4000 rpm e 

o sobrenadante e a fase intermediária foram descartados. A fase oleosa foi transferida para um 

frasco de vidro âmbar e o clorofórmio presente foi evaporado em evaporador rotativo sob vácuo 

(-300 mmHg) durante 30 minutos a 65°C. 

A obtenção dos ésteres metílicos de ácidos graxos (FAME), adaptado de Hartman; 

Lago (1973), se iniciou misturando 0,1 g de amostra de gordura em 4 mL de solução alcoólica 

de hidróxido de sódio 0,5 M. A mistura foi aquecida em banho-maria a 99°C por 5 minutos e 

em seguida resfriada e adicionados 5 mL de solução esterificante, contendo cloreto de amônio, 

metanol e ácido sulfúrico, agitada por 30 s e novamente aquecida em banho-maria por 5 min a 

99°C. Após isso, a mistura foi resfriada, adicionados 4 mL de solução saturada de cloreto de 

sódio, agitada por 30 segundos, adicionados 3 mL de n-hexano, agitada por mais 30 segundos 

e centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos. Por fim, 1 mL da fase superior foi retirado e 

direcionado para o cromatógrafo de injeção. 

Os FAME foram determinados por cromatografia gasosa (GC-2014, Shimadzu, 

Tóquio, Japão) equipada com detector de ionização de chama (FID) e injetor split/splitless 

utilizando coluna capilar (105 m X 0,25 mm X 0,2 µm, RTX-2330, Restek, Bellefonte, PA, 

EUA). As condições de operação foram o uso de nitrogênio com pureza de 99,99% como gás 
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de arraste a uma vazão de 1,10 mL/min, temperatura da coluna de 140°C por 5 min e depois 

aumentada a uma taxa de 2,5°C/min até 240°C, mantida por 15 min, injeção e temperatura de 

detecção de 260°C, aplicando o modo split. Os picos FAME foram identificados comparando 

os tempos de retenção com os padrões FAME (CRM47885, Supelco, Sigma-Aldrich, San Luis, 

MO, EUA). Para a identificação e quantificação dos isômeros C18:2 c9t11 (Ácido Linoleico 

Conjugado), foi utilizado o padrão CLA (O5632, Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA). As 

quantidades de ácidos graxos foram expressas como g/100 g de ésteres metílicos totais de ácidos 

graxos. 

Os ácidos graxos hipocolesterolemicos (DFA) e hipercolesterolemicos (OFA) foram 

calculados de acordo com Osmari et al. (2011) e Paszczyk & Łuczyńska (2020), seguindo as 

equações (1) e (2). 

 

DFA = UFA + C18: 0                                   (1) 

 

OFA = C12: 0 + C14: 0 + C16: 0        (2) 

 

sendo UFA a somatória dos ácidos graxos insaturados. 

 

Os índices de aterogenicidade (AI) e trombogenicidade (TI) foram calculados de 

acordo com as equações (3) e (4) (Batista et al., 2017). 

 

AI = C12: 0 + 4 X C14: 0 + C16: 0/[∑MUFA +  ∑PUFA (n − 6) 𝑎𝑛𝑑 (𝑛 − 3)]  (3) 

 

TI = C14: 0 + C16: 0 + C18: 0/[0.5 X ∑MUFA + 0.5 X ∑PUFA (n − 6) + 3 X ∑PUFA (n −

3) + (𝑛 − 3)/(𝑛 − 6)]          (4) 

 

sendo MUFA os ácidos graxos monoinsaturados e PUFA os ácidos graxos poliinsaturados. 

 

A relação hipocolesterolemica e hipercolesterolemica (H/H) foi calculada de acordo 

com a equação (5) descrita por Paszczyk & Łuczyńska (2020). 

 

H/H = C18:1n-9 + C18:2n-6+C18:3n-3/OFA      (5) 
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2.6 ANÁLISE DE ÁCIDOS ORGÂNICOS 

 

A determinação dos ácidos orgânicos alifáticos (AO) foi realizada por meio de 

eletroforese capilar (EC), conforme metodologia de Brugnerotto et al. (2019). Para a extração 

dos compostos pesou-se 0,1 g de amostra e sua massa foi completada com água destilada, até 

massa final de 1 g. A mistura foi imersa em banho ultrassônico (USC 14000A, Unique, 

Chicalin, Índia) por 2 ciclos de 30 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 

14.000 rpm, por 10 min, em centrífuga (MiniSpin Plus, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e 

congeladas, para aglomeração de gordura. Diluições foram realizadas para cada amostra. 

Posteriormente, as amostras foram conduzidas em sistema CE-DAD (Modelo 7100, Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado com detector de arranjo de diodos ajustado em 

230 ηm (detecção indireta, com referência em 360 ηm para inversão de pico) e com o 

dispositivo de controle de temperatura mantido a 20°C. A aquisição e processamento de dados 

foram realizados utilizando o software HP ChemStation. As separações foram realizadas 

utilizando um capilar de sílica fundida não revestido (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, 

EUA), com dimensões de 48,5 cm de comprimento total, 40 cm de comprimento efetivo e 75 

µm de diâmetro interno. As injeções foram realizadas com pressão hidrodinâmica de 50 mbar 

por 3 s, e tensão de separação de 15kV, com polaridade positiva ao final da injeção. 

 

 

2.7 ANÁLISE DE COMPOSTOS VOLÁTEIS 

 

A análise dos compostos voláteis (CV) foi realizada por cromatografia gasosa 

seguindo a metodologia de Wolf et al. (2010). As porções de queijo de 2 g foram 

acondicionadas em frascos de vidro de 30 mL. As tampas foram lacradas e hermeticamente 

fechadas. A cromatografia foi realizada utilizando um cromatógrafo gasoso (7890A GC 

System, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) acoplado a um espectro de massa 

(5975C Inert MSD with triple Axis Detector, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). 

Os frascos foram termostatizados a 40 ± 1°C por 10 minutos. A fibra utilizada foi StableFlex 

DVB/CAR/PDMS 2 cm x 50/30 µm (Supelco, Bellafonte, PA, EUA) e foi exposta no headspace 

por 15 minutos a 40 ± 1°C. A coluna HP-5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 µm (Agilent, Santa 

Clara, Califórnia, EUA) foi utilizada com hélio como gás de arraste. O forno foi programado 

nas seguintes condições: 45°C/4 min, 8°C/min a 150°C (3 minutos) e 10°C/min a 250°C (5 

minutos). As condições do detector de espectro de massa foram as seguintes: temperatura de 
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interface de 260°C, tensão de ionização de 70 eV e faixa de massa de 42–300 m/z. Os 

compostos foram identificados comparando os espectros de massa com a biblioteca do National 

Institute of Standards and Technology (NIST) e comparando os valores do índice de retenção 

linear (IRL), calculado de acordo com Bizzo et al. (2020). As análises foram realizadas em 

duplicata. 

 

 

2.8 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o software Statistica® 14.0.1 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, 

EUA). Os dados obtidos em triplicata foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e 

teste de Tukey (5% de significância). A análise dos dados e a plotagem dos gráficos foram 

realizadas utilizando o software Origin 10.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, 

EUA). A análise de componentes principais (PCA) foi realizada com o software XLSTAT 

versão 2015.2 (Adinsoft, Paris, França). O autoscaling dos dados foi realizado antes da análise 

para dar às variáveis a mesma relevância. Os gráficos representam as cargas fatoriais de cada 

variável do primeiro fator (CP1) comparado com as cargas fatoriais para o segundo fator (CP2) 

e terceiro fator (CP3). A rotação Varimax foi utilizada para obter uma melhor separação das 

amostras. 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1 ANÁLISE DA ECOLOGIA MICROBIANA 

 

A ecologia microbiana encontrada no QCA é largamente variada. A Figura 1a 

apresenta a composição de famílias e a Figura 1b a composição de gêneros de bactérias 

encontradas nas amostras de QCA. Foram identificadas 33 famílias e 62 gêneros de bactérias, 

divididos em 14 famílias e 28 gêneros no verão e 32 famílias e 56 gêneros no inverno. Devido 

a produção do QCA ser realizada a partir do leite cru, a contagem total dos microrganismos 

aeróbios mesófilos se apresentou elevada durante a maturação em ambas as estações do ano, 

sendo superiores no verão (7,8 – 8,0 log UFC/g). Os resultados foram similares aos encontrados 
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nos queijos coloniais analisados por Benincá (2021), Daroit; Ribas (2022) e de Koide (2022), 

os quais foram próximos de 8 log UFC/g. Esta alta contagem está relacionada às boas práticas 

de ordenha, utensílios e a qualidade do leite utilizado (Ströher et al., 2021). Ainda no verão 

(Figura 1a, b) houve redução das famílias Aeromonadaceae, Enterococaceae, 

Enterobacteriaceae e Staphylococaceae durante a maturação. O comportamento se confirma 

quando observados os dados de gêneros, com redução dos gêneros Raoultella, Staphylococcus, 

Enterococcus e Aeromonas. Os resultados da contagem de Staphylococcus coagulase positiva 

realizados na análise microbiológica também mostraram essa redução das contagens, com 

valores adequados a legislação vigente no país (< 3,0 log UFC/g) (Brasil, 1996). Além disso, 

como consequência da baixa presença de Staphylococcus coagulase positiva (< 5,0 log UFC/g), 

também não foi detectada a presença de enterotoxina estafilocócica. A redução destas bactérias 

foi esperada devido a sua exclusão por parte da redução do pH, formação de compostos tóxicos 

e pela má competição por nutrientes, devido a produção de enzimas proteolíticas e lipolíticas 

por parte das BAL (Coelho; Malcata; Silva, 2022). O gênero Lactococcus, BAL majoritária, já 

se encontrava com uma alta abundância relativa no início da maturação do queijo, e conforme 

o pH do meio reduziu, devido a sua maturação (Tabela 1), as bactérias da família 

Lactobacillaceae apresentaram aumento, a partir do dia 7 de maturação. As bactérias do gênero 

Lactococcus são consideradas importantes culturas iniciadoras, sendo justificada a sua presença 

no início da maturação dos queijos (Caro et al., 2020). Sánchez-Gamboa et al. (2018) obtiveram 

maiores valores de BAL em queijos de leite cru produzidos no período de verão, além do tempo 

de maturação influenciar significativamente na abundância de Lactobacillaceae e Lactococcus. 

O comportamento da matriz no período de inverno (Figura 1a, b) ocorreu de maneira 

semelhante. Algumas famílias e espécies citadas no período de verão também apresentaram 

redução em sua abundância relativa no período de inverno, como Enterobacteriaceae, que 

apresentou elevadas contagens iniciais, superiores a 6,0 log UFC/g, além de Aeromonadaceae 

e Enterococcaceae, com posterior redução dos números ao longo da fermentação do QCA. 

Outras famílias, como Erwiniaceae, Microccocaceae, Flavobacteriaceae, Hafniaceae e 

Yersiniaceae, representadas principalmente pelos gêneros Pantoea, Rothia, Flavobacterium, 

Hafnia e Ewingella, respectivamente, também apresentaram redução de sua abundância 

relativa. Esta pesquisa encontrou valores superiores a 1% para a família Pseudomonadaceae 

apenas nas amostras de inverno que, juntamente com Enterobacteriaceae e 

Xanthomonadaceae, apresenta maiores abundâncias associadas a leites obtidos nesta respectiva 

estação. Isso se deve a presença destes microrganismos no solo e pastagens, que contaminam 

as vacas e consequentemente o leite utilizado na produção dos queijos (Celano et al., 2022). No 
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entanto, para que o queijo apresente liberação para o comércio, o mesmo precisa estar com 

contagens adequadas de E. coli, com valores definidos a partir da umidade do produto. A análise 

microbiológica, conforme Brasil (2022), mostrou adequação do QCA, com limites para queijos 

com umidade inferior a 46% (amostras de verão - ≤ 2 log UFC/g) e superior ou igual a 46% 

(amostras de inverno - ≤ 3 log UFC/g). As bactérias da família Lactobacillaceae não 

apresentaram abundância relevante, com valores totais inferiores a 0,05%. Mas, os gêneros 

Lactococcus e Leuconostoc apresentaram aumento conforme a maturação se estendia, 

demonstrando comportamento de aumento tipicamente identificado em BAL. Este 

comportamento também foi encontrado na análise microbiológica, em destaque no inverno, 

com o aumento do número de BAL presentes, variando de 5,9 log UFC/g no dia 1 de maturação 

para 7,6 log UFC/g no dia 21 de maturação. Os resultados da presença e número de BAL 

presentes no QCA se mostrou superior ao encontrado no trabalho de Carneiro (2021), com 

amostras produzidas na região Sudoeste do Paraná – BR, que variaram entre 4,08 e 4,13 log 

UFC/g, e próximos aos encontrados por Koide (2022), produzidos na região Oeste de Santa 

Catarina – BR, em região próxima as amostras deste estudo, os quais variaram de 7,86 – 8,56 

log UFC/g. Assim como nesta pesquisa, Kothe, Mohellibi, Renault (2022) afirmaram que a 

composição taxonômica dos queijos da região Sul do Brasil possui as BAL como maiores 

constituintes da microbiota do produto. 

Os queijos de ambas as estações apresentaram redução das famílias 

Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae e Enterococcaceae, aumento de gêneros de BAL e 

elevadas abundancias relativas de Streptococcaceae, que incluem o gênero Lactococcus, além 

da ausência genotípica e fenotípica de Salmonella spp. e L. monocytogenes. Similar a este 

trabalho, Erhardt et al. (2023) identificou a presença de Lactococcus em 100% das amostras de 

QCA analisados no Rio Grande do Sul – SC, com altos valores de abundância relativa (84,20%), 

juntamente com bactérias das famílias Streptococcaceae, Lactobacillaceae e Enterococcus. 

Outra pesquisa que corrobora com os resultados apresentados na Figura 1a,b foi de Kothe, 

Mohellibi, Renault (2022). Os autores realizaram uma análise de abundância diferencial a partir 

dos resultados taxonômicos obtidos de QCA, o qual identificou domínio de Lactococcus, 

seguido de Streptococcus nas amostras da região Sul do Brasil.  O gênero Leuconostoc 

apresentou maiores abundâncias após o dia 14 de maturação para ambas as amostras, com 

valores superiores no inverno. Essa variação entre as estações pode ser explicada devido a 

maturação do QCA, sendo a família Leuconostocaceae mais abundante com valores mais 

baixos de umidade (Sant’Anna et al., 2019). A sazonalidade e a maturação dos queijos 

interferiam na ecologia microbiana do produto, limitando a presença de diversos gêneros apenas 
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em uma estação, a composição química variável da matéria – prima, além da competição entre 

os microrganismos durante as alterações bioquímicas que ocorreram nos queijos conforme o 

passar do tempo (Martins et al., 2018). Além disso, Lactococcus se mostrou o gênero bacteriano 

de destaque no QCA, não somente neste trabalho, mas em diversos estudos realizados no queijo 

colonial artesanal produzido na região Sul do país (Kamimura et al., 2019; Souza et al., 2021), 

podendo ser considerado um possível marcador microbiano da região.  
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Figura 1. Abundância relativa (%) de famílias/gêneros de bactérias (A, B) e fungos (C, D) em Queijo Colonial Artesanal (QCA) no verão (S) e 
inverno (W) durante 1, 7, 14 e 21 dias de maturação. 
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Em relação a ecologia fúngica (Figura 1c, d), foram identificadas 18 famílias e 31 

gêneros de fungos, sendo 9 famílias e 14 gêneros no verão e 14 famílias e 24 gêneros no inverno. 

O período de verão apresentou maior abundância relativa (76,50%) em relação ao inverno, 

tendo os resultados de análise microbiológica apresentado valores superiores, em contagem, 

nesta estação (verão - 4,8 a 6,6 log UFC/g; inverno - 3,1 a 5,4 log UFC/g).  O gênero Penicillium 

(Figura 1d) apresentou um aumento durante a maturação com 0,76% de abundância relativa no 

dia 1 de maturação, tendo sua maior abundância relativa no dia 21 de maturação, alcançando 

16,43%. As famílias Metschinikowiaceae e Saccharomycetaceae apresentaram maior 

abundância no dia 1 de maturação, iniciando os processos fermentativos do QCA com 

abundância relativa de 10,78% e 14,51%, respectivamente (Figura 1c), e redução ao longo do 

restante do período de verão (S21 – 6,31% e 2,69%), tendo isso ocorrido pelas condições da 

matriz durante a fermentação. Além destas famílias, os gêneros que apresentaram redução ao 

longo da maturação foram Debaryomyces, Diutina e Geotrichum, o último naturalmente 

encontrado na microbiota do leite cru e, consequentemente, utilizado na maturação dos queijos, 

sendo associado a formação de ácidos graxos poli-insaturados (PUFA) (Grygier et al., 2020). 

As leveduras que apresentaram maior aumento ao longo da maturação foram das famílias 

Debaryomycetaceae e Dipodascaceae, alcançando abundancias de 47,47% (S21) e 96,84% 

(S14), respectivamente. Em relação aos gêneros que aumentaram ao longo do tempo, os 

principais foram Galactomyces e Kodamaea. A presença do gênero Galactomyces é associada 

a presença de BAL, que reduz o pH a partir da formação de ácido lático, tornando o ambiente 

favorável a multiplicação da levedura, além do ácido ser utilizado como fonte de carbono para 

o seu crescimento (Szudera-Kończal et al., 2023). Kodamaea também foi encontrada na 

pesquisa de Cardoso et al. (2015) com queijo Serro (Minas Gerais, Brasil), sendo prevalente no 

período de verão. 

No inverno (Figura 1d), após o dia 7 de maturação, o destaque é para a família 

Debaryomycetaceae (W21 – 90,56%) e os gêneros Kurtzmaniella (W21 – 70,20%) e 

Debaryomyces (W14 – 92,43%), as quais apresentaram aumento ao longo da maturação. 

Cardoso et al. (2015) encontraram os gêneros Kurtzmaniella e Debaryomyces durante todos os 

períodos estudados no período de inverno em Minas Gerais – BR. Esta estação favorece o 

crescimento de Debaryomyces, tipicamente encontrado nas cascas dos queijos (Wolfe et al., 

2014). A principal família e gênero que apresentaram redução no período de inverno foram 

Sporidiobolaceae e Rhodotorula. Esta levedura é conhecida por apresentar efeitos antagônicos 

frente a L. monocytogenes (Togay et al., 2020). Também, sendo considerada um contaminante 

temporário durante a maturação, é esperada a redução de sua presença (Geronikou et al., 2020). 
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De forma geral, no verão os gêneros Galactomyces (S14 – 94,84%) e Diutina (S01 – 

61,85%) apresentaram-se em maior número, e no inverno foram os gêneros Kurtzmaniella 

(W21 – 70,20%) e Debaryomyces (W14 – 92,43%). Debaryomyces foi encontrado em 100% 

das amostras de QCA, alcançando porcentagens elevadas de abundância relativa, 

principalmente no inverno. Segundo Koide (2022), algumas espécies de leveduras do gênero 

Debaryomyces apresentam a ação de inibir a multiplicação de fungos contaminantes, como 

gêneros Cladosporon, Fusarium e Mucor. Outro gênero da família Debaryomycetaceae, com 

elevados valores de abundância relativa apenas no verão foi o gênero Diutina. A presença destas 

leveduras em alta abundância relativa nos queijos pode ser relacionada a um possível terroir 

fúngico sazonal da região, juntamente com outras leveduras de destaque, como Galactomyces 

e Kurtzmaniella, sendo comumente encontradas em matérias primas associadas às bactérias 

ácido láticas, auxiliando na formação dos compostos sensoriais do queijo (Belleggia et al., 

2022). O fungo filamentoso Penicillium, assim como avaliado no trabalho de Martin et al. 

(2023) com variação sazonal, não apresentou elevadas abundâncias durante a maturação, não 

sendo considerado um dos gêneros mais importantes na maturação do QCA. Segundo Martin 

et al. (2023), as diferenças entre as ecologias microbianas de inverno e verão se dão pela 

variação da precipitação e umidade de cada estação. Os QCA analisados por Daroit; Ribas 

(2022), produzidos no noroeste do Rio Grande do Sul – BR, apresentaram valores de bolores e 

leveduras entre 3 e 5 log UFC/g e Casaril et al. (2017), com amostras de QCA do Sudoeste do 

Paraná – BR produzidas entre os meses de julho e setembro, entre 2,5 e 5,35 log UFC/g. Estas 

pesquisas utilizaram amostras de queijos de produtores artesanais, com embalagens não 

padronizadas, favorecendo a contaminação da superfície dos produtos com esporos de bolores 

oriundos do ambiente de maturação e comercialização, semelhantes as amostras deste trabalho. 

Além disso, as leveduras encontradas na matéria-prima (Figura 1c, d) ausente de tratamento 

térmico também contribuíram para os valores obtidos. 

 

 

3.2 ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS 

 

Os valores de umidade apresentados na Tabela 1 mostram variação significativa (p < 

0,05) entre as estações para as amostras de queijo. No verão, a umidade de todas as amostras 

reduziu significativamente (p < 0,05), classificando este queijo como um queijo de média 

umidade (entre 36,0 e 45,9%) no dia 21 de maturação (Brasil, 1996). No entanto, no inverno a 

redução da umidade durante a maturação foi menor, sendo o queijo classificado como um 
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produto de alta umidade (entre 46,0 e 54,9%) no final da maturação (Brasil, 1996). A variação 

do teor de umidade também foi encontrada nos trabalhos de Roldan et al. (2023), que classificou 

os queijos coloniais analisados em queijos de alta umidade (46,5%), com período de maturação 

médio de 9,4 dias, e Carvalho et al. (2019), que avaliou QCA produzido no outono e obteve 

diversos valores de umidade, variando de 33,88% de umidade em 20 dias de maturação a 

49,29% em 36 dias de maturação. O tempo de maturação, pressão da prensagem e tipo de salga 

utilizado estão conjuntamente relacionados ao teor de umidade dos queijos (Louvatel; 

Degenhardt, 2016) e, quando comparados os valores de umidade iniciais dos produtos, nota-se 

que a estação do ano apresentou forte influência, devido ao inverno ser tipicamente frio e com 

alta umidade relativa na região de produção dos queijos. O mesmo comportamento foi 

observado para a aw (Tabela 1). Quanto maior a temperatura de maturação, maior será a perda 

de umidade, concentração de sólidos e consequentemente redução da aw (Dores et al., 2013). 

Além disso, o principal componente relacionado a aw do queijo é o cloreto de sódio, em grande 

parte proveniente do processo de salga, representando um dos minerais majoritários 

encontrados nesse tipo de queijo (Tabela 1). Além do sódio, em ambas as estações os minerais 

majoritários foram o cálcio, potássio e magnésio. O cálcio é o principal mineral relacionado aos 

derivados lácteos, tendo no queijo sua importância relacionada a formação de ligações de 

cálcio-caseína para a formação da massa do queijo a partir da hidrólise induzida pelo coalho 

(Panthi et al., 2017), além de um papel fundamental para formação óssea (Verruck et al., 2019). 

Os dados de teor de lipídios e lipídios em matéria seca apresentaram diferenças 

significativas (p < 0,05) entre os queijos (Tabela 1). Ambas as estações apresentaram aumento 

significativo (p <0,05) no teor de gordura até o dia 14 de maturação, sendo maior no verão. 

Segundo Matera et al. (2018), o maior teor de umidade causa diluição dos demais componentes 

presentes no alimento, sendo esta uma justificativa ao menor teor de lipídios nas amostras de 

inverno, com relação aos resultados de lipídios em matéria úmida, considerando a alta umidade 

encontrada (Tabela 1). Quando observadas as concentrações de lipídios em matéria seca, 

observa-se uma maior concentração nas amostras de inverno. Essa maior concentração de 

gordura no QCA de inverno se dá, principalmente, a partir da alimentação animal com uma 

maior concentração de silagem ou ração misturada a pastagem a fim de suplementar as 

necessidades dos animais (Grille et al., 2023). A partir da classificação definida pela legislação 

do país, no fim do dia 21 de maturação, ambas as amostras foram classificadas como queijos 

semigordos (entre 25,0 e 44,9 %) (Brasil, 1996), referindo ao teor de lipídios em matéria úmida. 

Já em relação ao teor de proteínas presentes nas amostras, os resultados apresentaram 

similaridade entre os queijos (p > 0,05). O teor proteico das amostras não apresentou diferenças 
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significativas (p > 0,05) durante a maturação ou entre as estações, demonstrando uma 

constância entre os resultados, não sendo afetado também pela variação da alimentação animal 

durante os períodos avaliados. 

Além da variação na composição proximal do QCA, o valor de pH diminuiu na medida 

em que a acidez aumentava ao longo do período de maturação (Tabela 1). Este comportamento 

é conhecido, devido a atuação das BAL presentes no QCA, responsáveis pela formação de 

ácidos orgânicos, ácidos graxos e compostos voláteis que resultam em aumento da acidez e 

redução do pH dos queijos (De Antônio; Borelli, 2020). 
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Tabela 1. Análises Físico-Químicas do Queijo Colonial Artesanal (QCA) no verão (S) e inverno (W) durante 1, 7, 14 e 21 dias de maturação. 

Análises 
Amostras 

S01 S07 S14 S21 W01 W07 W14 W21 

Umidade (g/100 g) 58,73±1,63aA 43,51±0,37bB 41,71±0,29bB 36,89±0,27cB 56,40±0,31aA 53,87±0,21bA 53,30±0,32bA 51,39±0,16cA 

 aw 0,986±0,002aA 0,971±0,001bB 0,972±0,000bA 0,954±0,001cB 0,983±0,001aA 0,979±0,004aA 0,968±0,007bA 0,961±0,002bA 

Proteínas (g/100 g MS) 42,43±6,99aA 36,76±1,92aA 38,22±1,01aA 37,25±0,24aA 38,61±2,06aA 38,51±3,31aA 38,72±0,69aA 38,84±1,02aA 

Lipídios (g/100 g) 25,50±0,00cA 27,00±0,00bA 32,00±0,00aA 32,00±0,00aA 26,30±0,35bA 23,50±0,00cB 27,00±0,00aB 27,00±0,00aB 

Lipídios em MS (g/100 g) 61,89±0,00aA 47,80±0,00dB 54,89±0,00bB 50,71±0,00cB 60,22±0,81aA 50,93±0,00dA 57,82±0,00bA 55,54±0,00cA 

Cinzas (g/100 g MS) 8,36±0,03aA 7,26±0,08bA 6,82±0,03dA 7,00±0,02cA 5,92±0,02bB 5,14±0,06cB 6,76±0,23aA 6,72±0,05aB 

K (g/100 g MS) 0,17±0,02bB 0,14±0,01cB 0,15±0,01cB 0,18±0,01aB 0,23±0,01aA 0,22±0,01abA 0,22±0,01bA 0,21±0,01bA 

Na (g/100 g MS) 0,98±0,07aA 0,93±0,03bA 0,73±0,03dB 0,80±0,02cA 0,87±0,02aB 1,03±0,39aA 1,05±0,41aA 1,03±0,37aA 

Ca (g/100 g MS) 1,80±0,15abA 1,64±0,09cA 1,87±0,09aA 1,68±0,07bcA 1,57±0,05aB 1,48±0,08bB 1,47±0,05bB 1,45±0,08bB 

Mg (g/100 g MS) 0,04±0,00cB 0,04±0,00cB 0,05±0,01aA 0,04±0,00bB 0,06±0,00aA 0,05±0,00aA 0,05±0,00aA 0,05±0,00aA 

Acidez (Ácido Lático, %) 0,55±0,05cA 0,78±0,04bA 0,52±0,05cA 1,12±0,03aA 0,13±0,01dB 0,17±0,01cB 0,39±0,02bB 0,48±0,00aB 

pH 5,55±0,20aB 5,20±0,02bB 5,16±0,30cA 4,90±0,01dA 5,89±0,08aA 5,74±0,03bA 5,05±0,06cB 4,94±0,04cA 

Resultados expressos como média ± desvio padrão. MS – Matéria Seca. Concentração de Mn abaixo do limite de detecção. a-d Letras diferentes correspondem a diferenças 
significativas entre os tempos de maturação para uma mesma estação (p ≤ 0,05). A-B Letras diferentes correspondem a diferenças significativas entre as estações no mesmo 
tempo de maturação (p ≤ 0,05). S01 – 1 dia de maturação no verão. S07 – 7 dias de maturação no verão. S14 – 14 dias de maturação no verão. S21 – 21 dias de maturação no 
verão. W01 – 1 dia de maturação no inverno. W07 – 7 dias de maturação no inverno. W14 – 14 dias de maturação no inverno. W21 – 21 dias de maturação no inverno. (-) – 
Não detectado. 
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3.3 PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS E ÍNDICE DE QUALIDADE NUTRICIONAL DA 

GORDURA 

 

Na análise do perfil de ácidos graxos dos QCAs analisados foram encontrados 22 

ácidos graxos (C4:0 a C20:1), incluindo o isômero c9t11-CLA, sendo os dados apresentados na 

Tabela 2. Os ácidos graxos de cadeia curta (SCFA) foram encontrados em maiores 

concentrações nos queijos de inverno (p < 0,05), tendo como AGs dominantes os ácidos 

capróico (C6:0), caprílico (C8:0) e cáprico (C10:0). Estes SCFA encontrados nos QCAs são 

produtos do metabolismo de BAL, por exemplo o Lactiplantibacillus spp., além de outros 

gêneros como Bifidobacterium spp., e Clostridium spp. Os SCFA, com destaque para o ácido 

butírico, têm sido estudados por suas propriedades anti-inflamatórias e anticarcinogênicas, além 

de promoverem a redução do pH intestinal, evitando a multiplicação de patógenos (Doublier et 

al., 2022; Li et al., 2023; Ujlaki et al., 2023). Quando observados os dados de ácidos graxos 

saturados (SFA), assim como os SCFA, as amostras de inverno também se encontraram em 

concentrações superiores (p < 0,05), com concentrações de ácido palmítico (C16:0) > ácido 

mirístico (C14:0) > ácido esteárico (C18:0). Diferentemente do período de inverno, no verão as 

concentrações de ácido esteárico foram superiores em relação ao ácido mirístico. Portanto, a 

variação sazonal pode estar relacionada a alimentação dos animais usada nas diferentes 

estações. No trabalho de O’Callaghan et al. (2017) o queijo cheddar produzido a partir do leite 

de vacas alimentadas com silagem mista apresentou maior quantidade de ácido palmítico, 

quando comparado com animais alimentados por forragens. As forragens são utilizadas em sua 

maioria em estações mais quentes devido a capacidade de crescimento da cultura (Fontaneli et 

al., 2018).  

Quando se avaliam os resultados de ácidos graxos insaturados (UFA) (Tabela 2), os 

valores de ácidos graxos monoinsaturados (MUFA) foram superiores (p < 0,05) no verão, assim 

como os valores de ácidos graxos poli-insaturados (PUFA). A concentração de ácido oleico se 

destacou em relação aos demais AGs, com valores mais elevados que SFAs. Outro ponto de 

destaque foi a concentração de CLA + ácido eicosenóico (C20:1), que foi mais de duas vezes 

maior que no período de inverno. As quantidades de C20:1 em queijos artesanais brasileiros 

são pouco representativas, variando entre não detectado (Bezerra, 2022, Laurindo et al., 2017; 

de Souza et al., 2015) a 0,167 g/100 g (Brandielli, 2016, Melo et al., 2018, Olivo, 2019), sendo 

assim, a quantidade apresentada na Tabela 2 foi considerada majoritária para CLA. O CLA é 

conhecido por possuir efeitos contra doenças cardiovasculares, câncer, diabetes e obesidade, 

podendo ser utilizado como um composto bioativo na prevenção de desordens metabólicas 



89 

 

(Khan et al., 2022). Sendo mais presente na conformação C18:2c9t11, o CLA é metabolizado 

no rúmen a partir da conversão do ácido linoleico por meio de biohidrogenação (Siurana & 

Calsamiglia, 2016) e, apenas os produtos derivados de ruminantes apresentam quantidades 

relevantes de CLA a serem ingeridos (Ritzenthaler et al., 2001). O trabalho de Siurana & 

Calsamiglia (2016) sugere uma ingestão diária de CLA variando de 0,8 a 3,2 g por dia. 

Ajustando os valores de gordura e considerando uma porção média de 30 g de QCA (Brasil, 

2020) com 21 dias de maturação, o queijo produzido no verão fornece 0,19 g de CLA.  

As amostras de verão também demonstraram a presença do isômero trans do ácido 

graxo C18:2 (n-6t) conhecido como ácido linolelaídico. O’Callaghan et al. (2017) encontrou 

concentrações significativamente superiores de ácido linolelaídico, CLA e linolênico nos 

queijos cheddar produzidos com leite de animais alimentados com pastagens. Alimentação com 

pastagens de verão apresentam melhores valores de UFAs em relação as pastagens de inverno 

(Grille et al., 2023) e, na região de produção do QCA os animais recebem alimentação baseada 

neste tipo de pastagem, sendo então a qualidade nutricional da gordura do queijo afetada pela 

variação sazonal. 

Avaliando a qualidade nutricional dos QCAs, foi observado que os queijos de inverno 

se mostraram mais hipercolesterolêmicos, devido as maiores concentrações de C14:0 e C16:0, 

que, segundo a literatura, favorecem a adesão de lipídios às células do sistema circulatório 

(Chen; Liu, 2020). Os índices de aterogenicidade e trombogenicidade, relacionados a agregação 

de placas de gordura e aumento dos níveis de colesterol (Ioannidou et al., 2022), estão 

relacionados aos índices colesterolêmicos, se mostrando menores (p < 0,05) nas amostras de 

verão, que apresentam maiores concentrações de UFA e ácido esteárico. A alimentação dos 

animais com maior utilização de pastagens resultou em leites com menores valores de AI e TI, 

quando comparados a animais alimentados com ração animal (O’Callaghram et al., 2016). A 

relação H/H, correlacionada com os índices de aterogenicidade e trombogenicidade, se refere a 

atividade funcional dos ácidos graxos no metabolismo das lipoproteínas para o transporte do 

colesterol e desenvolvimento de doenças cardiovasculares (Paszczyk, 2022; Wang et al., 2017). 

Ainda, segundo Paszczyk (2022), valores mais elevados de H/H são nutricionalmente melhores. 

Os QCAs de verão apresentaram valores de H/H mais elevados (p < 0,05), devido a maior 

presença de UFA, e menores valores de ácidos graxos hipercolesterolêmicos. 
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Tabela 2. Perfil de Ácidos Graxos do QCA. 

Ácidos Graxos 

(g/100 g) 

Amostras 

S01 S07 S14 S21 W01 W07 W14 W21 

C4:0 0,938±0,090aA 0,797±0,009aA 0,773±0,022aA 0,825±0,009aA 0,804±0,017aA 0,773±0,040aA 0,786±0,021aA 0,786±0,011aA 

C6:0 1,342±0,108aA 1,138±0,005abB 0,991±0,045bB 1,111±0,013abB 1,291±0,013aA 1,315±0,012aA 1,281±0,005aA 1,285±0,009aA 

C8:0 0,997±0,067aA 0,791±0,006bB 0,651±0,032bB 0,776±0,013bB 1,068±0,003aA 1,071±0,013aA 1,065±0,001aA 1,058±0,008aA 

C10:0 2,183±0,132aB 1,754±0,020bB 1,402±0,053cB 1,673±0,033bcB 3,026±0,000aA 2,991±0,025aA 2,999±0,004aA 2,979±0,017aA 

C11:0 - 0,202±0,004a 0,167±0,008b 0,193±0,001a - - - - 

C12:0 2,591±0,139aB 2,176±0,047bB 1,769±0,043cB 2,062±0,025bcB 4,277±0,193aA 4,096±0,018aA 4,148±0,019aA 4,118±0,018aA 

C14:0 10,052±0,347aB 9,689±0,188abB 8,389±0,061cB 9,055±0,108bcB 14,280±0,006aA 14,184±0,025bA 14,269±0,032abA 14,244±0,013abA 

C14:1 0,961±0,068aB 1,721±0,017bA 0,838±0,053bB 0,900±0,016bB 2,054±0,008aA 1,606±0,064aA 1,917±0,338aA 1,618±0,081aA 

C15:0 1,301±0,032bA 1,561±0,037aA 1,550±0,009aA 1,515±0,021aA 1,219±0,004aA 1,215±0,006abB 1,206±0,002abB 1,195±0,008bB 

C15:1 0,344±0,006aB 0,399±0,021aA 0,371±0,025aA 0,393±0,018aA 0,379±0,003aA 0,376±0,007aA 0,371±0,003aA 0,369±0,005aA 

C16:0 26,998±0,223aB 26,307±0,114aB 25,197±0,243bB 26,329±0,170aB 39,220±0,175aA 39,306±0,054aA 39,249±0,021aA 39,090±0,116aA 

C16:1 0,995±0,122aB 0,861±0,058aB 0,774±0,008aB 0,758±0,021aB 1,704±0,021bA 1,674±0,012bA 1,837±0,011aA 1,805±0,023aA 

C17:0 0,949±0,016aA 0,927±0,013aA 0,934±0,010aA 0,917±0,004aA 0,642±0,015aB 0,648±0,012aB 0,642±0,010aB 0,640±0,015aB 

C17:1 0,336±0,004aA 0,327±0,004aA 0,314±0,008aA 0,313±0,006aA 0,239±0,003aB 0,239±0,003aB 0,250±0,013aB 0,240±0,001aB 

C18:0 14,723±0,059bA 13,796±0,037cA 15,323±0,030aA 14,881±0,059bA 6,945±0,001aB 6,862±0,006aB 6,729±0,004bB 6,654±0,042bB 

C18:1n-9 28,498±1,014bA 30,440±0,543bA 32,900±0,066aA 30,751±0,261abA 18,035±0,020aB 18,381±0,177aB 18,219±0,151aB 18,077±0,024aB 

C18:2n-6t 0,146±0,011a 0,115±0,008a 0,124±0,007a 0,130±0,014a - - - - 

C18:2n-6 0,941±0,040aA 0,608±0,238aA 0,973±0,240aA 0,810±0,018aA 0,704±0,004aB 0,657±0,100aA 0,584±0,017aA 0,576±0,005aB 

C18:3n-3 0,545±0,004aA 0,519±0,010aA 0,479±0,015bA 0,548±0,007aA 0,282±0,005aB 0,295±0,002aB 0,283±0,004aB 0,281±0,003aB 

C20:0 0,183±0,003cA 0,202±0,001bA 0,231±0,003aA 0,226±0,007aA 0,125±0,001aB 0,129±0,007aB 0,128±0,000aB 0,137±0,006aB 

C18:2c9t11 

(CLA) + C20:1 
1,398±0,012bA 2,045±0,021aA 2,032±0,086aA 1,986±0,018aA 0,622±0,006aB 0,685±0,024aB 0,590±0,007aB 0,620±0,045aB 
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Não-Identificados 3,585±0,049aA 3,459±0,078aA 3,823±0,334aA 3,853±0,028aB 3,223±0,082bB 3,504±0,142abA 3,451±0,326bA 4,231±0,074aA 

∑SCFA 5,459±0,397aA 4,479±0,022bB 3,815±0,107bB 4,383±0,042bB 6,189±0,033aA 6,149±0,014aA 6,129±0,020aA 6,108±0,046aA 

∑SFA 62,253±1,061aB 59,337±0,461bB 57,374±0,069bB 59,559±0,253bB 72,895±0,320aA 72,587±0,006abA 72,498±0,099abA 72,184±0,010bA 

∑UFA 34,161±1,109bA 37,035±0,298aA 38,802±0,402aA 36,588±0,279abA 24,017±0,046aB 23,911±0,137aB 24,051±0,227aB 23,585±0,084aB 

∑MUFA 31,133±1,066bA 33,748±0,559aA 35,195±0,054aA 33,114±0,236abA 22,410±0,048aB 22,275±0,263aB 22,594±0,214aB 22,108±0,132aB 

∑PUFA 1,631±0,055aA 1,242±0,239aA 1,576±0,262aA 1,488±0,025aA 0,985±0,008aB 0,951±0,102aA 0,867±0,021aA 0,857±0,002aB 

CLA + C20:1 1,398±0,012bA 2,045±0,021bA 2,032±0,086bA 1,986±0,018bA 0,622±0,006aB 0,685±0,024aB 0,590±0,007aB 0,620±0,045aB 

DFA 48,884±1,167bA 50,831±0,262bA 54,125±0,372aA 51,469±0,339bA 30,961±0,047aB 30,773±0,131abB 30,780±0,223abB 30,239±0,127bB 

OFA 39,640±0,710aB 38,172±0,349abB 35,354±0,139cB 37,445±0,303bB 57,777±0,363aA 57,586±0,011aA 57,665±0,071aA 57,452±0,085aA 

AI 2,132±0,126aB 1,922±0,044abB 1,646±0,013bB 1,867±0,032abB 4,301±0,022aA 4,312±0,033aA 4,283±0,036aA 4,363±0,027aA 

TI 2,839±0,114aB 2,548±0,064bB 2,442±0,024bB 2,611±0,023abB 4,722±0,014aA 4,714±0,050aA 4,663±0,039aA 4,734±0,035aA 

H/H 0,760±0,041cA 0,830±0,016bcA 0,975±0,013aA 0,861±0,015bA 0,329±0,002aB 0,336±0,001aB 0,331±0,003aB 0,330±0,001aB 

Resultados expressos como média ± desvio padrão. g/100 g de gordura. a-d Letras diferentes correspondem a diferenças significativas entre os tempos de maturação para uma 
mesma estação (p ≤ 0,05). A-B Letras diferentes correspondem a diferenças significativas entre as estações no mesmo tempo de maturação (p ≤ 0,05). S01 – 1 dia de maturação 
no verão. S07 – 7 dias de maturação no verão. S14 – 14 dias de maturação no verão. S21 – 21 dias de maturação no verão. W01 – 1 dia de maturação no inverno. W07 – 7 dias 
de maturação no inverno. W14 – 14 dias de maturação no inverno. W21 – 21 dias de maturação no inverno. (-) – Não detectado. ∑SCFA – Soma dos ácidos graxos de cadeia 
curta (C4:0, C6:0, C8:0, C10:0). ∑SFA – Soma dos ácidos graxos saturados. ∑UFA – Soma dos ácidos graxos insaturados. ∑MUFA – Soma dos ácidos graxos monoinsaturados 
(não foi considerado o C20:1). ∑PUFA – Soma dos ácidos graxos poli-insaturados (não foi considerado o C18:2c9t11). CLA – Ácido linoleico conjugado. DFA – Ácidos graxos 
hipocolesterolêmicos. OFA – Ácidos graxos hipercolesterolêmicos. AI – Índice de aterogenicidade (não foram considerados CLA+C20:1). TI – Índice de trombogenicidade 
(não foram considerados CLA+C20:1). H/H – Relação de ácidos graxos hipocolesterolêmicos e hipercolesterolêmicos (não foram considerados CLA+C20:1). 
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3.4 ANÁLISE DE ÁCIDOS ORGÂNICOS 

 

Os resultados obtidos na análise de ácidos orgânicos do QCA estão apresentados na 

Tabela 3. Nas amostras, o ácido lático foi o AO de maior concentração, seguido por ácido 

acético/ácido butírico. Devido à proximidade dos picos destes dois ácidos e o tamanho da cadeia 

carbônica (C2 e C4), não foi possível separá-los utilizando a EC. Os principais formadores de 

ácidos orgânicos em queijos, são as BAL. O ácido majoritário formado por elas é o lático, sendo 

que algumas espécies heterofermentativas também formam outros ácidos como o acético ou 

butírico em grandes proporções. Uma das formas de produção de ácido acético é a partir da 

lactose, pelas BAL, por meio da degradação de aminoácidos ou fermentação lática (Matera et 

al., 2018), apresentando uma tendência de aumento, conforme o consumo de lactose disponível 

no QCA. Outra forma de produção de ácido acético é a partir da metabolização do citrato, 

também utilizado como substrato por parte das BAL, como Lactococcus e Leuconostoc que 

estavam presentes nas amostras de QCAs (Figura 1b) (Matera et al., 2018). Além disso, o ácido 

butírico é formado a partir da quebra dos triacilgliceróis com uso de lipases, além de ser 

formado a partir da desaminação das caseínas durante proteólise, tendo as BAL como principais 

contribuintes neste processo, mas também bactérias do gênero Clostridium (Figura 1b) podem 

transformar açúcares em ácido butírico (Murtaza et al., 2022). Enquanto isso, o ácido succínico 

encontrado nas amostras de QCA é produto das NSLAB, principalmente da família 

Lactobacillaceae, a partir do ácido cítrico na rota metabólica do ácido tricarboxílico (TCA) 

(Dudley; Steele, 2005) justificando a variação (p < 0,05) de ácido cítrico no inverno (Tabela 3). 

As amostras de inverno apresentaram maior variação de ácidos orgânicos, diferindo 

das amostras de verão, as quais apresentaram maior variação de compostos voláteis (Tabela 4), 

muito provavelmente devido a fatores como variação da alimentação animal e condições 

climáticas no local de produção dos queijos (Pino et al., 2021). Por exemplo, foi detectada a 

presença de ácido cítrico e propiônico nessas amostras. O citrato também participa do ciclo de 

krebs, para a formação do ácido cítrico encontrado nas amostras de inverno (Matera et al., 

2018). Além disso, diversas bactérias produzem o ácido propiônico, sendo majoritariamente as 

bactérias do gênero Propionibacterium, mas também algumas espécies patogênicas, como 

Clostridium. A sua produção se dá a partir da fermentação do lactato com a utilização de 

aspartato como aceptor de elétrons, tendo como produtos da fermentação os ácidos propiônico, 

acético, succínico e dióxido de carbono (Castro, 2014; Fröhlich-Wyder et al., 2017). Alguns 

ácidos orgânicos também são importantes precursores de compostos voláteis que apresentam 

grande influência nas características sensoriais dos queijos (Bertuzzi et al., 2018). 
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Tabela 3. Ácidos Orgânicos do QCA. 

Amostras 

Ácidos Orgânicos 

Cítrico 

(g/100 g) 

Lático 

(g/100 g) 

Succínico 

(g/100 g) 

Acético/Butírico 

(g/100 g) 

Propiônico 

(g/100 g) 

S01 <LQ 0,145±0,015cA <LQ 0,027±0,006aA <LQ 

S07 <LQ 0,218±0,019bB <LQ 0,028±0,000aB <LQ 

S14 <LQ 0,184±0,004bcB <LQ 0,030±0,007aB <LQ 

S21 <LQ 0,364±0,019aB 0,023±0,001A 0,031±0,007aB <LQ 

W01 0,088±0,004a 0,024±0,003dB 0,010±0,000a 0,022±0,001dA 0,021±0,001a 

W07 0,090±0,002a 0,467±0,015cA 0,004±0,000c 0,041±0,001cA 0,022±0,001a 

W14 0,071±0,002b 0,856±0,016bA 0,007±0,000b 0,088±0,002bA <LQ 

W21 0,069±0,004b 1,046±0,127aA 0,007±0,000bB 0,106±0,006aA <LQ 

Resultados expressos como média ± desvio padrão. a-d Letras diferentes correspondem a diferenças significativas 
entre os tempos de maturação para uma mesma estação (p ≤ 0,05). A-B Letras diferentes correspondem a diferenças 
significativas entre as estações no mesmo tempo de maturação (p ≤ 0,05). S01 – 1 dia de maturação no verão. S07 
– 7 dias de maturação no verão. S14 – 14 dias de maturação no verão. S21 – 21 dias de maturação no verão. W01 
– 1 dia de maturação no inverno. W07 – 7 dias de maturação no inverno. W14 – 14 dias de maturação no inverno. 
W21 – 21 dias de maturação no inverno. LQ – Limite de quantificação. 

 

 

3.5 ANÁLISE DE COMPOSTOS VOLÁTEIS 

 

A análise de compostos voláteis, apresentada na Tabela 4, demonstrou a presença de 

38 compostos diferentes, classificados a partir do seu grupo funcional em álcoois (8), aldeídos 

(3), ácidos carboxílicos (5), ésteres (14), cetonas (7) e terpenos (1). Dos oito compostos 

encontrados do grupo dos álcoois, foram encontrados três álcoois secundários de cadeia linear, 

um álcool primário de cadeia ramificada, três álcoois secundários de cadeia ramificada e um 

álcool aromático (Tabela 4). O 3-metilbutanol foi o principal álcool presente, com maior 

porcentagem de área. No entanto, o seu comportamento foi estável até o dia 14 de maturação, 

com aumento no dia 21 de maturação no inverno, representando mais de 60% do total de 

compostos voláteis presentes na amostra W21. Este álcool ramificado pode ser derivado da 

redução do 3-metilbutanal, aldeído principal das amostras de inverno, o qual é formado a partir 

do aminoácido leucina, na reação de Strecker, promovendo a liberação de aromas de malte e 

manteiga no queijo (Teter et al., 2020; Wolf et al., 2010). O 2,3-butanediol, segundo álcool 

majoritário nas amostras de verão, é um produto do metabolismo da lactose e citrato por meio 

das BAL (Kilcawley, 2017). 

Nas amostras de verão, o 2-metilpropanal foi o aldeído majoritário, sendo um dos 

principais compostos de odores ativos do queijo, produzido a partir da transaminação do 
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aminoácido valina (Ianni et al., 2020; Manzo et al., 2019; Marilley, 2004; Wolf et al., 2010). 

Enquanto isso, em relação aos resultados de ácidos carboxílicos obtidos no período de verão 

(Tabela 4), os maiores valores de área foram obtidos no dia 21 de maturação, com ácidos 

carboxílicos de cadeia linear e curta (C4 - C10). Nas amostras de inverno, os ácidos carboxílicos 

apresentaram uma redução após o dia 7 de maturação. Estes resultados se correlacionam com a 

presença dos ácidos graxos C4:0 (butanóico/butírico) e C6:0 (hexanóico/capróico) (Tabela 2). 

Estes dois ácidos graxos são responsáveis pelos odores fortes do queijo, apresentando tendência 

de aumento ao longo da maturação (Ianni et al., 2020). O aumento destes ácidos graxos se deve 

a autólise que ocorre nas SLAB, como Lactococcus (Figura 1b), que promove a liberação de 

enzimas lipolíticas, as quais quebram os triacilgliceróis, liberando estes ácidos graxos de cadeia 

curta (Collins et al., 2003). Além das SLAB, algumas espécies de fungos também são 

responsáveis pela formação de ácidos carboxílicos, como o gênero Geotrichum encontrados nas 

amostras de QCAs (Figura 1d) (Bertuzzi et al., 2018). Os valores detectados para ácido acético 

não apresentaram diferenças (p > 0,05) (Tabela 4) entre as estações no dia 21 de maturação, 

diferente do que aconteceu na análise de ácidos orgânicos, que apresentou diferença (p < 0,05) 

(Tabela 3). Na análise de ácidos orgânicos, os ácidos acéticos e butírico não foram passíveis de 

separação, o que pode justificar a diferença de resultados entre as análises.  

No QCA de verão foi encontrada uma variedade de ésteres, com predomínio de 

acetatos no início da maturação e ésteres de ácidos graxos a partir do dia 14 de maturação. Os 

ésteres etílicos apresentaram um aumento ao longo da fermentação do QCA. Delgado et al. 

(2010) afirma que a produção destes ésteres é realizada pelas BAL, que aumentam o seu número 

de células ao longo do tempo.  No inverno, os ésteres apresentaram a tendência de redução da 

sua concentração, sendo identificados apenas três compostos. O acetato de etila e o éster etílico 

do ácido butanóico encontrados são formados pelos OA acético e butírico (butanóico) (Tabela 

3) (Natrella et al., 2020). O éster etílico do ácido butírico apresentou mesmo comportamento 

que o seu ácido carboxílico, de redução ao longo da maturação (Tabela 3). 

De forma geral, as cetonas apresentaram um comportamento de redução da sua 

concentração ao longo do período de maturação. Estes componentes apresentam baixos limiares 

de percepção, promovendo grande contribuição na formação de aroma do QCA (Karali et al., 

2013). Segundo a literatura a acetoína, componente que promove o sabor cremoso e 

amanteigado do queijo, está presente apenas no período inicial da maturação, sendo 

posteriormente oxidada em 2,3-butanodiona (diacetil) (Matera et al., 2018; Teter et al., 2020), 

justificando sua maior área no início da maturação, e a quase inexistência no dia 21 de 

maturação, nos queijos de inverno e também a presença de 2,3-butanodiona após o dia 14 de 
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maturação do verão. Enquanto isso, a 2-heptanona foi a cetona predominante no início da 

fermentação do QCA no verão. Este composto está presente no queijo devido a alimentação 

animal com pastagens (Kilcawley et al., 2018), assim como o α-pineno, terpeno encontrado nos 

queijos de verão que promove notas de pinho, é proveniente da alimentação do animal com 

forragens e pastagens naturais (Kalač, 2011; Serrapica et al., 2020). 
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Tabela 4. Compostos Voláteis do QCA. 

Compostos 
Voláteis 

Área (%) 
S01 S07 S14 S21 W01 W07 W14 W21 

Álcoois 
2-Butanol - - - 15,073±0,728 - - - - 
3-Metilbutanol 11,119±0,029aA 8,068±0,536abA 4,987±1,992bB - 12,553±0,721bA 13,678±3,785bA 18,508±0,212bA 65,706±13,320a 
3-Metil-3-buten-2-
ol - - - - - 0,157±0,000 - - 

3-Metil-2-butanol - - - - - 0,597±0,000b - 0,660±0,000a 
2,3-Butanediol 1,209±0,000a 0,942±0,439a 0,678±0,383a - - - - - 
2-Heptanol - - - - 0,506±0,000 - - - 
2,6-Dimetil-4-
heptanol - - - - 0,241±0,104 - - - 

Álcool Feniletílico 0,786±0,154a 0,344±0,154ab 0,154±0,000b - - - - 2,145±0,799 
Aldeídos 
2-Metilpropanal - - 16,888±0,000 - - - - - 
3-Metilbutanal - - - - 0,757±0,652a - 1,099±0,000a 1,073±0,074a 
Benzeno 
Acetaldeído - - - 0,144±0,000 - - - - 

Ácidos Carboxílicos 
Ácido Acético - - - 7,013±2,558A - 9,291±1,405b 19,082±3,508a 7,975±0,000bA 
Ácido Butanóico - 0,525±0,429bA 0,740±0,543b 10,452±0,139a 8,685±2,165a 6,492±7,464aA -  
Ácido 3-
Metilbutanóico - 1,336±0,151a 0,560±0,045b 0,840±0,045bA - - - 0,175±0,041B 

Ácido Hexanóico - 0,108±0,000cA 0,970±0,000b 6,907±0,240a 18,163±1,767a 6,625±8,681aA - - 
Ácido Octanóico - - - - 0,636±0,300 - - - 
Ésteres 
Acetato de Etíla 5,202±0,023aB 14,078±10,882aA 6,702±0,000a - 11,317±0,945aA 5,455±0,813bA - - 
Acetato de 
Isopropila - - - 4,413±0,000 - - - - 

Acetato de Sec-
Butila - 2,174±0,051b 10,104±0,000a 1,530±0,156c - - - - 

Acetato de Isobutila - 1,798±0,036 - - - - - - 
Ácido Butanóico, 
Éster Etílico 1,110±0,000bB - 0,498±0,000cB 2,695±0,120aA 8,298±0,627aA 5,604±0,302b 1,847±0,078cA 1,700±0,375cA 

Acetato de Isoamila 1,782±0,380b 2,955±0,055a 1,843±0,000b - - - - 0,232±0,044 
Acetato de 2-
Metilbutila - - 0,969±0,000 - - - - - 
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Ácido Butanóico, 
Éster Propílico - - - 0,313±0,002 - - - - 

Ácido Butanóico, 
Éster 1-
Metilpropílico 

- - 0,141±0,007a 0,135±0,020a - - - - 

Ácido Hexanóico, 
Éster Etílico 0,584±0,006c 1,025±0,030bc 1,411±0,060b 3,128±0,226a - - - - 

Ácido Hexanóico, 
Éster Propílico - - 0,056±0,000 - - - - - 

Ácido Octanóico, 
Éster Etílico - 0,159±0,018b 0,228±0,072b 0,513±0,044a - - - - 

Ácido Acético, 
Éster 2-Feniletílico - 0,157±0,042a 0,360±0,299a - - - - - 

Ácido Decanóico, 
Éster Etílico - - - 0,192±0,020 - - - - 

Cetonas 
2,3-Butanodiona - - 4,332±0,000a 3,982±0,000b - - - - 
2-Butanona - - 2,417±0,120 - - - - - 
Acetoína - - - - 15,045±0,232a 10,850±0,942b 2,630±1,066c 0,297±0,000c 
2-Heptanona 3,779±0,623aA 4,404±1,756aA 1,217±0,002a 2,286±0,083a 1,563±0,048aB 0,363±0,189bA - - 
5-Metil-2-hexanona - 0,806±0,000 - - - - - - 
8-Nonen-2-ona 0,054±0,000a 0,127±0,027a - - - - - - 
2-Nonanona 1,182±0,001aA 0,869±0,025bA 0,324±0,089c 0,288±0,009c 0,446±0,140aB 0,056±0,000aB - - 
Terpenos 
α-Pineno - 0,040±0,022a 0,085±0,000a - - - - - 
Compostos Não-
identificados 74,380±2,512aA 60,541±8,395aA 64,504±14,143aA 44,364±1,931aA 22,043±5,009aB 41,236±22,705aA 57,384±1,955aA 24,503±7,499aA 

Resultados expressos como média ± desvio padrão. a-d Letras diferentes correspondem a diferenças significativas entre os tempos de maturação para uma mesma estação (p ≤ 
0,05). A-B Letras diferentes correspondem a diferenças significativas entre as estações no mesmo tempo de maturação (p ≤ 0,05). S01 – 1 dia de maturação no verão. S07 – 7 
dias de maturação no verão. S14 – 14 dias de maturação no verão. S21 – 21 dias de maturação no verão. W01 – 1 dia de maturação no inverno. W07 – 7 dias de maturação no 
inverno. W14 – 14 dias de maturação no inverno. W21 – 21 dias de maturação no inverno. (-) – Não detectado. 
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3.6 ANÁLISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) 

 

A fim de comparar as composições taxonômicas de bactérias (Figuras 1A, 1B) e 

fungos (Figuras 1C, 1D), a análise de PCA utilizou de 8 amostras (S01, S07, S14 S21, W01, 

W07, W14, W21) e 75 descritores como variáveis de entrada (ecologia bacteriana, ecologia 

fúngica, análises físico-químicas, perfil de ácidos graxos, análise de ácidos orgânicos e 

composição de compostos voláteis). A PCA sugeriu considerar os três primeiros componentes 

principais (CP) (CP1, CP2 e CP3), sendo responsáveis por explicar 82,96% de variância em 

relação a ecologia bacteriana e 78,47% de variância em relação a ecologia fúngica. Observando 

a Figura 1A, as amostras de queijo podem ser divididas em três grupos, tendo o primeiro grupo 

associado as amostras W01 e W07, as quais apresentaram elevados escores positivos (Tabela 

5) em CP1 e CP2. Estas amostras estão na fase inicial de maturação, o que justifica a sua 

associação aos gêneros de bactérias deteriorantes associados, além da composição físico-

química, ácidos graxos de cadeia curta também relacionados ao éster etílico de ácido butírico e 

ao ácido butírico e aos ácidos orgânicos propiônico e cítrico. O segundo grupo está associado 

as amostras W14 e W21, as quais apresentaram escores positivos em CP1 e negativos em CP2 

(Tabela 5), com um período de maturação mais avançado, correspondendo a sua correlação 

com bactérias do gênero Leuconostoc, que promovem a fermentação lática, resultando também 

em uma relação com o ácido lático, além de succínico, acético, e o sódio, que concentra ao 

longo da fermentação do queijo. Este grupo também apresentou relação com ácidos graxos de 

cadeia curta e média, com destaque para os ácidos mirístico e palmítico. Já o grupo 3 é associado 

aos queijos de verão (S01, S07, S14, S21), com escores negativos de CP1 na Tabela 5, 

apresentando relação entre as bactérias ácido láticas, a sua fermentação e consequente valores 

de acidez, teor de gordura e processos de lipólise relacionados aos ácidos graxos insaturados e 

ésteres voláteis. Observando a Figura 1B, os resultados são divididos em dois grupos associados 

ao tempo de maturação das amostras. O primeiro grupo, com valores positivos de CP2 é 

referente aos queijos com maturação em fase inicial, referentes as amostras S01, S07, S14, W01 

e W07, associados a presença de bactérias com gêneros considerados deteriorantes, além da 

composição físico-química e de ácidos graxos de cadeia curta e insaturados, relacionados a 

matéria-prima utilizada na fabricação dos queijos. Já o segundo grupo está associado a queijos 

com 14 e 21 dias de maturação (W14, W21 e S21), às bactérias ácido láticas e aos produtos da 

fermentação, provenientes principalmente das reações de lipólise e proteólise ocorridas ao 

longo da maturação, com destaque para os compostos voláteis e acidez das amostras. 
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A análise dos componentes principais realizada em relação a ecologia fúngica das 

amostras de queijos está apresentada nas Figuras 1C, 1D. Na Figura 1C, os resultados foram 

divididos em três grupos, tendo o primeiro grupo composto pelas amostras de queijo produzidos 

no inverno (W01, W07, W14 e W21) associados a escores positivos de CP1 e CP2 (Tabela 5). 

Os dados encontrados neste grupo mostraram uma relação entre as leveduras obtidas nos 

queijos de inverno que auxiliam na fermentação ácido lática e nas transformações bioquímicas 

e sensoriais dos queijos durante a maturação com a composição físico-química das amostras, a 

composição de ácidos graxos saturados, com destaque para os AGs de cadeia curta e os ácidos 

palmítico e mirístico, além dos ácidos orgânicos e alguns ácidos carboxílicos voláteis 

provenientes da lipólise. Já o grupo dois é composto por queijos de verão com 1 e 7 dias de 

maturação (S01 e S07). Este grupo explicou a relação entre fungos participantes da fermentação 

inicial dos queijos, com elevadas abundâncias na amostra S01, com os ácidos graxos 

insaturados. Essa relação, semelhante a observada na Figura 1B, se dá devido a composição 

inicial da matéria-prima, que apresenta uma concentração de AGs insaturados e a microbiota 

iniciadora da fermentação. Já o grupo três relaciona os dados de caracterização com os queijos 

entre 14 e 21 dias de maturação no verão (S14, S21), apresentando uma relação entre fungos 

não iniciadores de fermentação com reações bioquímicas ocorridas nos lipídios presentes nas 

amostras. Já a Figura 1D pode ser dividida em quatro grupos distintos, sendo o primeiro 

associado a amostra W01, com escores positivos de CP1 e CP2 (Tabela 5), explicando a relação 

entre leveduras do gênero Kluyveromyces, associadas ao início da fermentação, com a 

composição de ácidos graxos insaturados e a composição físico-química, com destaque para a 

os teores de umidade e Aw. Esta relação é relacionada à composição do leite utilizado e as 

condições de processo, referentes a prensagem da coalhada. O segundo grupo está associado as 

amostras de verão S01 e S07, explicando uma relação entre os gêneros Diutina e Geotrichum e 

a composição de ácidos graxos de cadeia curta, isto também oriundo principalmente da matéria-

prima utilizada, visto que as amostras são do período inicial de maturação. O grupo três 

apresenta a relação entre as amostras W07, S14 e S21 relacionando a maioria dos gêneros 

fúngicos com a formação de compostos voláteis oriundos das reações bioquímicas ocorridas na 

fermentação. Já o grupo quatro é referente as amostras W14 e W21. Este grupo explica a relação 

entre o gênero Debaryomyces com o processo de fermentação do queijo, a partir dos resultados 

de acidez, composição de ácidos orgânicos lático, acético, butírico e os processos de lipólise 

relacionados a composição lipídica das amostras. 
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Tabela 5. Correlação entre as variáveis e fatores na análise de PCA. 

Fatores 
Ecologia Bacteriana 

Fatores 
Ecologia Fúngica 

CP1 CP2 CP3 CP1 CP2 CP3 

Umidade 0,725 0,241 0,631 Umidade 0,690 0,693 0,074 

Aw 0,247 0,718 0,537 Aw 0,225 0,785 0,529 

Proteínas 0,156 0,101 0,893 Proteínas 0,111 0,797 -0,082 

Lipídios -0,701 -0,262 -0,470 Lipídios -0,666 -0,544 -0,111 

Lipídios em MS 0,345 0,126 0,575 Lipídios em MS 0,318 0,581 0,005 

Cinzas -0,615 -0,256 0,656 Cinzas -0,654 0,506 -0,432 

K 0,928 0,012 -0,138 K 0,918 -0,171 0,095 

Na 0,691 -0,323 0,458 Na 0,662 0,343 -0,442 

Ca -0,841 0,298 0,225 Ca -0,838 0,280 0,236 

Mg 0,706 0,258 -0,350 Mg 0,743 -0,123 0,339 

Acidez -0,788 -0,341 -0,111 Acidez -0,807 -0,335 -0,291 

pH 0,415 0,871 0,216 pH 0,389 0,470 0,783 

C4:0 -0,277 0,204 0,825 C4:0 -0,352 0,682 0,020 

C6:0 0,773 0,085 0,547 C6:0 0,718 0,476 -0,035 

C8:0 0,921 0,007 0,332 C8:0 0,884 0,288 -0,057 

C10:0 0,992 -0,039 0,095 C10:0 0,977 0,097 -0,048 

C11:0 -0,860 -0,019 -0,448 C11:0 -0,837 -0,421 0,059 

C12:0 0,998 -0,041 -0,001 C12:0 0,991 0,023 -0,028 

C14:0 0,995 -0,075 -0,037 C14:0 0,992 -0,011 -0,057 

C14:1 0,777 0,071 -0,159 C14:1 0,775 0,014 0,035 

C15:0 -0,938 0,063 -0,283 C15:0 -0,917 -0,235 0,096 

C15:1 -0,202 0,056 -0,790 C15:1 -0,182 -0,699 0,202 

C16:0 0,988 -0,088 -0,125 C16:0 0,993 -0,099 -0,040 

C16:1 0,984 -0,162 -0,015 C16:1 0,988 0,000 -0,146 

C17:0 -0,968 0,116 0,219 C17:0 -0,981 0,185 0,044 

C17:1 -0,934 0,084 0,324 C17:1 -0,955 0,279 -0,023 

C18:0 -0,979 0,112 0,154 C18:0 -0,987 0,113 0,067 

C18:1n-9 -0,995 0,078 0,035 C18:1n-9 -0,992 0,022 0,053 

C18:2n-6t -0,955 0,107 0,256 C18:2n-6t -0,973 0,193 0,038 
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C18:2n-6 -0,648 0,329 0,255 C18:2n-6 -0,650 0,252 0,307 

C18:3n-3 -0,944 0,109 0,226 C18:3n-3 -0,969 0,146 0,045 

C20:0 -0,989 -0,011 -0,109 C20:0 -0,977 -0,156 0,019 

C18:2c9t11 
(CLA) + C20:1 -0,985 0,071 -0,110 C18:2c9t11 

(CLA) + C20:1 -0,977 -0,108 0,073 

Ácido Cítrico 0,975 0,057 -0,201 Ácido Cítrico 0,984 -0,125 0,120 

Ácido Lático 0,465 -0,869 -0,057 Ácido Lático 0,486 -0,295 -0,801 

Ácido Succínico 0,022 -0,120 -0,510 Ácido Succínico -0,001 -0,722 0,088 

Ácido 
Acético/Butírico 

0,518 -0,844 0,021 Ácido 
Acético/Butírico 0,540 -0,171 -0,810 

Ácido Propiônico 0,617 0,704 -0,253 Ácido Propiônico 0,613 -0,043 0,764 

3-Metilbutanol 0,539 -0,569 0,131 3-Metilbutanol 0,548 0,024 -0,564 

Ácido Acético 0,498 -0,637 -0,157 Ácido Acético 0,511 -0,375 -0,554 

Ácido Butanóico 0,088 0,503 -0,555 Ácido Butanóico 0,066 -0,557 0,692 

Ácido Hexanóico 0,368 0,711 -0,413 Ácido Hexanóico 0,350 -0,235 0,817 

Acetato de Etila -0,167 0,727 -0,015 Acetato de Etila -0,168 0,355 0,607 

Ácido Butanóico, 
Éster Etílico 

0,651 0,618 -0,304 Ácido Butanóico, 
Éster Etílico 0,634 -0,160 0,712 

Ácido Hexanóico, 
Éster Etílico 

-0,812 -0,054 -0,345 Ácido Hexanóico, 
Éster Etílico -0,816 -0,499 0,075 

Acetoína 0,684 0,676 -0,259 Acetoína 0,679 -0,030 0,725 

2-Heptanona -0,672 0,362 0,381 2-Heptanona -0,721 0,436 0,197 

Acinetobacter 0,557 0,152 -0,222 Bremia 0,403 -0,105 0,343 

Aeromonas 0,382 0,661 0,506 Clavispora -0,620 -0,004 0,044 

Citrobacter 0,203 0,818 0,391 Debaryomyces 0,563 -0,032 -0,430 

Enterobacter -0,758 0,031 -0,335 Diutina -0,597 0,634 -0,040 

Enterococcus -0,368 0,321 -0,292 Fusarium -0,133 -0,520 0,512 

Escherichia -0,514 0,153 0,437 Galactomyces -0,599 -0,043 0,062 

Klebsiella -0,040 0,761 -0,426 Geotrichum -0,529 0,783 -0,047 

Lactobacillaceae -0,850 -0,063 -0,503 Kluyveromyces -0,427 0,606 0,210 

Lactococcus -0,723 -0,425 0,340 Kodamaea -0,478 -0,633 0,059 

Lelliottia 0,792 -0,589 -0,054 Kurtzmaniella 0,793 -0,132 0,151 

Leuconostoc 0,355 -0,829 0,046 Moniliella -0,461 -0,633 0,060 

Pantoea 0,312 0,781 -0,383 Penicillium -0,370 -0,685 0,137 



102 

 

Rahnella 0,959 -0,211 -0,147 Rhodotorula 0,693 -0,033 0,353 

Raoultella 0,422 0,878 -0,099 Trichosporon -0,530 0,655 -0,050 

Aw – Atividade de água. MS – Matéria Seca.  

 

Figura 2. Análise dos Componentes Principais (PCA) relacionando os resultados de ecologia 

bacteriana (A, B) e ecologia fúngica (C, D) com as análises físico-químicas e químicas 

realizadas no Queijo Colonial Artesanal (QCA). 

 
 

 

 

 

 



103 

 

4. CONCLUSÃO 

 

Os dados reportados contribuem para a descrição dos padrões de identidade e 

qualidade relacionados ao queijo colonial artesanal, além de promoverem discussões a respeito 

da sua ecologia microbiana e as complexas reações bioquímicas que ocorrem durante o seu 

processo de maturação durante as variações sazonais. As amostras de QCA analisadas 

apresentaram influência da sazonalidade em seus resultados físicos, químicos e 

microbiológicos. Para isso, as bactérias ácido láticas e leveduras apresentaram grande 

contribuição na maturação dos queijos, com impacto na formação de aromas, acidificação e 

composição de AGs. Estes dados em conjunto podem levantar a discussão sobre as 

características específicas para queijos dessa região, auxiliando na caracterização das amostras 

para possíveis estudos de indicação geográfica do produto. 
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Queijo Colonial Artesanal Como Fonte de Bactérias Ácido Láticas Potencialmente 
Probióticas: Ensaios de Funcionalidade e Segurança 

 
Artisanal Colonial Cheese as a Source of Potentially Probiotic Lactic Acid Bacteria: 

Functionality and Safety Assays 
 

 

RESUMO 

O queijo colonial artesanal (QCA) é produzido a partir do leite cru bovino, conservando a sua 
microbiota nativa durante a maturação. O principal grupo de microrganismos que atua na 
maturação do QCA são as bactérias ácido láticas (BAL), sendo geralmente seguras para o 
consumo humano, tendo diversas espécies consideradas probióticas. No entanto, para serem 
consideradas probióticas, as bactérias precisam ser caracterizadas quanto a sua morfologia, 
funcionalidade e segurança. Foram isoladas 10 BAL de QCA produzidos por dois diferentes 
produtores, com tempos de maturação de 14 e 21 dias, e realizadas análises de identificação por 
microscopia, métodos bioquímicos e identificação genotípica através do gene 16s rRNA. 
Também foram realizadas análises de auto-agregação e hidrofobicidade por espectrofotometria 
e sobrevivência ao sistema gastrointestinal in vitro para avaliar a capacidade de colonização.  
Os ensaios de segurança e potencial tecnológico foram realizados avaliando a produção de 
gelatinase, mucinase, lipase e hemolisina e, também, a atividade antimicrobiana pelo método 
de Concentração Inibitória Mínima (CIM) com 7 diferentes antibióticos de uso comum e 
hospitalar. As cepas isoladas eram Gram-positivas, catalase negativas, identificadas como 
Lacticaseibacillus casei (5 isolados), Lactiplantibacillus plantarum (3 isolados), 
Levilactobacillus brevis (1 isolado) e Pediococcus acidilactici (1 isolado). Todas as 10 cepas 
apresentaram alta contagem de bactérias e alta taxa de sobrevivência após a simulação 
gastrointestinal, além de altas porcentagens de auto-agregação e hidrofobicidade, estando de 
acordo com o esperado para garantir a sua adesão no hospedeiro e consequente proteção frente 
a patógenos. As análises de segurança apresentaram ausência da produção de hemolisina, 
mucinase e gelatinase, considerados fatores de virulência indesejáveis em probióticos. Também 
se apresentaram sensíveis a, no mínimo, duas classes distintas de antimicrobianos. Dois 
isolados apresentaram potencial tecnológico com atividade lipolítica. Diante dos resultados 
encontrados, todos os isolados foram considerados como cepas com potencial probiótico. 
 

Palavras-chave: Atividade lipolítica; Fatores de virulência; Gene 16s rRNA; Propriedades de 

adesão; Queijo de leite cru; Susceptibilidade a antibióticos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os queijos brasileiros refletem os aspectos históricos e sociais da sua região e 

produtores, recebendo o nome da localidade de produção devido a sua história e relevância 

econômica. A região sul do Brazil apresenta alguns queijos tradicionais, com destaque para os 

queijos Colonial e Serrano (Kamimura et al., 2019). O queijo colonial artesanal (QCA) é 

oriundo de produtores de descendência europeia, principalmente Portugal, Itália e Alemanha, 

os quais colonizaram as regiões dos estados do sul do país, denominando de “colônias” os 

espaços de terras e coloniais os alimentos produzidos (Penna et al., 2021). O QCA, assim como 

outros queijos artesanais, é produzido a partir do leite cru, conservando a sua microbiota 

diversa, que inclui microrganismos patogênicos e deteriorantes, inibidos durante a maturação 

por meio das bactérias ácido láticas (BAL) (Degenhardt et al., 2023). 

As BAL podem atuar no queijo como culturas iniciadoras e não-iniciadoras, durante a 

fermentação do produto, sendo consideradas seguras para o consumo humano. Dentre as BAL, 

diversas cepas são utilizadas como microrganismos probióticos (Mohammed; Çon, 2021). Hill 

et al. (2014) definem como probióticos “microrganismos vivos que, quando administrados em 

quantidades adequadas, conferem benefícios a saúde do hospedeiro”. Esse grupo de 

microrganismos é representado principalmente por bactérias da família Lactobacillaceae e do 

gênero Bifidobacterium e tem como principais benefícios o aumento da imunidade, regulação 

da microbiota e trânsito intestinal, produção de ácidos e ácidos graxos de cadeia curta, exclusão 

competitiva de patógenos, além de outros efeitos espécie ou cepa-específicos (Hill et al., 2014; 

Lopes et al., 2023). 

No entanto, para que as BAL possam ser consideradas probióticas, as mesmas devem 

ser capazes de sobreviver em condições baixas de pH, alcançando o intestino, seu local de ação, 

viáveis (Lakhlifi et al., 2023). Além disso, elas devem ser capazes de aderir a mucosa intestinal, 

não transferir resistência a antibióticos ou fatores de virulência (Papadimitriou et al., 2015). A 

partir do exposto, este estudo teve como objetivo isolar, identificar e caracterizar bactérias ácido 

láticas do QCA para avaliar se as mesmas se enquadram como culturas potencialmente 

probióticas. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1. AMOSTRAS 

 

As amostras de Queijo Colonial Artesanal (QCA) foram preparadas com leite cru e 

maturadas por 21 dias em duas propriedades da região sul do Brazil (região oeste de Santa 

Catarina – Seara/SC). Os produtores (CF e RG) foram selecionados considerando a organização 

previa do local, possuindo uma queijaria localizada nas propriedades. Foram coletadas oito 

diferentes amostras, sendo quatro de cada produtor, com tempos de maturação de 1, 7, 14 e 21 

dias. As amostras de QCA coletadas nas propriedades foram transportadas em sob refrigeração 

(7 °C) em uma caixa térmica com gelo reutilizável, na sua embalagem original, sendo mantidas 

sob congelamento (-18°C) até a realização do isolamento das colônias. Considerando a 

seletividade de microrganismos que ocorre durante a maturação dos queijos, optou-se por isolar 

as bactérias ácido láticas apenas das amostras com 14 e 21 dias de maturação, a fim de reduzir 

o isolamento de bactérias não ácido láticas que poderiam estar presentes na matriz. 

 

 

2.2. ISOLAMENTO DE CEPAS DE BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS 

 

As cepas com potencial probiótico foram isoladas em ágar MRS após diluição seriada 

das amostras de queijo de 14 e 21 dias de maturação e inoculação em profundidade com 

sobrecamada. A partir das espécies isoladas foram selecionadas aquelas com características de 

bactérias ácido láticas (BAL), como Gram-positivas, em forma de bacilos ou cocos e catalase-

negativas a partir da metodologia descrita por Tanaka et al. (2023). Uma colônia de cada cepa 

foi corada com kit de coloração de Gram, de acordo com as instruções do fabricante (LaborClin, 

Pinhais, BR). A morfologia e coloração das bactérias foram analisadas em microscópio óptico. 

Para o teste de catalase, 10 µL de peróxido de hidrogênio 3% foram adicionados sobre a cultura 

espalhada em lâmina de vidro, de modo que a formação de bolhas indicou catalase positiva. 
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2.3. ENSAIOS DE IDENTIDADE 

 

 

2.3.1. Identificação Genotípica 

 

A identificação de bactérias foi realizada utilizando o sequenciamento de alto 

desempenho das regiões V3/V4 do gene 16S rRNA. O preparo das bibliotecas seguiu um 

protocolo proprietário (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil).  Foi realizada a 

amplificação com primers para região V3-V4 do gene 16S rRNA, 341F 

(CCTACGGGRSGCAGCAG) (Wang; Quian, 2009) e 806R 

(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (Caporaso et al., 2012). As bibliotecas foram 

sequenciadas utilizando o equipamento MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., USA). O 

sequenciamento realizado foi paired-end utilizando o kit V3 com 600 ciclos. As análises do 

sequenciamento foram realizadas utilizando o pipeline Sentinel (Neoprospecta Microbiome 

Technologies, Florianópolis, SC, BR) seguindo as pesquisas de Altschul et al. (1990), Andrews 

(2010), Cock et al. (2009) e Masella et al. (2012). As sequencias de DNA obtidas foram 

comparadas com a database Sentinel (Quast et al., 2013) e Greengenes (DeSantis et al., 2006). 

 

 

2.3.2. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

A morfologia das cepas bacterianas foi visualizada com a utilização do microscópio 

eletrônico de varredura (MEV, JSM 6390 LV, Jeol, Tokio, Japain), utilizando a metodologia 

de Silva et al. (2017) como referência. As cepas bacterianas foram previamente cultivadas em 

caldo MRS por 24 horas a 37 ºC, lavadas duas vezes com solução salina 0,85%, centrifugadas 

a 4000 x g por 10 minutos e o sobrenadante retirado. Posteriormente as cepas foram congeladas 

a –18 ºC por 24 h e liofilizadas. Após secas, as cepas foram grudadas individualmente em stubs, 

com auxílio de fita carbono e revestidas com uma fina camada de ouro com um revestidor de 

pulverização catódica a vácuo (Leica, EM SCD 500, Wetzlar, DE). Foi utilizada voltagem de 

aceleração de 8 kV, ampliação de 6.000x, 7.500x e 10.000x e distância de 1 µm e 2µm. 
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2.4. ENSAIOS DE COLONIZAÇÃO NO HOSPEDEIRO 

 

 

2.4.1. Sobrevivência ao Sistema Gastrointestinal In Vitro 

 

A avaliação da sobrevivência em condições gastrointestinais simuladas in vitro foi 

realizada em duplicata para as BAL isoladas, simulando as condições típicas predominantes na 

boca, estômago e intestino (Tabela 1), conforme proposto por Brodkorb et al. (2019). 

Primeiramente, 1 mL das culturas bacterianas em contagem aproximada de 8 log UFC/mL, 

seguindo a escala de McFarland 0,5 foram distribuídas em tubos de ensaio estéreis. 

 

Tabela 1. Simulação das condições gastrointestinais para avaliação da resistência de cepas 
ácido láticas. 

Etapa Condições simuladas 

Fase Oral 

Mistura da cultura com SSF (1:1) 

Inclusão do CaCl2 (1,5 mM em SSF) 

Adição da amilase salivar (75 U/mL) 

Incubação em agitação (2 min, 37°C, pH 7,0) 

Fase Gástrica 

Mistura do bolo oral com SGF (1:1) 

Inclusão do CaCl2 (0,15 mM em SGF) 

Adição de pepsina (2000 U/mL) 

Incubação em agitação (2 h, 37°C, pH 3,0) 

Fase Intestinal 

Mistura do bolo gástrico com SIF (1:1) 

Adição da bile (10 mM de sais biliares) 

Inclusão do CaCl2 (0,6 mM em SIF) 

Adição de pancreatina (atividade da tripsina de 100 U/mL) 

Incubação em agitação (2 h, 37°C, pH 7,0) 

Fonte: Brodkorb et al. (2019). 
SGF: fluido gástrico simulado; SIF: fluido intestinal simulado; SSF: fluido salivar simulado.  
 
Foram realizados ajustes de pH com adição de NaOH 0,1 M ou HCl 0,1 M. A 

temperatura foi mantida em 37±1°C e a intensidade dos movimentos peristálticos foi simulada 

em banho-maria dubnoff digital (Modelo NI 1232, Nova Instruments, Piracicaba, SP) com 

agitação variável (Zoldan et al., 2023). Antes do uso, as soluções enzimáticas foram preparadas 

e esterilizadas por filtração utilizando filtro de membrana de 0,22 mm (MF-Millipore, Billerica, 

MA, USA). Após a esterilização, todas as soluções foram mantidas em banho de gelo até o uso 

nas condições gastrointestinais simuladas. Após, todas as amostras foram submetidas à 

contagem de células viáveis, sendo inoculadas em duplicata em profundidade com sobrecamada 
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no ágar MRS e incubadas por 72 horas a 37±1°C. Após a incubação as colônias foram contadas, 

e o resultado expresso em log unidades formadoras de colônias por mL (Log UFC/mL). Foi 

realizado o cálculo da taxa de sobrevivência das bactérias (%), conforme descrito por Camelo-

Silva et al. (2022), de acordo com a equação (1). 

 

𝑇𝑎𝑥𝑎 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑣𝑖𝑣ê𝑛𝑐𝑖𝑎 (%) = (𝑁ଵ/𝑁଴)𝑥100          (1) 

 

onde N1 é a contagem de células viáveis após as etapas de condições gastrointestinais 

simuladas in vitro (log UFC/mL), e N0 é a contagem inicial de células viáveis (log UFC/mL). 

 

 

2.4.2. Teste de Auto-Agregação 

 

A determinação da auto-agregação foi realizada seguindo a metodologia de Yasmin et 

al. (2020). As cepas isoladas foram cultivadas em caldo MRS por 18 horas a 37°C, 

posteriormente foram separadas por centrifugação a 4000 rpm por 10 minutos, lavadas duas 

vezes e suspensas em tampão fosfato salino (pH 7,4) para produzir uma amostra com densidade 

óptica de 0,5 (A0) a 600 ηm. Em seguida, 2 mL das culturas foram incubadas a 37°C por 3, 6 e 

24 horas. Após os respectivos tempos, foi realizada a medição de OD (At). A porcentagem de 

auto-agregação foi expressa, segundo a equação (2). 

 

𝐴𝑢𝑡𝑜 − 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎çã𝑜 (%) = ቀ1 − ஺೟
஺బ

ቁ 𝑥 100       (2) 

 

 

2.4.3. Teste de Hidrofobicidade 

 

O teste de hidrofobicidade foi realizado por meio da adesão bacteriana a 

hidrocarbonetos (BATH), seguindo a metodologia de Farid et al. (2021). Os isolados foram 

cultivados em caldo MRS por 24 horas a 37°C e as células foram colhidas por centrifugação a 

4000 x g por 15 min. Após, as células foram lavadas duas vezes com tampão fosfato salino (pH 

7,4) e ressuspensas na mesma solução com absorbância de 0,7 a 600 ηm (ODinicial). Um volume 

de 3 mL da suspensão foi transferido para um tubo de ensaio e misturado com 1,0 mL de 

diclorometano, sendo posteriormente incubado por 10 minutos a 37 °C. Após o período de 
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incubação, a mistura foi agitada por 30 s em vórtex e incubada novamente por 1 hora a 37 °C, 

para separação de fases. A absorbância da fase aquosa foi medida a 600 ηm (ODfinal) e a 

hidrofobicidade da superfície celular foi calculada utilizando a equação (3). 

 

𝐻𝑖𝑑𝑟𝑜𝑓𝑜𝑏𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (%) = ቀ
ை஽೔೙೔೎೔ೌ೗ିை஽೑೔೙ೌ೗

ை஽೔೙೔೎೔ೌ೗
ቁ 𝑥100        (3) 

 

 

2.5. ENSAIOS DE SEGURANÇA 

 

 

2.5.1. Atividade Hemolítica e Produção de Gelatinase 

 

Para a análise da atividade hemolítica e produção de gelatinase, as cepas foram 

cultivadas em caldo MRS por 18 h a 37°C. A avaliação da atividade hemolítica das cepas 

isoladas foi realizada de acordo com Margalho et al. (2020). Após cultivo em caldo, as culturas 

foram estriadas em ágar sangue (ágar triptona de soja com 5% de sangue de carneiro, LaborClin, 

Pinhais, BR), e novamente incubados a 37°C por 48 horas. Os isolados que exibiram halos 

esverdeados ao redor das colônias (α-hemólise) foram classificados como com hemólise 

parcial, não produziram halos de inibição (γ-hemólise) foram classificados como não-

hemolíticos. Isolados que produziram halos brilhantes ao redor das colônias (β-hemólise) foram 

classificados como hemolíticos. Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizado como 

controle positivo para β-hemólise. 

A produção de gelatinase foi analisada a partir da metodologia de Zhang et al. (2016), 

a partir da adição de alíquotas de 10 µL das culturas em ágar Lúria Bertani modificado 

suplementado com 3% de gelatina (m/v). As placas foram incubadas a 37°C/48 horas e, após a 

incubação, foram mantidas a 4°C durante 4 horas. A hidrólise da gelatina foi registrada pela 

formação de halos ao redor das colônias. Foi utilizada cepa de S. aureus ATCC 25923 para 

controle positivo de gelatinase. 
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2.5.2. Capacidade de Degradação da Mucina 

 

Para a análise da capacidade de degradação da mucina, as cepas foram cultivadas em 

caldo MRS por 18 h a 37°C. A avaliação da expressão da enzima mucinase por parte das BAL 

foi realizado com base no trabalho de Leska et al. (2023). As cepas foram inoculadas utilizando 

10 uL de cultura na superfície do ágar MRS suplementado com 0,5% de mucina gástrica suína 

(Tipo III, M1778, Sigma-Aldrich, San Luis, MO, USA) com 3% ou sem glicose, sendo as placas 

incubadas por 72 h a 37°C. Após o cultivo, as placas foram coradas com uma solução de verde 

de malaquita 2% (m/v) em ácido acético 3,5 M por 30 min e lavadas com solução de ácido 

acético 1,2 M. A degradação da mucina foi positiva quando se observou uma zona clara ao 

redor da colônia. Foi utilizado Salmonella Typhimurium ATCC 14028 como controle positivo, 

incubada em ágar TSA suplementado com 0,5 % de mucina por 24 h a 37 °C e corado com 

solução de preto de amido 0,1% (m/v) dissolvido em ácido acético 3,5 M por 30 min, e 

posteriormente lavado com solução de ácido acético 1,2 M. 

 

 

2.5.3. Teste de Susceptibilidade a Antimicrobianos 

 

As cepas potencialmente probióticas foram obrigatoriamente testadas quanto ao seu 

perfil de resistência a antimicrobianos, em, no mínimo, duas classes diferentes de 

antimicrobianos clinicamente importantes e seus resultados foram expressos em μg/mL. Foram 

utilizados os valores de corte estabelecidos pelo painel de especialistas em documentos da 

European Commission (EUC) (EUC, 2003), European Food Safety Authority (EFSA) (EFSA, 

2012), do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (EUCAST, 

2021) e no trabalho de Gad et al. (2014). Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos 

foram realizados pela técnica de micro diluição em caldo (MIC), conforme descrito na norma 

técnica ISO 20776-1 (ISO, 2019). Nas microplacas, as diluições dos antibióticos (ampicilina, 

benzilpenicilina, cefalexina, clindamicina, metronidazol, meropenem e estreptomicina) foram 

realizadas a fim de ter variações superiores e inferiores a concentração de corte do antibiótico. 

Na sequência, 90 μL de meio de cultivo caldo MRS (Argyri, et al., 2013) e 10μL do antibiótico 

diluído foram adicionados nos poços. A Tabela 2 apresenta os antimicrobianos testados, o 

solvente/diluente utilizado para cada determinado antimicrobiano e a sua faixa de concentração 

testada. 
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Tabela 2. Antimicrobianos, solventes/diluentes e respectivas faixas de concentração utilizadas. 
Antimicrobiano Solvente/Diluente Faixas de Concentração 

(µg/mL) 
Ampicilina** Tampão Fosfato pH 8,0 0,125 – 64 
Benzilpenicilina*** Água Destilada 0,125 – 64 
Cefalexina**** Tampão Fosfato pH 6,0 0,125 – 64 
Clindamicina** Água Destilada 0,125 – 64 
Estreptomicina*/** Água Destilada 2 – 1024 
Meropenem*** Água Destilada 0,125 – 64 
Metronidazol*** DMSO/Água Destilada 0,125 – 64 

Fonte: Diluentes e faixas de concentração adaptado de ISO 20776-1 (ISO, 2019). CIM adaptado de *EUC 
(2003); **EFSA (2012); ***EUCAST (2021); ****Gad et al. (2014). 

 
Para adicionar a cultura microbiana a ser testada, a sua concentração foi padronizada 

em 8 log UFC/mL, de acordo com a leitura comparativa da escala de McFarland 0,5. Os 

inóculos incubados em caldo MRS por 16 horas a 37°C, foram ajustados em espectrofotômetro 

(K37-VIS, KASVI, Brasil) a 625 ηm para absorbância entre 0,08 e 0,13. Por fim, 10μL do 

inóculo com concentrações ajustadas foi incorporado nos poços e as microplacas foram 

incubadas a 37°C por 24 h. Todas as análises foram realizadas em triplicata. O desenvolvimento 

microbiano se confirmou com a adição de 20 μL de uma solução do corante cloreto de 2,3,5-

trifeniltetrazólio 0,5% (TTC) seguido de uma hora adicional de incubação (37°C). Além disso, 

os testes foram realizados com 2 bactérias ácido láticas padrão para comparação, 

Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014 e Lacticaseibacillus casei BGP 93. A CIM foi dada 

como a menor concentração de antimicrobiano que inibiu o desenvolvimento de 

microrganismo, ou seja, não apresentou coloração. Para determinar a concentração bactericida 

mínima (CBM), o método proposto por Celiktas et al. (2007) foi adotado com algumas 

modificações. As suspensões que não tiveram desenvolvimento microbiano, ou seja, abaixo da 

CIM, foram inoculadas (10μL) em superfície em placas de Petri com ágar MRS e incubadas a 

37°C por 24 h. Por fim, a menor concentração onde não foi possível observar o 

desenvolvimento microbiológico foi considerada a CBM. 

 

 

2.6 ENSAIO DE PRODUÇÃO DE LIPASE PARA AVALIAÇÃO DE POTENCIAL 
TECNOLÓGICO 

 

Para a análise da expressão da enzima lipase, as cepas foram cultivadas em caldo MRS 

por 18 h a 37°C. A produção de lipase foi verificada segundo Barbosa et al. (2010), a partir da 

adição de alíquotas de 10 µL de cultura sobre a superfície do ágar Luria-Bertani modificado 
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suplementado com 0,2% (m/v) de CaCl2 e 1% Tween 80 para lipase. As placas foram incubadas 

a 37°C/48 horas e, após a incubação, foram mantidas a 4°C durante 4 horas. A produção de 

lipase foi registrada pela formação de halos ao redor das colônias. Foi utilizada cepa de Bacillus 

cereus ATCC 11778, para controle positivo de lipase. 

 

 

2.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Statistica® 14.0.1 

(TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA). Os dados obtidos foram submetidos a análise de 

variância (ANOVA) e teste de Tukey (5% de significância). Os dados foram expressos como 

média ± desvio padrão. 

 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1 ENSAIOS DE IDENTIDADE 

 

A seleção das BAL foi realizada a partir do isolamento de culturas típicas, seguindo 

para a identificação genotípica das cepas a partir do gene 16s rRNA. Todas as cepas isoladas 

do QCA apresentaram características típicas de BAL. A morfologia das cepas foi realizada com 

MEV, identificando nove cepas em formato de bacilos e uma cepa em formato de coco, sendo 

todas Gram-positivas e catalase negativas. A morfologia e disposição das culturas isoladas está 

apresentado na Figura 1. A codificação e as espécies identificadas genotipicamente estão 

apresentadas na Tabela 3. A análise genotípica identificou as espécies L. casei (5 isolados), L. 

plantarum (3 isolados), Levilactobacillus brevis (1 isolado) e Pediococcus acidilactici (1 

isolado). As figuras apresentam as espécies com morfologia de bacilos em grandes filmes 

bacterianos representando as cepas da família Lactobacillaceae. A Figura 1D mostra a cepa 

isolada de P. acidilactici LAB 04, com morfologia típica de coco, em agrupamento duplo. No 

geral as células bacterianas apresentam danos à parece celular devido a não utilização de um 

agente protetor durante a liofilização das culturas, mas permanecendo com seu formato 

preservado. 
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Tabela 3. Cepas de bactérias ácido láticas (BAL) identificadas oriundas do Queijo Colonial 

Artesanal (QCA). 

Cepa Código do 
Produtor 

Diluição de 
Isolamento 

Maturação 
(dias) 

L. plantarum LAB 01 CF 10-6 21 
L. plantarum LAB 02 RG 10-7 14 
L. plantarum LAB 03 CF 10-6 14 
P. acidilactici LAB 04 RG 10-6 14 
L. brevis LAB 05 CF 10-5 14 
L. casei LAB 06 CF 10-5 21 
L. casei LAB 07 RG 10-5 21 
L. casei LAB 08 CF 10-6 14 
L. casei LAB 09 RG 10-6 14 
L. casei LAB 10 RG 10-5 21 
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Figura 1. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) de Bactérias Ácido Láticas (BAL) com potencial probiótico isoladas de Queijo Colonial 
Artesanal (QCA). 

 

A – L. plantarum LAB 01. B – L. plantarum LAB 02. C – L. plantarum LAB 03. D – P. acidilactici LAB 04. E – L. brevis LAB 05. F – L. casei LAB 06. G – L. casei LAB 
07. H – L. casei LAB 08. I – L. casei LAB 09. J – L. casei LAB 10.  
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3.2 ENSAIOS DE COLONIZAÇÃO NO HOSPEDEIRO 

 

 

3.2.1 Sobrevivência ao Sistema Gastrointestinal In Vitro 

 

Para fornecer efeitos positivos a saúde do hospedeiro, um probiótico deve alcançar o 

intestino em elevados números, além de sobreviver aos fatores de estresse presentes durante a 

passagem pelo trato gastrointestinal (Ait Chait et al., 2021). A contagem das células 

sobreviventes em condições iniciais (simulando a dosagem de ingestão), condições gástricas e 

condições intestinais, além das taxas de sobrevivência das mesmas estão descritas na Tabela 4. 

De maneira geral, as BAL apresentaram boa sobrevivência ao sistema gastrointestinal 

simulado, mesmo em condições de baixo pH e sais biliares, com contagens superiores a 7 log 

UFC/g. A sobrevivência das BAL a passagem pelo trato gastrointestinal está relacionada a 

alguns mecanismos de proteção dos gêneros, como a presença de F0F1-ATPase na família 

Lactobacillaceae (Ruiz-Moyano et al., 2019). A redução na contagem bacteriana encontrou-se 

superior ao recomendado por Hill et al. (2014), que cita uma contagem de células viáveis 

superior a 6 log UFC/g, para promover benefícios a saúde. Segundo Chen et al. (2012), é 

importante que as bactérias probióticas apresentem uma rápida recuperação frente as condições 

gástricas, a fim de se manterem viáveis para colonizarem o intestino. 

É reportado pela literatura que a resistência a baixos valores de pH e sais biliares é 

cepa-dependente, sendo favorecidos quando ingeridos com algum alimento, sendo estas 

protegidas pela matriz alimentícia (Gomand et al., 2019). Também, a literatura informa que 

alguns tipos de probióticos conseguem apresentar uma maior tolerância aos sais biliares devido 

a produção da enzima hidrolase de sais biliares (BSH) (Barache et al., 2020). Dentre as cinco 

cepas de L. casei identificadas, três não apresentaram redução (p > 0,05) da contagem de células 

durante a digestão in vitro (LAB 06, LAB 09 e LAB 10) e nenhuma apresentou redução da sua 

taxa de sobrevivência. Entre as cepas de L. plantarum avaliadas, apenas a L. plantarum LAB 

03 não apresentou redução significativa (p > 0,05) de suas contagens de células durante a 

digestão nem variações nas taxas de sobrevivência. L. plantarum LAB 01 reduziu (p < 0,05) 

sua contagem nas condições intestinais e L. plantarum LAB 02 apresentou redução em todas 

as condições simuladas. L. brevis LAB 05 e P. acidilactici LAB 04 variaram (p < 0,05) após a 

etapa gástrica, mas, apenas L. brevis apresentou redução da taxa de sobrevivência das células. 

No trabalho de Ait Chait et al. (2021), com L. brevis potencialmente probiótico isolado de 

queijos artesanais da Argélia, uma cepa isolada apresentou redução inferior a 1 log UFC/g e 
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outras duas cepas com reduções próximas a 1 log UFC/g, mantendo taxas elevadas de células 

viáveis após a digestão. Os autores informaram que as variações de contagem microbiana de L. 

brevis são cepa-específicas, podendo ter pouca ou maior variação durante a passagem pelo 

sistema digestivo (Ait Chait et al., 2021). As cepas de L. plantarum e P. acidilactici isoladas de 

QCA estudado por Margalho et al. (2021) apresentaram altas taxas de sobrevivência, entre 75 

e 100 %, em concentração de 0,4% de sais biliares e também sobreviveram a valores de pH 

entre 2,5 e 3,5, sendo estas condições semelhantes as utilizadas neste trabalho. Ainda referente 

aos dados encontrados por Margalho et al. (2021), os autores citam que aproximadamente ¼ 

das cepas isoladas dos queijos artesanais brasileiros apresentaram resistência aos sais biliares, 

podendo ser influenciados pelo isolamento bacteriano. 

Acredita-se que além de as cepas isoladas apresentarem naturalmente uma maior 

capacidade de resistir a baixos valores de pH devido a sua matriz de isolamento ácida (QCA), 

elas também produzem ácidos orgânicos, necessitando maior resistência para se manterem 

viáveis na matriz (Margalho et al., 2021). Isso contribuiu para aumentar a sua sobrevivência em 

pHs inferiores, como o encontrado no sistema gástrico e apresentar baixas porcentagens de 

perdas durante a digestão. 

 

Tabela 4. Resistencia das cepas de BAL frente as etapas de digestão simulada in vitro. 

Cepas 

Contagem de células sobreviventes 

(Log UFC/g) 

Taxa de Sobrevivência 

(%) 

Inicial Estômago Intestino Estômago Intestino 

L. plantarum LAB 01 8,53±0,02abA 8,33±0,10aA 7,65±0,10aB 97,60±1,39abA 89,69±1,01aB 

L. plantarum LAB 02 8,65±0,03aA 8,12±0,12abcB 7,77±0,02aC 93,87±1,03abA 89,76±0,47aB 

L. plantarum LAB 03 8,08±0,40abA 8,10±0,14abcA 7,69±0,55aA 100,37±3,19aA 95,12±2,13aA 

P. acidilactici LAB 04 8,44±0,03abA 7,46±0,12bcB 7,14±0,09aB 88,43±1,72bA 84,63±1,38aA 

L. brevis LAB 05 8,77±0,08aA 8,31±0,11abB 7,95±0,06aB 94,73±0,30abA 90,71±0,16aB 

L. casei LAB 06 8,57±0,27abA 8,06±0,31abcA 7,58±0,07aA 94,08±0,66abA 88,53±1,90aA 

L. casei LAB 07 8,49±0,13abA 7,74±0,11abcB 7,46±0,09aB 91,22±2,70abA 87,95±0,23aA 

L. casei LAB 08 7,89±0,07bA 7,36±0,02cB 7,02±0,13aB 93,22±1,14abA 88,90±0,91aA 

L. casei LAB 09 8,27±0,13abA 7,90±0,43abcA 7,45±0,39aA 95,48±3,73abA 90,20±6,19aA 

L. casei LAB 10 8,32±0,29abA 7,45±0,31cA 7,37±0,28aA 89,72±6,84abA 88,76±6,39aA 

Resultados expressos em média ± desvio padrão. a-b Letras diferentes correspondem a diferenças significativas 
entre as cepas na mesma etapa de digestão (p < 0,05). A-C Letras diferentes correspondem a diferenças significativas 
entre as etapas da digestão para a mesma cepa bacteriana (p < 0,05). a-b Letras diferentes correspondem a diferenças 
significativas entre as cepas na taxa de sobrevivência do estômago ou intestino (p < 0,05). A-B Letras diferentes 
correspondem a diferenças significativas da taxa de sobrevivência no estômago e intestino para a mesma cepa 
bacteriana (p < 0,05). 
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3.2.2 Teste de Auto-Agregação 

 

A capacidade de auto-agregação das bactérias com potencial probiótico é um dos pré-

requisitos para considerá-la um novo probiótico. A capacidade de uma cepa se auto agregar está 

relacionada a habilidade da mesma em colonizar o trato gastrointestinal humano, além de atuar 

frente aos patógenos (Yungareva; Urshev, 2018). Entre as BAL apresentadas na Tabela 5, 

apenas a cepa L. casei LAB 08 não apresentou variação (p > 0,05) entre os tempos de auto-

agregação. Todas as demais apresentaram maiores concentrações em 24 horas de análise, como 

previamente descrito por Yasmin et al. (2020), sem variação entre os tempos iniciais de 3 e 6 

horas. De forma geral, todos os isolados apresentaram elevados resultados de auto-agregação, 

com destaque para as cepas de L. brevis LAB 05 e L. casei LAB 08, que apresentaram os 

maiores resultados (Tabela 5). Os dados encontrados corroboram com pesquisas já realizadas 

para as mesmas espécies de BAL isoladas de queijos artesanais (Ait Chait et al., 2021; García-

Cayuela et al., 2014). Os principais fatores que influenciam a capacidade de auto-agregação das 

bactérias podem ser a carga e a composição da superfície celular, que pode apresentar 

compostos da autólise das células, como polissacarídeos e DNA extracelular, além da presença 

de genes promotores de agregação (García-Cayuela et al., 2014; Nwoko & Okeke, 2021). O 

trabalho de García-Cayuela et al. (2014) destaca que as cepas de BAL analisadas que 

apresentaram auto-agregação superior a 50% também exibiram o fenótipo de auto-agregação. 

Além disso as BAL analisadas apresentaram maiores porcentagens de auto-agregação que cepas 

de patógenos após 24 horas. 

 

 

3.2.3 Teste de Hidrofobicidade 

 

A análise de hidrofobicidade é realizada a fim de avaliar a hidrofobicidade das 

superfícies celulares bacterianas, principalmente em cepas potencialmente probióticas, sendo 

associada a capacidade de adesão do probiótico ao intestino (Margalho et al., 2021). Diferentes 

componentes da superfície celular, como proteínas, polissacarídeos, ácidos lipoteicóicos e 

compostos secretados, estão envolvidos na capacidade de agregação e fixação das células 

bacterianas no hospedeiro (Nwoko & Okeke, 2021). A Tabela 5 apresenta os resultados de 

hidrofobicidade da superfície celular das bactérias potencialmente probióticas. De modo geral, 

os resultados de hidrofobicidade encontrados foram elevados, sendo as cepas de L. brevis LAB 

05 e L. casei LAB 07 as mais hidrofóbicas. L. plantarum LAB 01, LAB 02, LAB 03 
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apresentaram diferenças (p < 0,05) entre as porcentagens de hidrofobicidade, com valores 

abaixo de 90% e P. acidilactici LAB 04 obteve a menor porcentagem, abaixo de 50%. Das 

cepas de L. casei isoladas, três cepas (LAB 06, LAB 07 e LAB 10) apresentaram resultado 

semelhante, com valores de hidrofobicidade superiores a 90%. Estas cepas apresentaram 

variações nos seus resultados de hidrofobicidade de forma semelhante aos isolados de L. casei 

e L. plantarum presentes no trabalho de Tuo et al. (2013) e L. brevis na pesquisa de Ait Chait 

et al. (2021). Barzegar et al. (2021) e Guan et al. (2020) relacionam resultados elevados de 

hidrofobicidade com a especificidade da parede celular de cada cepa, de modo que a sua 

composição pode apresentar proteínas intercaladas, aminoácidos hidrofóbicos, lipídeos e outros 

fatores como a fase de multiplicação celular, que alteram a hidrofobicidade da cepa. 

 

Tabela 5. Resultados das análises de auto-agregação e hidrofobicidade de bactérias 
potencialmente probióticas isoladas do Queijo Colonial Artesanal (QCA). 

Cepas 
Auto-agregação (%) Hidrofobicidade 

(%) 3h 6h 24h 

L. plantarum LAB 01 31,62 ± 4,24aB 38,96 ± 6,21aB 73,56 ± 6,24aA 76,69 ± 4,68d 

L. plantarum LAB 02 33,08 ± 1,36aB 42,80 ± 0,66aB 62,72 ± 4,57aA 87,41 ± 3,98b 

L. plantarum LAB 03 32,47 ± 2,94aB 37,76 ± 5,06aB 73,18 ± 6,55aA 56,06 ± 2,25e 

P. acidilactici LAB 04 30,64 ± 3,17aB 32,44 ± 6,85aB 74,33 ± 3,49aA 45,70 ± 4,40f 

L. brevis LAB 05 29,43 ± 0,18aB 42,96 ± 2,44aB 78,44 ± 8,73aA 99,67 ± 0,09a 

L. casei LAB 06 23,53 ± 0,98aB 28,41 ± 1,03aB 68,84 ± 8,83aA 95,38 ± 0,61ab 

L. casei LAB 07 22,08 ± 5,14aB 39,68 ± 0,45aAB 65,69 ± 11,15aA 99,72 ± 0,20a 

L. casei LAB 08 30,72 ± 11,21aA 34,10 ± 16,00aA 78,76 ± 4,12aA 78,66 ± 0,63cd 

L. casei LAB 09 36,94 ± 0,29aB 35,83 ± 3,37aB 77,82 ± 3,09aA 53,37 ± 0,87ef 

L. casei LAB 10 20,29 ± 7,38aB 27,50 ± 6,66aB 75,04 ± 6,82aA 93,16 ± 0,74ab 

Resultados expressos em média ± desvio padrão. a-b Letras diferentes correspondem a diferenças significativas 
entre as cepas no mesmo horário de avaliação de auto-agregação (p < 0,05). A-C Letras diferentes correspondem a 
diferenças significativas entre os tempos de auto-agregação para a mesma cepa bacteriana (p < 0,05). a-b Letras 
diferentes correspondem a diferenças significativas entre as cepas nos resultados de hidrofobicidade (p < 0,05). 
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3.3 ENSAIOS DE SEGURANÇA 

 

 

3.3.1 Atividade Hemolítica e Produção de Gelatinase 

 

A atividade hemolítica, a qual representa um fator de virulência relacionado a invasão 

de patógenos no hospedeiro, deve ser ausente em bactérias probióticas para garantir a sua 

segurança, sendo estas classificadas comumente como γ-hemolíticas (Lee et al., 2021). Os 

resultados de atividade hemolítica estão apresentados na Tabela 6. Nenhuma das cepas de BAL 

isoladas apresentou atividade hemolítica quando cultivadas em ágar, sendo então classificadas 

como cepas γ-hemolíticas. Essa classificação condiz com trabalhos prévios que indicam que a 

maioria das espécies de BAL não apresentam atividade hemolítica (Barzegar et al., 2021; 

Casarotti et al., 2017; Castro-López et al., 2023; Todorov et al., 2021). 

A gelatinase é uma metaloendopeptidase extracelular dependente de zinco, 

considerada um fator de virulência pois provoca a degradação dos tecidos, como colágeno, 

fibrina e elastina, facilitando a invasão de patógenos. Este fator de virulência está ligado a 

presença do gene gelE, mas a sua expressão só ocorre quando o gene é ativado por mecanismos 

específicos de transcrição (Colautti et al., 2022). A Tabela 6 apresenta os resultados de 

gelatinase, mostrando que nenhuma cepa degradou a gelatina presente no teste, concordando 

com dados encontrados na literatura (Colombo et al., 2020; Todorov et al., 2021).  

 

 

3.3.2 Capacidade de Degradação da Mucina 

 

A mucina é uma barreira física presente no epitélio intestinal do hospedeiro, podendo 

ser degradada por diversas bactérias comensais e patogênicas. É considerada a primeira linha 

de defesa contra a infiltração dos patógenos e compostos tóxicos (Herath et al., 2020). Algumas 

espécies de Bifidobacterium por exemplo, podem degradar a mucina para utilizá-la como fonte 

de energia, mas não são capazes de desintegrar a sua barreira funcional (Tanaka et al., 2023). 

As cepas de BAL analisadas não apresentaram a produção da enzima mucinase (Tabela 6), não 

apresentando a formação de halos e consequente degradação da mucina, tanto em ágar 

suplementado com 0,5% de mucina, quanto em ágar suplementado com 0,5% de mucina e 3% 

de glicose. Os resultados corroboram com outras pesquisas realizadas para as mesmas cepas 

bacterianas, apresentando resultados negativos para a expressão de mucinase (Casarotti et al., 
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2017; Castro-López et al., 2023; Leska et al., 2023). Essa limitação na capacidade de 

degradação de mucina indica que as bactérias podem não expressar os genes mucina-

degradantes, como engBF e afcA, necessários para o metabolismo dos nutrientes presentes na 

mesma (Alemao et al., 2021; Castro-López et al., 2023). 

 

Tabela 6. Avaliação da produção de hemolisina, gelatinase, mucinase e lipase por bactérias 

potencialmente probióticas isoladas de Queijo Colonial Artesanal (QCA). 

Cepa 
Enzimas 

Hemolisina Gelatinase Mucinase Lipase 
L. plantarum LAB 01 γ-hemólise Negativo Negativo Positivo 
L. plantarum LAB 02 γ-hemólise Negativo Negativo Negativo 

L. plantarum LAB 03 γ-hemólise Negativo Negativo Negativo 

P. acidilactici LAB 04 γ-hemólise Negativo Negativo Negativo 

L. brevis LAB 05 γ-hemólise Negativo Negativo Negativo 

L. casei LAB 06 γ-hemólise Negativo Negativo Negativo 

L. casei LAB 07 γ-hemólise Negativo Negativo Positivo 

L. casei LAB 08 γ-hemólise Negativo Negativo Negativo 

L. casei LAB 09 γ-hemólise Negativo Negativo Negativo 

L. casei LAB 10 γ-hemólise Negativo Negativo Negativo 

Controle + S. aureus B. cereus S. Typhimurium S. aureus 

 

 

3.3.3 Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos 

 

Há relatos da presença de genes de resistência a antimicrobianos em diversas espécies 

de microrganismos probióticos, tanto de forma intrínseca, não transferindo os genes e podendo 

sobreviver durante alguns tratamentos medicamentosos, auxiliando na regulação intestinal e 

demais ações dos probióticos, quanto adquirida, a qual recebeu este gene de resistência por 

meio de transferência horizontal (Das et al., 2020). A suscetibilidade das cepas isoladas de 

bactérias ácido láticas contra 7 antibióticos, de uso comum e hospitalar, está apresentada na 

Tabela 7. Todos os antibióticos apresentaram pelo menos uma cepa resistente, mas todas elas 

foram sensíveis a pelo menos duas classes de antibióticos diferentes, como exigido pela 

legislação brasileira (Brasil, 2021). Castro-López et al. (2023) cita que a resistência a 

antimicrobianos dependem da espécie, e algumas vezes pode ter variação entre cepas da mesma 

espécie. O documento do EFSA (2012) não apresentou valor de corte para bactérias da espécie 

L. plantarum frente a estreptomicina, portanto foi utilizado o valor de corte informado pela 
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EUC (2003), de modo que dos 3 isolados, as cepas L. plantarum LAB 02 e LAB 03 foram 

resistentes. A resistência de L. plantarum a estreptomicina, é considerada intrínseca, pois a 

absorção deste antibiótico está ligada ao transporte de elétrons mediado pelo citocromo, sistema 

ausente em Lactobacillaceae, sendo então incapaz de ser absorvido pelas mesmas (Colautti et 

al., 2022). O trabalho de Anisimova; Yarullina (2019) identificou resistência em 12 cepas de L. 

plantarum frente a estreptomicina, detectando a presença dos genes de resistência a 

estreptomicina aad A e aad E. Assim como neste trabalho, os resultados de CIM variaram no 

trabalho de Shao et al. (2015), com valores entre 16 e 512 µg/mL, sendo considerados 

resistentes segundo o ponto de corte informado pela EUC (2003).  Todas as demais cepas 

estudadas se mostraram sensíveis a sua ação. 

Li et al. (2020) cita que muitas espécies da família Lactobacillaceae apresentam 

resistência a antibióticos com ação na inibição da síntese de ácidos nucleicos e na inibição da 

síntese de parede celular, como é o caso do metronidazol, benzilpenicilina e cefalexina. Todas 

as 10 cepas de BAL mostraram resistência frente a estes antimicrobianos, apenas a cepa L. casei 

LAB 08 se apresentou sensível a benzilpenicilina. No entanto, apenas L. plantarum LAB 03 e 

L. casei LAB 08 apresentaram resistência a ampicilina, também com ação na inibição da síntese 

da parede celular. Essa resistência pode ter sido desenvolvida devido a uma pressão de seleção, 

no meio de isolamento das mesmas, podendo apresentar genes de resistência transferíveis, como 

na transferência pela expressão de betalactamases de amplo expectro, a partir dos genes blaZ e 

blaSHV (Colautti et al., 2022; Li et al., 2020). Na classe dos carbapenemicos, dois isolados de 

L. casei (LAB 07 e LAB 10) apresentaram resistência ao meropenem. DeMarco et al. (2023) 

encontrou Lactobacillaceae resistentes a meropenem em paciente imunocomprometido que 

fazia a ingestão de probióticos e, entre as cepas isoladas, foi detectada a presença de L. casei. 

Anisimova et al. (2022) encontrou cepas de Lacticaseibacillus paracasei resistentes a 

meropenem oriundas de suplementos probióticos. A pesquisa de Duche et al. (2023) não 

identificou resistência de bactérias probióticas frente ao imipenem, outro antibiótico da classe 

dos carbapenêmicos, mas apresentando resistência ao meropenem por parte de isolados de L. 

brevis, L. paracasei, Lactiplantibacillus pentosus e L. casei. Os autores citam que a resistência 

aos carbapenêmicos por parte da família Lactobacillaceae pode ser espécie-específica, 

corroborando com esta pesquisa. No entanto, pesquisas que utilizaram meropenem frente a 

microrganismos probióticos são escassas, não sendo encontradas informações a respeito da sua 

resistência. Acredita-se que o meropenem apresenta uma resistência intrínseca, devido a fazer 

parte de β-lactâmicos, com ação na inibição da parede celular. Lactobacillaceae são geralmente 

sensíveis a antimicrobianos que atuam na inibição da síntese de proteínas, como a clindamicina 
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(Ammor et al., 2007). A única cepa que apresentou resistência a clindamicina foi L. brevis LAB 

05. O trabalho realizado por Silva (2016) sobre bactérias ácido láticas com propriedades 

probióticas isoladas de queijo Minas artesanal, encontrou cepas de L. casei e L. plantarum 

sensíveis a clindamicina. No entanto, também encontrou cepas resistentes de L. brevis.  

Os dados de CBM apresentaram ausência de ação bactericida nos antibióticos que 

apresentaram 100% de resistência (cefalexina e metronidazol), nas concentrações estudadas. A 

benzilpenicilina, que apresentou resistência na grande maioria dos isolados, apresentou CBM 

próxima ao limite máximo avaliado. Alguns antibióticos apresentaram concentrações iguais de 

CIM e CBM. No entanto, outros não apresentaram concentrações de CBM na faixa de estudo, 

mesmo apresentando sensibilidade na cepa avaliada.  
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Tabela 7. Resultados de CIM e CBM para bactérias ácido láticas isoladas de Queijo Colonial Artesanal (QCA). 

Cepas 

Antibióticos (µg/mL) 

Ampicilina Benzilpenicilina Estreptomicina Clindamicina Cefalexina Metronidazol Meropenem 

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM 

L. plantarum LAB 01 2 4 4 - 4 64 0,25 0,25 - - - - 0,125 0,125 

L. plantarum LAB 02 0,25 4 16 64 16 - 2 16 64 - - - 1 2 

L. plantarum LAB 03 4 8 1 1 32 64 0,125 0,125 32 - - - 0,25 4 

P. acidilactici LAB 04 4 - 4 64 64 - 0,5 4 - - - - 2 16 

L. brevis LAB 05 0,5 2 8 32 64 256 2 16 64 - - - 2 4 

L. casei LAB 06 0,5 8 1 32 2 64 0,25 2 - - - - 2 - 

L. casei LAB 07 1 8 1 4 16 128 0,25 1 - - - - 4 64 

L. casei LAB 08 8 16 0,25 32 32 32 0,5 2 - - - - 0,5 - 

L. casei LAB 09 2 32 1 2 32 512 0,125 0,5 32 - - - 0,25 2 

L. casei LAB 10 4 4 1 32 64 64 0,5 2 - - - - 8 64 

L. plantarum ATCC 8014 4 - 4 64 128 - 0,25 4 - - - - 2 - 

L. casei BGP 93 4 - 4 - 128 1024 0,25 4 - - - - 2 - 

Ponto de Corte               

L. plantarum 2  0,5  16*  2  16  4  2  

L. casei 4  0,5  64  1  16  4  2  

L. brevis** 2  0,5  64  1  16  4  2  

P. acidilactici 4  0,5  64  1  16  4  2  

CIM – Concentração inibitória mínima. CBM – Concentração bactericida mínima. (*) – Concentração ≥ 16 µg/mL foram consideradas resistentes (EUC, 2002). (**) - 
Obrigatoriamente heterofermentativo. Pontos de corte adaptados de EUC (2003); EFSA (2012); EUCAST (2021); Gad et al. (2014), conforme Tabela 2. 
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3.4 ANÁLISE DE PRODUÇÃO DE LIPASE PARA AVALIAÇÃO DE POTENCIAL 
TECNOLÓGICO 

 

As lipases são enzimas que catalisam a hidrólise dos triacilgliceróis, com formação de 

ácidos graxos livres, diacilgliceróis e monoacilgliceróis, com aplicação na indústria de 

alimentos, química e na gestão ambiental (Esteban-Torres et al., 2015; Konkit; Kim, 2016). A 

principal aplicação de BAL com ação lipolítica na indústria de alimentos seria na indústria 

láctea, devido a formação de compostos de aroma e sabor durante a maturação dos queijos 

(Montazeri; Yasaei; Kazemi, 2015). A Tabela 6 apresenta os resultados de ação de lipases em 

ágar enriquecido. Duas cepas de espécies diferentes apresentaram ação lipolítica, L. casei LAB 

07 e L. plantarum LAB 01. Estas espécies já apresentaram ação lipolítica em outros estudos 

com isolados de queijos, como nos trabalhos de Ołdak et al. (2020) e Guan et al. (2020). As 

demais cepas isoladas destas espécies e os isolados de L. brevis e P. acidilactici apresentaram 

resultados negativos. Uma alternativa para favorecer a ação lipolítica destas cepas é realizar a 

liberação e purificação das lipases presentes, como no trabalho de Esteban-Torres et al. (2015). 

Os autores realizaram a adição de um gene codificador de lipase em uma cepa de L. plantarum, 

induziram a expressão da enzima e a caracterizaram, obtendo uma lipase halotolerante e com 

boa atividade em pH ácido, sendo atrativas a uma aplicação em alimentos fermentados. 

 

 

4. CONCLUSÃO 

 

Todas as cepas isoladas foram identificadas como espécies que apresentam histórico 

de uso por suas propriedades probióticas. Apresentaram alta sobrevivência pelo sistema 

gastrointestinal, alcançando o intestino com contagens elevadas de células, além de altas 

porcentagens de auto-agregação e hidrofobicidade. Também apresentaram conformidade em 

relação aos requisitos de segurança, não mostrando produção de enzimas consideradas fatores 

de virulência e com sensibilidade a, no mínimo, duas classes diferentes de antimicrobianos. 

Dois isolados também apresentaram atividade lipolítica, com potencial uso tecnológico. A 

partir destes resultados, pode-se concluir que todos os isolados apresentam potencial probiótico.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este estudo abordou diferentes assuntos relacionados ao queijo colonial artesanal, 

análises metataxonômicas, alterações bioquímicas durante a maturação do queijo e bactérias 

ácido láticas com potencial probiótico. Este trabalho foi a primeira pesquisa realizada avaliando 

as alterações na maturação e sazonalidade do Queijo Colonial Artesanal, além de ser um dos 

poucos trabalhos que avaliou a atividade antimicrobiana de bactérias ácido láticas com 

carbapenêmicos (meropenem). 

A avaliação do QCA mostrou uma variada ecologia microbiana, com abundância de 

Lactococcus e leveduras, e variações na composição de ácidos graxos e compostos de aroma e 

sabor, oriundas da variação sazonal e consequentes alterações da microbiota do ambiente e 

alimentação animal. O queijo também se mostrou uma boa fonte de cálcio e CLA. As bactérias 

ácido láticas isoladas apresentaram potencial probiótico, com morfologia típica e boas 

características de adesão ao hospedeiro e de segurança. 

Como continuação a esta pesquisa sugere-se, para os isolados potencialmente 

probióticos, a realização de análises genéticas para avaliar a presença de genes e fatores de 

virulência, como a presença de enzimas descarboxilase formadoras de aminas biogênicas, e a 

presença de genes de resistência a antimicrobianos com possibilidade de transferência 

horizontal, além de testes in vivo e o depósito do genoma completo em banco de dados públicos. 

Também se sugere a aplicação das culturas em alimentos, para avaliação das suas potenciais 

aplicações em diferentes matrizes alimentícias.  
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