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APRESENTAÇÃO

A Coleção “A Produção do Conhecimento nas Ciências da Saúde”, em seu quarto 
volume apresenta vinte e oito trabalhos enriquecedores desenvolvidos em instituições 
diversas do país. Categorizamos informações apresentadas sob forma de trabalhos 
científicos na interface de estudos ligados à saúde orientando o leitor na aplicação 
da sistematização da assistência de enfermagem e seus assuntos correlatos.Os 
trabalhos aqui apresentados demonstram de forma ampla conceitos atuais relativos 
aos temas da saúde mental e da família, cuidados de enfermagem, prescrição desta 
rotina física, práticas integrativas, oncologia, perfil de grupos de risco, promoção 
e educação em saúde dentre outros diversos temas que poderão contribuir com o 
público de graduação e pós graduação das áreas da saúde.A equipe de saúde cumpre 
um papel fundamental não apenas no laboratório e no hospital, mas no contexto da 
sociedade e do seu avanço, por isso cada vez estudos integrados são relevantes 
e importantes para a formação acadêmica.Vários fatores são necessários para se 
entender o indivíduo na sua integralidade, assim correlação de cada capítulo permitirá 
ao leitor ampliar seus conhecimentos e observar diferentes metodologias de pesquisa 
e revisões relevantes para atualização dos seus conhecimentos.Portanto, de cada 
um dos volumes desta obra é significante não apenas pela teoria bem fundamentada 
aliada à resultados promissores, mas também pela capacidade de professores, 
acadêmicos, pesquisadores, cientistas e da Atena Editora em produzir conhecimento 
em saúde nas condições ainda inconstantes do contexto brasileiro. Assim, desejamos 
que este contexto possa ser transformado a cada dia, e o trabalho aqui presente pode 
ser um agente transformador por gerar conhecimento em uma área fundamental do 
desenvolvimento como a saúde.

Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPÍTULO 30
doi

AVALIAÇÃO DO PERFIL DE BACTERIAS AUTOCTONES  
COM POTENCIAL APLICAÇÃO EM PRODUTOS LÁCTEOS 

FERMENTADOS

Marly Sayuri Katsuda 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná 

(UTFPR) Câmpus Londrina
Programa de Pós-graduação em Tecnologia de 

Alimentos Londrina/Francisco Beltrão
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RESUMO: As bactérias ácido láticas (BAL) 
são importantes na produção de queijo e leite 
fermentados contribuindo com a formação do 
sabor e textura dos queijos. O presente estudo 
consistiu no isolamento de BAL a partir de 
amostras de queijos Minas Frescal produzidos 
por produtores rurais ou nas agroindústrias na 
região norte do estado do Paraná-Brasil, bem 
como de amostras de leite crú utilizado na 
produção de queijos artesanais. A identificação 
das BAL´s consistiu na caracterização 
fenotípica e identificação genotípica. A avaliação 
fenotípica envolveu o estudo das bactérias 
produzirem gás a partir da glicose, coloração 
de gram, atividade da catalase, avaliação do 
crescimento em: temperaturas de 10 e 45ºC, 
solução de cloreto de sódio a 18% e em pH 
4,4 e 4,5. Entre 41 colônias com características 
distintas, 14 foram identificadas como BAL. 
Foram identificados os gêneros Enterococcus, 
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus e 
Pediococcus através da técnica de Reação em 
Cadeia da Polimerase. No total, 57,14% dos 
isolados foram identificados como pertencente 
ao gênero Enterococcus, seguido de 28,57% do 
gênero Lactococcus e Lactobacillus e 14,29% 
de Streptococcus e Pediococcus. Neste estudo 
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não foi observado a predominância de Lactobacillus provavelmente pela característica 
não competidora de culturas autóctones como o Enterococcus. 
PALAVRAS-CHAVE: Queijo Minas frescal. Queijo artesanal. Avaliação fenotípica. 
Identificação genotípica.

ABSTRACT: Lactic acid bacteria (LAB) are important in the production of fermented 
cheese and milk, contributing to the formation of flavor and texture of cheeses. The 
present study consisted in the isolation of LAB from samples of Minas Frescal cheeses 
produced by farmers or agroindustries in the northern region of the Paraná state in 
Brazil, as well as samples of raw milk used in the production of artisanal cheeses. 
The identification of LAB’s consisted of phenotypic characterization and genotypic 
identification. The phenotypic evaluation involved the study of bacteria producing gas 
from glucose, gram staining, catalase activity, evaluation of growth in: temperature of 
10 and 45oC, 18% sodium chloride solution and at pH 4,4 and 4,5. Among 41 colonies 
with distinct characteristics, 14 were identified as LAB. The genera Enterococcus, 
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus and Pediococcus were identified by the 
Polymerase Chain Reaction technique. In total, 57,14% of the isolates were identified 
as belonging to the genus Enterococcus, followed by 28,57% of the genus Lactococcus 
and Lactobacillus and 14,29% of Streptococcus and Pediococcus. In this study the 
predominance of Lactobacillus probably was not observed by the non-competing 
characteristic of autochthonous cultures such as Enterococcus.
KEYWORDS: Minas frescal cheese. Artisanal cheese. Phenotypic evaluation. 
Genotypic identification.

1 |  INTRODUÇÃO 

Queijos frescais são importantes fontes de diversidade de bactérias ácido láticas 
(BAL) que variam de acordo com cada região de produção (COGAN et al., 1997). Essas 
BAL’s desempenham duas funções principais: a de culturas iniciadoras, fermentando 
a glicose e produzindo ácido lático, ou como culturas adjuntas que são responsáveis 
pelo processo de maturação do produto (SETTANI & MOSCHETTI, 2010). Estas 
bactérias são imprescindíveis, para o desenvolvimento de características peculiares 
do produto, como sabor e aroma, dando uma característica de regionalidade (CARR et 
al., 2002). Com isso, diversos estudos, apresentados a seguir, vêm sendo realizados 
em várias regiões do mundo com o intuito de identificar a microbiota lática presente 
em queijos artesanais. 

Bactérias ácido-láticas (BAL’s) constituem um grupo de microrganismos gram-
positivos, morfologicamente heterogêneo de cocos e bacilos, que podem estar dispostos 
em cadeia ou individualmente, Gram positivas, não esporuladas, catalase negativas 
e anaeróbicas facultativas. São essencialmente mesófilas, porém, são capazes de 
crescer num intervalo de temperaturas de 5 a 45ºC (JAY, 2005). Produzem ácido láctico 
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como o principal produto final da fermentação a partir de carboidratos simples, estando 
envolvidas na acidificação dos produtos alimentares destinados à humanos e animais. 
Têm a capacidade de crescer em pH de 3,8 e produzem grande número de enzimas 
glicolíticas, lipolíticas e proteolíticas, que transformam os nutrientes fundamentais do 
leite e do queijo em compostos com propriedades sensoriais desejáveis (SILVA, 2010).

Pertencem ao grupo de BAL os microrganismos dos gêneros Carnobacterium, 
Enterococcus, Lactobacilus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, 
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella. 
Estes microrganismos podem ser divididos em homofermentativos, se produzirem 
somente o ácido lático ou em heterofermentativo se produzirem ácido lático e outros 
compostos, como o dióxido de carbono, o ácido acético e o álcool (SILVA et al, 
2016). Em diferentes variedades de queijos, lactobacilos homofermentativos como 
Lactobacillus casei, L. plantarum e L. curvatus e os heterofermentativos L. brevis são 
classes dominantes de BAL não starter, todavia, cepas de Enterococcus faecalis e 
Lactococcus lactis subsp. cremoris são comumente utilizados como cultura starter na 
indústria de alimentos. Cepas autóctones tem sido usada como cultura iniciadora por 
produzirem mais enzimas conversoras de aminoácidos que as culturas comerciais e, 
consequentemente, desenvolvem novos sabores aos queijos (SILVA, 2010).

Muitas das identificações desses microrganismos se dão por testes fenotípicos, 
contudo técnicas moleculares têm sido utilizadas para maior precisão na caracterização 
de BALs em alimentos. Segundo Sant’anna (2015), as principais técnicas para 
identificação de BAL são baseadas em métodos moleculares, que compreendem 
amplificação e sequenciamento de sequências gênica altamente conservadas (região 
intergênica espaçadora 16S). 

Deste modo o presente trabalho tem a finalidade de caracterizar fenotipicamente 
e identificar genotipicamente as cepas de bactérias ácido láticas presentes em queijos 
frescais artesanais e industrializados em agroindústrias na região norte no estado do 
Paraná.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Isolamento de Bactérias Ácido Láticas (BAL)

Amostras de queijos frescais produzidos na região norte do estado do Paraná 
no Brasil foram obtidas de feiras livres e supermercados. Também foi incluído neste 
estudo duas amostras de leite cru, de produtores da mesma região. O isolamento de 
BAL foi realizado conforme o protocolo descrito por Harrigan (1998), com modificações. 
Colônias com características distintas foram analisadas quanto a características 
fenotípicas e genotípicas.  
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2.2 Caracterização fenotípica

Os isolados que apresentaram características coloniais distintas, foram 
selecionados e submetidos aos testes bioquímicos de identificação, baseado no 
fluxograma (Figura 1) descrito por Schillinger & Lücke (1989).

A avaliação da produção de gás a partir da glicose foi realizada em caldo MRS 
suplementado com 5% de glicose e um tubo de Durhan invertido. Os tubos foram 
incubados a 30 °C por 48 horas.  A produção de gás foi confirmada pela presença 
de bolhas no interior do tubo de Durhan (KALSCHNE et al., 2015). Cada isolado foi 
avaliado quanto ao seu formato celular e arranjo, cada colônia foi submetida à reação 
morfotintorial pelo método de gram e atividade da catalase.

A avaliação do crescimento em diferentes temperaturas consistiu em inocular e 
incubar as bactérias a 10°C por sete dias e a 45°C por 48 horas (KALSCHNE et al., 
2015).

Figura 1. Fluxograma para identificação das características fenotípicas para o gênero de 
bactérias ácido láticas. C: cocos; R: bacilos; (-) negativo; (+) positivo; L, D e LD: Isômeros óticos 

(Schillinger ELücke (1989).

O estudo do crescimento das bactérias em 18% de cloreto de sódio foi realizado 
por 48 horas a 30°C.  O crescimento das bactérias em pH 4,4 ocorreu em caldo MRS 
e incubados por 48 horas a 30°C (KALSCHNE et al., 2015). 

2.3 Extração de DNA e Identificação genotípica 

Os isolados com características sugestivas de BALs provenientes da identificação 
bioquímica foram submetidos à identificação molecular. Para tanto, o DNA total dos 
isolados de BAL foi extraído segundo metodologia descrita por Hoffman & Winston 
(1987), com modificações. Colônias cultivadas em caldo MRS foram ressuspendidas 
em 100 µL de tampão Tris-EDTA (TE), seguido de 100µL de fenol:clorofórmio:álcool-
isoamílico (25:24:1) e 0,3g de pérolas de vidro, para lise celular. A suspensão foi 
agitada em Vortex (KMC-1300V) por três minutos e centrifugada a 10.000 rpm por 7 
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minutos. O sobrenadante foi removido e transferido para outro tubo e foi adicionado 
um volume de etanol 96%, para precipitação do DNA, e centrifugado a 10.000 rpm por 
5 minutos. A fase líquida foi descartada e o DNA foi eluído em 50µL de tampão TE.

O método de identificação baseou-se na análise da região 16s do DNA ribossomal 
amplificado por PCR de acordo com Lane (1991) e Kullen et al. (2000). A reação de 
PCR foi realizada para um volume final de 20 µL, contendo 5 µL de tampão 10X, 1 µL de 
dNTP 0,05 mM, 3 µL de MgCl2 1,5 mM, 1 µL de cada oligonucleotideo iniciador (PLB16 
5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; MLB16 5’- -GGCTGCTGGCACGTAGTTAG-3’), 
0,25 µL de taq DNA polimerase 1,25 U (Invitrogen) e 1 µL de DNA total. A reação foi 
realizada em um termociclador com as seguintes condições: desnaturação inicial a 94 
°C por dois minutos e 30 ciclos de desnaturação a 94 °C por 30 segundos, anelamento 
a 55 °C por 30 segundos, extensão a 72 °C por um minuto, seguidos de extensão final 
a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos de amplificação foram corados com brimeto de etídeo e revelados por 
eletroforese em gel de agarose a 1 % em tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5 % a 120 
V, e o tamanho do produto amplificado foi comparado ao marcador de peso molecular 
1Kb plus, observados em um sistema de captação de imagem (UVP). Os amplicons 
foram purificados em  kit Wizard Promega e encaminhados para o sequenciamento 
(ACTGene Análises Moleculares).  As sequências obtidas foram comparadas com os 
dados armazenados no Centro Nacional de Informações sobre Biotecnologia (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) utilizando a Ferramenta básica de pesquisa de 
alinhamento local (BLAST). 

2.4 Construção do dendrograma de similaridade

As sequências gênicas provenientes do sequenciamento foram comparadas 
quanto à similaridade pelo coeficiente de Jaccard. Os isolados foram agrupados pelo 
método UPGMA (averagelinkageclustering) e representados graficamente por um 
dendrograma (NTSYS-pc, versão 2.1t).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Um total de 41 colônias com características distintas foram isoladas das amostras 
de queijos e leite. Com base nas características de crescimento (KALSCHNE et al, 
2015), 14 destas colônias foram agrupadas como pertencente às BAL’s (Tabela 1). 

Código  
Isolado

Gram Catalase Glicose 
5%

NaCl 
18%

pH 
4,4

pH 
4,5

Cresc.
10ºC

Cresc.
45ºC

Bal1 Estrepto + - - - - + + +
Bal2 Estrepto + - - - - + + +
Bal3 Estrepto + - - - - + + -
Bal4 Estrepto + - - - - + + +
Bal5 Estrepto + - - - - + + -
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Bal6 Estrepto + - - - + + + +
Bal7 Bacilo + - - + - + + +
Bal8 Bacilo + - - - + + + +
Bal9 Estrepto + - - - - + + +
Bal10 Estrepto + - - + + + + +
Bal11 Estrepto + - - - + + + -
Bal12 Estrepto + - - - + + + -
Bal13 Tetrade + - - - + - + -
Bal14 Estrepto + - - - - - + -

Tabela 1 – Características de crescimento dos isolados provenientes de queijos e leite cru
- : Negativa; + : Positiva

Nenhum dos isolados foi capaz de fermentar a glicose com formação de gás, 
excluindo a possibilidade de identificar Lactobacillus heterofermentativos e não 
apresentou atividade catalase. 

De posse dos dados fenotípicos, a genotipagem confirmou a presença de diversos 
gêneros de BAL’s presentes em queijo frescal e leite cru (Tabela 2). 

No total, 42,80% dos isolados foram identificados como pertencente ao gênero 
Enterococcus, seguido de 14% do gênero Lactococcus e Lactobacillus e 7% de 
Streptococcus e Pediococcus (Figura 2 A). 

Observamos uma prevalência do gênero Enterococcus, corroborando com o 
trabalho desenvolvido por Dias (2014) e Freitas (2011). Estes autores também revelam 
que a presença deste gênero está relacionada com o manejo animal, temperatura 
ambiente, entre outros fatores.  

De acordo com Pogačić et al. (2013) essas espécies de BAL representam uma 
pequena parte da população em ambientes com grande diversidade microbiana. 
Contudo, esses resultados discordaram com os resultados de nosso estudo, mostrando 
assim que a diversidade dos isolados dependem muito dos fatores de produção e 
manejo animal. 

Código do 
Isolado

Fonte Gênero/Espécie Número de acesso ao 
Genbank (ID)

Bal1 Queijo Lactococcus lactis subsp. cremoris JF756231.1
Bal2 Queijo Enterococcus faecalis  KM257699.1
Bal3 Queijo Enterococcus sp. FJ513850.1
Bal4 Queijo Lactococcus lactis KU568489.1
Bal5 Queijo Enterococcus sp. JF718432.1
Bal6 Queijo Streptococcus macedonicus KM264319.1
Bal7 Queijo Lactobacillus rhamnosus KR054686.1
Bal8 Queijo Lactobacillus rhamnosus NR_113332.1
Bal9 Queijo Enterococcus durans NR_113257.1
Bal10 Queijo Enterococcus faecium                   KJ396073.1
Bal11 Queijo Enterococcus durans NR_113257.1
Bal12 Leite Enterococcus sp.                   FJ513848.1
Bal13 Queijo Pediococcus pentosaceus KP189228.1
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Bal14 Queijo Enterococcus sp. AB675122.1

Tabela 2. Identificação genotípica baseada na sequência 16S rDNA de isolados de BAL’s 
provenientes de amostras de queijos e leite.

Neste estudo obtivemos porcentuais distintos dos principais gêneros bacterianos 
que constituem o grupo das BAL’s (Figura 2).

Figura 2 – Distribuição dos gêneros que compreendem o grupo das BAL’s nos isolados 
provenientes de queijo frescal e leite cru (A); dendograma baseado no agrupamento genético 

das sequências 16S rDNA (B).

Espécies do gênero Enterococcus podem produzir compostos aromáticos 
voláteis, além de apresentar atividade lipolítica e proteolítica que promovem diversas 
características sensoriais positivas em produtos fermentados (MALLESHA et al., 2010). 
Lactobacillus, e Pediococcus atuam em estágios de maturação mais avançados, uma 
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vez que são considerados como BAL não iniciadoras (Non starter LAB – NSLAB).  
Ainda, bactérias do gênero Lactococcus também produzem importantes 

bacteriocinas, e, dentre as subespécies de valor tecnológico, o Lactococcus lactis 
subsp. cremoris confere melhor sabor ao queijo, enquanto o Lactococcus lactis subsp. 
lactis proporciona sabor e aroma de manteiga, decorrente da produção de diacetil (FOX 
et al., 2000). Alguns autores relataram a presença de Lactococcus e Lactobacillus 
em queijos frescais artesanais, porém em predominância menor quando comparado 
com outros gêneros, corroborando com o presente estudo (BEGOVIC et al., 2011, 
CARVALHO, 2007, DIAS, 2014, FOX et al., 2000, SIEZEN & VLIEG, 2011, SILVA et al., 
2016, RESENDE et al., 2011, CÂMARA, 2012 e NIKOLIC et al., 2012). Lactobacillus 
spp. são essenciais para o desenvolvimento das características sensoriais típicas em 
queijos no decorrer da maturação, além de apresentarem propriedades probióticas 
que conferem benefícios à saúde do consumidor (SILVA, 2016).

Outros gêneros bacterianos, não comuns em queijos, também foram encontrados 
em nosso estudo, como S. macedonicus e Pediococcus. Estes microrganismos 
apresentam características importantes no desenvolvimento do produto, como 
potencial de acidificação e proteólise (FOULQUIÉ et al, 2008) e potencial probiótico 
(RIBEIRO, 2012), respectivamente. Porém, são poucas as referências que identificaram 
significativamente estes gêneros em amostras de leites e queijos artesanais.

Os dados filogenéticos nos revelaram diversidade considerável pela quantidade 
de isolados analisados. Os isolados Bal11 e 9 apresentaram diferenças coloniais bem 
evidentes, no entanto, trata-se de clones, evidenciado pela análise do agrupamento 
genético mostrado no dendrograma e confirmado pelo código de acesso no genebank 
do NCBI.  Ainda, o isolado Bal 3 que não teve sua identificação determinada no 
genebank, foi agrupado no mesmo cluster de de E. durans. O dendrograma também 
mostra que os isolados identificados somente ao nível de gênero (Bal 5 e 12) se 
agruparam num mesmo cluster, mostrando correlação genética entre os isolados. 

Esses resultados indicam que o soro fermento endógeno é importante por 
trazer culturas iniciadoras e de diversidade microbiana característica de cada região. 
Entretanto, são necessários estudos mais aprofundados envolvendo a dinâmica 
microbiana desses queijos.

4 |  CONCLUSÕES 

Embora neste estudo tenhamos avaliado um pequeno número de isolados, 
identificamos uma diversidade bacteriana bastante interessante, que permitirá ampliar 
espécies de interesse tecnológico visando aplicações desses microrganismos voltados 
para o desenvolvimento de produto lácteo com características regionais.
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