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RESUMO 

Os queijos artesanais de leite cru são tradicionalmente produzidos e consumidos no mundo 

todo, sendo que suas propriedades sensoriais variam de acordo com a região na qual são 

fabricados, por conta da microbiota características de cada região além do saber-fazer 

específicos. No Brasil, o Estado de Santa Catarina nos últimos anos tem se destacado na 

elaboração deste tipo de produto por conta da alta produtividade leiteria e apoios jurídicos na 

comercialização de queijos artesanais, principalmente os denominados queijos Coloniais. 

Apesar dos surtos de doenças transmitidas por alimentos terem apresentados resultados 

menores nos últimos anos, dados epidemiológicos de DTAs relacionadas ao consumo de 

queijos são escassos, por conta disso o mapeamento microbiológico desses alimentos é 

extremamente importante para assegurar a saúde do consumidor. Visando a melhor 

especificidade e identificação de bactérias em alimentos, as ferramentas microbiológicas 

clássicas que dependem de cultivo estão dando espaço ao uso de ferramentas avançadas de 

identificação bacteriana, como o sequenciamento do genoma bacteriano. Essas por sua vez, 

permitem a compreensão completa da ecologia bacteriana destes produtos. Sendo assim, o 

objetivo deste trabalho foi avaliar a microbiota predominante no Queijo Colonial de leite cru, 

através do uso de sequenciamento genético. Para isso, a identificação de bactérias foi realizada 

utilizando-se o sequenciamento de alto desempenho de segunda geração (MiSeq Sequencing 

System) das regiões V3/V4 do gene 16S rRNA usando os primers 341F 

(CCTACGGGRSGCAGCAG), e 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT), com 300 ciclos e 

sequenciamento single-end. Foram encontrados 4 filos, 30 gêneros e 57 espécies na amostra. 

Sendo as espécies Lactococcus lactis (30,63%), Corynebacterium variabile (17,91%), 

Enterococcus sp. (17,4%), Bifidobacterium psychraerophilum (7,24%) e Enterobacteriaceae 

bacterium (6,81%) as mais abundantes, uma vez que essas são bactérias naturalmente 

encontradas na matéria prima. Os resultados em relação ao microbioma estão de acordo com os 

apresentados em outros estudos com queijos de leite cru produzidos no mundo todo, uma vez 

que os microrganismos identificados na amostra fazem parte das bactérias láticas derivadas 

tanto da matéria prima, quanto do ambiente de fabricação. Além disso, apresentam expressiva 

importância nas características que os queijos irão adquirir ao decorrer do processo de 

maturação, podendo contribuir com funcionalidades probióticas e/ou antimicrobianas.    

 

Palavras-chave: Queijo artesanal. Bactérias. Metagenômica. 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Artisanal raw milk cheese is traditionally produced and consumed all over the world, with it’s 

sensory properties varying depending on the differences in the microbiota and the production 

methods used in each region. In the last few years, the state of Santa Catarina, Brazil, has shown 

great potential of production of raw milk cheese, due to it’s intensive dairy farming activities 

and, the support from legal entities, and the market of artisanal dairy products. Despite the drop 

in cases of food transmitted deseases the last few years, epidemiological data on cheese related 

deseases is still short, therefore the microbiological analysis of these aliments is crucial to insure 

the consumer’s health. Looking to improve the ability to identify bacteria in food, classical 

microbiology techniques depending on colony culture are getting out of use, and giving room 

to more advanced tools, like bacterial genome sequencing, allowing full comprehension of the 

bacterial ecology of those products.  Consequently, the goal of this research is to evaluate the 

microbiota present in raw milk Colonial Cheese through the use of genetic sequencing, using 

the high-performance system MiSeq Sequencing System, from the regions V3/V4 of the 16S 

rRNA using the 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) and 806R 

(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) primers, running on 300 cicles and single-end sequencing. 

The results showed that there were 4 phyllos, 30 genera and 57 species in the sample, among 

them Lactococcus lactis (30,63%), Corynebacterium variable (17,91%), Enterococcus sp. 

(17,4%), Bifidobacterium psychraerophilum (7,24%), Enterobacteriaceae bacterium (6,81%), 

all naturally found in milk. The results obtained on the microbiome are in line with other studies 

on raw milk cheese across the globe, considering that the microorganisms are naturally found 

in both the raw material and the production environment. Furthermore, the microorganisms also 

play an important role on the characteristics obtained in the ripening process, the probiotic and 

antimicrobial functions. 

 

Keywords: Artisanal cheese 1. Bacteria 2. Metagenomics 3. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Queijo é o produto obtido pela separação parcial do soro do leite ou leite reconstituído 

através da ação de agentes coagulantes físicos, bactérias ou enzimas específicas ou ácidos 

orgânicos, podendo ser consumido fresco ou maturado acrescido ou não de especiarias, 

aditivos, aromatizantes e corantes (BRASIL, 1996). Além de estarem entre os produtos lácteos 

mais exportados pelo Brasil, os queijos são os que apresentam maior taxa de crescimento de 

vendas nos últimos anos no mercado externo (CARVALHO; ROCHA, 2019). Sendo que além 

da produção industrial, há também a produção de forma artesanal que, por sua vez, pode 

apresentar-se como a principal fonte de renda principalmente de pequenos produtores rurais 

(CORREIA; ASSIS, 2017). Os queijos artesanais brasileiros são aqueles elaborados por 

métodos tradicionais que possuem vinculação e valorização territorial, regional ou cultural e 

que respeitam os protocolos de elaboração estabelecidos para cada variedade (BRASIL, 2019).  

Minas Gerais é responsável por cerca de 50% da produção de queijos industrializados e 

artesanais no território nacional (PIMENTEL; OLIVEIRA; CRUZ, 2017), tendo destaque as 

regiões do Serro e da Canastra com a produção de queijos artesanais (CORREIA; ASSIS, 2017). 

Porém o Sul do Brasil está ganhando destaque com esses  tipos de produtos e são exemplos os 

queijos Serrano e Colonial (KAMIMURA et al., 2019). No Estado de Santa Catarina em 2019, 

o Decreto n362 regulamentou a Lei n 17486 de 2018 que dispõe sobre a produção e 

comercialização de queijos artesanais de leite cru no Estado (SANTA CATARINA, 2018, 

2019). Foi computada em 2017 uma produção de 8.210 toneladas de queijos artesanais nesta 

região, conforme o censo agrícola brasileiro (CARVALHO; ROCHA, 2019). O leite cru para 

elaboração do queijo deve ser recém-ordenhado da própria fazenda ou de outras propriedades 

próximas, desde que atendam todos as normas técnicas sanitárias, para depois ser beneficiado 

por meio de métodos tradicionais que mantenham as características histórico-culturais e 

regionais, utilizando mão de obra predominantemente familiar  e respeitando as boas práticas 

de fabricação com a garantia da segurança alimentar (SANTA CATARINA, 2019).  

Sabe-se que somente microrganismos facilmente cultiváveis podem ser detectados por 

metodologias convencionais (SHARMA; LEE; PARK, 2020). Por conta disso, os  estudos da 

composição microbiana de produtos fermentados já foram realizados por métodos tradicionais 

de contagem de bactérias em placas, isolamento e identificação bioquímica dos 
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microrganismos  (SHARMA; LEE; PARK, 2020). 

A utilização de ferramentas mais avançadas está sendo aplicadas para a identificação e 

caracterização da microbiota presente em produtos artesanais, como por exemplo o 

sequenciamento genético de amplo espectro dos microrganismos. Com o desenvolvimento da 

microbiologia molecular e a descoberta de que o DNA carrega informações hereditárias, 

indicando que todas as propriedades dos microrganismos estão criptografadas no genoma 

(MARDANOV; KADNIKOV; RAVIN, 2018), tornou-se possível o uso de métodos 

moleculares para identificação dos microrganismos presentes em alimentos, entre estes os 

produtos fermentados (FRANCIOSA et al., 2018). 

Neste sentido, a metagenômica destaca-se por executar o sequenciamento para a 

identificação de toda a microbiota de uma amostra através de genes marcadores como o gene 

16S para as bactérias, sendo que nessa parte do DNA existem regiões conservadas que 

permitem a comparação dos pares de bases entre as espécies (COCOLIN; RANTSIOU, 2007; 

ERCOLINI, 2004). Além disso, a particularidade bacteriana é ampliada com a identificação 

taxonômica de regiões hiper sensíveis como, V3 e V4 (ZHANG et al., 2018). Esta metodologia 

apresenta resultados a nível taxonômico do filo até a espécie do microrganismo identificado, 

utilizando ferramentas de bioinformática e bancos de dados públicos como o GreenGene e 

RibosomalDatabase (DE CESARE, 2019; FRANCIOSA et al., 2018). A partir dessas 

metodologias é possível identificar a microbiota de qualquer alimento, entre eles os queijos 

artesanais. Desta forma é possível entender a relação entre os microrganismos, suas atividades 

e funcionalidades no alimento (FRANCIOSA et al., 2018). 
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

O objetivo deste estudo é avaliar a microbiota bacteriana presente em queijo artesanal 

colonial produzido na cidade de Seara (SC), através do uso de sequenciamento genético das 

populações presentes neste produto. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

• Identificar e quantificar o microbioma bacteriano presente em amostras de queijo 

artesanal utilizando como base as regiões V3-V4 do gene 16S; 

• Sequenciar as amostras utilizando o sistema Diagnóstico Microbiológico Digital; 

• Analisar o metagenoma através da plataforma Miseq da Illumina. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 QUEIJOS ARTESANAIS 

 

Mundialmente o leite está entre os cinco produtos mais comercializados e no cenário 

nacional o setor é o segundo mais importante das indústrias de alimentos (SIQUEIRA, 2019). 

A produção de leite na região sul do Brasil em 2018 foi de 12 bilhões de litros, e o estado de 

Santa Catarina respondeu por 24,9% desta produção, sendo a região oeste a mais produtiva 

(EMBRAPA, 2019). Durante a pandemia mesmo com o panorama econômico mundial 

prejudicado, uma pesquisa realizada pela Embrapa Gado de Leite/Centro de Inteligência do 

Leite constatou que o consumo de derivados lácteos no Brasil se manteve, sendo o queijo o 

produto que continuou aparecendo com frequência nas listas de compras (SIQUEIRA,2020).  

Em Santa Catarina, além de apresentar números atraentes em relação a produtividade 

leiteira que incentivam o beneficiamento do leite, foi promulgada a Lei 17.486 de 16 de janeiro 

de 2018, que permite a produção e comercialização de queijos artesanais de leite cru no Estado. 

Esta lei define como queijo artesanal “aquele elaborado com leite cru da própria fazenda com 

métodos tradicionais, com vinculação ao território de origem, conforme Regulamento Técnico 

de Identidade e Qualidade (RTIQ) estabelecido para cada tipo e variedade, sendo permitida a 

aquisição de leite de propriedades rurais próximas desde que atendam todas as normas sanitárias 

pertinentes e com a queijaria localizada na propriedade rural” (BRASIL, 2018).  

Outra instrução normativa extremamente importante referente a comercialização de 

queijos artesanais de leite cru é a IN n° 30, de 7 de agosto de 2013 (BRASIL, 2013). Nesta é 

definido um novo período de maturação dos queijos artesanais (inferior a 60 dias) antes da sua 

venda, desde que estudos realizados por órgãos estaduais, federais ou municipais reconhecidos 

pelo Sistema Brasileiro de Inspeção de Produtos de Origem Animal- SISBI/POA comprovem 

a qualidade e a inocuidade do produto (BRASIL, 2013).  

Por poderem ser elaborados a partir do leite cru, ou seja, leites que não passaram por 

tratamentos térmicos superiores a 40°C, os queijos artesanais de diferentes regiões apresentam 

derivações em relação a textura, sabor e aroma (CARVALHO et al., 2016; EPAMIG, 2019), 

fatores esses que os diferenciam dos queijos industriais que são padronizados. Isso por que, 

além de ocorrerem variações microbianas nas localidades que os leites foram produzidos, 
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existirem diferentes enzimas naturalmente presentes na matéria prima (EPAMIG, 2019) e há 

ainda a variação do ‘’saber-fazer’’ de cada região (SILVA, 2007).  

Em 2011, implementou-se no Brasil um grupo internacional denominado de Slow Food, 

que incentiva a apreciação da comida tradicional, apoiando inclusive a produção de queijos 

feitos de leite cru, promovendo a valorização, o conhecimento e o aumento no consumo de 

queijos artesanais (SLOW FOOD, 2014). Por existir uma enorme gama de tipos de queijos 

artesanais, o grupo fez um mapeamento dessas variedades produzidas em território nacional, 

incluindo no sul do Brasil (Figura 1).  Como proposto pelo movimento, os queijos produzidos 

artesanalmente estão ganhando cada dia mais mercado, uma vez que os consumidores mais 

modernos valorizam a produção artesanal, além de acreditarem que são alternativas que 

auxiliarão na recuperação econômica de produtores rurais (BORELLI et al., 2011).  

 

 Figura 1. Mapeamento Slow Food Brasil (2014) dos principais tipos de queijos artesanais 

produzidos no sul do Brasil 

 
Adaptado de: Slow Food (2014) 

 

A colonização do sul do Brasil principalmente por italianos e alemães está diretamente 

relacionada com a produção dos conhecidos queijos coloniais, sendo que naquela época a 

produção era destinada para o autoconsumo, assim como as massas, as geleias e os vinhos 

(DORIGON, 2008). Atualmente o cenário da produção do queijo colonial tem mudado, apesar 
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disso, há indicações de que esse tipo de queijo é o mais produzido nos estados do Sul do país 

(CARVALHO, 2015). Tais mudanças são influenciadas principalmente pelo êxodo rural e por 

conta de a produção informal estar sendo substituída por agroindústrias familiares 

(DORIGON, 2010; DORIGON; RENK, 2011).  

O queijo Colonial é produzido com leite cru (CARVALHO et al., 2019; SOUZA; 

ROSA; AYUB, 2003;), de qualidade com coagulação por meio do coalho e/ou outras enzimas 

coagulantes apropriadas, complementada ou não pela ação de bactérias específicas (SOUZA; 

ROSA; AYUB, 2003). Deve apresentar colocação amarelada, casca lisa, olhaduras internas 

distribuídas de forma não uniforme, ser maturado e pode ser ainda, caracterizado como um 

queijo gordo (45% a 59,9%) e de média umidade (36% a 45,9%) (SANTA CATARINA, 2018). 

Além disso técnicas higiênico-sanitárias foram implementadas, afim de se evitar falhas durante 

o processo, intoxicações aos consumidores e comprometimento da qualidade do produto 

(ZAFFARI; MELLO; COSTA, 2007). A Figura 2 apresenta o fluxograma de produção do 

queijo colonial.  

Figura 2. Fluxograma de produção do queijo colonial 
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Fonte: Adaptado Foguesatto et al. (2014) e Stella et al. (2018) 

Outro queijo artesanal de grande importância no Sul do Brasil é o queijo Serrano e se 

mistura com a tradição do queijo colonial. A secular tradição do Queijo Serrano tem forte 

vínculo com a atividade tropeira na região do Vale do Tubarão (SC), porém naquela época a 

produção de queijo era uma consequência da comercialização dos animais (SLOW FOOD, 

2008). Este queijo apresenta características sensoriais específicas influenciadas por fatores 

extrínsecos como, ambiente, clima, solo, vegetação, etnia e tradição, bem como pelos fatores 

humanos, como o saber fazer tradicional e origem histórica (CÓRDOVA et al., 2016) e fatores 

intrínsecos relacionados com o leite cru que é utilizado na elaboração do queijo como, 

microrganismos iniciadores que se encontram naturalmente no leite (IDE; BENEDET, 2001).  

A lei n°17.003, de 1º de setembro de 2016, dispõe sobre a produção e a comercialização 

do queijo artesanal Serrano, no Estado de Santa Catarina. A lei considera o queijo artesanal 

Serrano o produto elaborado, na propriedade de origem do leite, a partir do leite cru, integral e 

recém-ordenhado, que se obtém por coagulação enzimática do leite, por meio da utilização de 

coalhos industriais e, no ato da prensagem, utilizando somente o processo manual e cujo 

produto final apresente massa uniforme e consistência firme, cor e sabor próprios, isento de 

corantes e conservantes, com ou sem olhaduras mecânicas, conforme a tradição na Região 

Serrana de Santa Catarina. O fluxograma de processamento do queijo Serrano pode ser 

observado na Figura 3. 

Figura 3. Fluxograma de produção do queijo Serrano 
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Fonte: Adaptado Ries; Luz; Wagner (2012) 

O mercado de produtos alimentícios premium, gourmet e artesanais de uns anos para 

cá são responsáveis por provocarem uma movimentação financeira significativa no mundo 

todo, influenciada principalmente pelo aumento da facilidade na obtenção de informações que 

indiretamente incentivam os consumidores a valorizarem mais a culinária e experimentarem 

novas experiências sensoriais (BARBOSA et al., 2020). Com a ascensão da tendência de 

produtos artesanais, influenciada pela implementação do selo ARTE (BRASIL, 2019) que 

permite a venda interestadual de produtos alimentícios artesanais, incentivou em 2020 o 

investimento de mais de 700 mil reais na formalização da produção de queijos artesanais no 

estado de Santa Catarina. Esse investimento envolveu a construção de queijarias, a capacitação 

dos produtores, melhorias na qualidade sensoriais e sanitárias do produto e consequentemente 

o fortalecimento dessa cadeia que é responsável pela renda de inúmeras famílias (EPAGRI, 

2020). 

 

2.2 A IMPORTÂNCIA DA MICROBIOTA PARA QUEIJOS ARTESANAIS  

 

A fermentação de forma geral é definida como um processo que envolve trocas químicas 

entre os substratos por atividades enzimáticas produzidas por microrganismos vivos (GAVA; 

SILVA; FRIAS, 2009). Dentre os processos bioquímicos que ocorrem durante a fermentação 

há a formação de energia decorrente da metabolização dos carboidratos, sendo essa energia 

gerada a responsável pela atividade dos microrganismos. As técnicas fermentativas láticas são 

Dessoragem 

Salga 

Enformagem e prensagem 
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utilizadas há centenas de anos, inicialmente o principal objetivo era a conservação de alimentos, 

mas atualmente com o aumento dos conhecimentos sobre a técnica passou a ser utilizada 

também com o intuito de diversificar os alimentos fermentados, criando novos aromas, sabores 

e texturas (CHAVES et al., 2019). 

O leite é uma matéria de composição complexa e completa (proteínas, gorduras, 

carboidratos, minerais e vitaminas), o que o torna um ambiente propício para o 

desenvolvimento de microrganismos (O’SULLIVAN; COTTER, 2017). Essas culturas que 

naturalmente podem estar presentes no leite advêm de várias fontes (saúde do animal, 

maquinário utilizado na ordenha, contato homem-animal, higienização dos tetos, período de 

armazenamento pré beneficiamento entre outros) e interferem no processo produtivo 

(KAMIMURA, 2018; O’SULLIVAN; COTTER, 2017;). Apesar da utilização do leite cru, uma 

série de condições são impostas durante toda a elaboração de queijos artesanais a fim de garantir 

a segurança do produto que será comercializado e evitar contaminações durante o processo, 

como: qualidade do leite, técnicas e locais de fabricação, boas práticas de fabricação e 

condições de maturação (CARVALHO et al., 2016; EPAMIG, 2019; PEREIRA, 2006). 

Na fabricação dos queijos artesanais são dois os principais grupos de microrganismos 

encontrados: os iniciadores, que podem ser compostos por uma única cultura ou misturas de 

culturas, sendo está mistura conhecida como ‘’pingo’’ no processo artesanal de fabricação de 

queijos, e o outro grupo são os microrganismos secundários (O’SULLIVAN; COTTER, 2017). 

Ambos os grupos são responsáveis pelo sabor e aroma dos queijos artesanais, uma vez que estão 

envolvidos nas reações de proteólise e lipólise que ocorrem durante a maturação. Porém, os 

microrganismos iniciadores estão relacionados com o desenvolvimento da acidez dos queijos 

principalmente daqueles com longos períodos de maturação (RESENDE, 2010), enquanto que 

o segundo grupo está relacionado com as características sensoriais (BERESFORD et al., 2001). 

 O pingo, considerado o starter nativo de soro de leite, é obtido a partir do soro da 

batelada anterior que é extraído do queijo durante a etapa de prensagem (PERIN et al., 2017; 

KAMIMURA et al., 2019), sendo que suas características físico-químicas variam conforme a 

derivação da microbiota que é influenciada pela região de fabricação do queijo artesanal 

(RAFAEL, 2017). Além disso, tem influência na acidez, no aroma e no sabor dos queijos feitos 

de leite cru, uma vez que a microbiota do leite sem tratamento térmico é transladada para o 

queijo (KAMIMURA et al., 2019).  
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As culturas starters para queijos em sua maioria são constituídas por bactérias lácticas 

(BL). Estas culturas são compostas por microrganismos conhecidos ou não, não formadores de 

esporos, se apresentam na forma de bastonetes, são imóveis e produzem ácido láctico como 

principal produto do metabolismo de carboidratos (BACHMANN et al., 2011; GAVA; SILVA; 

FRIAS, 2009). Podem ser adicionadas no início do processo ou estarem naturalmente presentes 

no leite cru; podem ser utilizadas de forma individual ou em blends na fabricação dos queijos 

artesanais e são de extrema relevância, pois a principal função destas é a redução do pH do 

queijo através da produção de lactato (BACHMANN et al., 2011) por meio da degradação 

enzimática (lactato desidrogenase) da lactose, como citado anteriormente (O’SULLIVAN; 

COTTER, 2017). Além de tal capacidade de reduzir o pH também afetam o desfavorecimento 

do desenvolvimento de bactérias patogênicas e deteriorantes (CHAVES et al., 2019). 

As BL podem ser classificadas de duas formas, de acordo com a faixa de temperatura 

de multiplicação ou de acordo com a via metabólica. Em relação a temperatura, as BL mais 

usada em culturas starter mesofílicas (22°C e 27°C) é o gênero Lactococcus lactis, incluindo as 

subespécies L. lactis ssp. lactis e L. lactis ssp. cremoris (PINTO et al., 2019). Por conta da 

temperatura ótima de crescimento microbiano as culturas mesofílicas são utilizadas 

principalmente na produção de queijos frescos com massa crua ou semi-cozida (COSTA et al., 

2017). Esses iniciadores mesofílicos podem ser compostos por uma única ou por uma mistura 

de cepas acidificantes e bactérias láticas que fermentam o citrato (BLAYA; 

BARZIDEH; LAPOINTE, 2018). 

Já as culturas termofílicas (30°C e 42°C) que apesar de possuírem esporos não produzem 

toxinas e consequentemente não provocam danos à saúde dos consumidores, incluem linhagens 

do gênero Streptococcus thermophilus (PEREIRA; SANTANA; SANTOS, 2020; PINTO et al., 

2019), podendo ser termofílicas facultativas (50°C a 66°C) ou termofílicas obrigatórias nas 

quais os esporos germinam e crescem em temperaturas superiores a 50°C (PINTO et al., 2019). 

Pelo grupo desses microrganismos resistirem a tratamentos com temperatura mais elevadas, são 

utilizados principalmente em queijos de massas cozidas (COSTA et al., 2017). 

Além dessas duas categorias há ainda as bactérias psicrotróficas (14°C e 20°C), que 

são originarias principalmente quando ocorre deficiências em relação a falta de boas práticas 

no momento da ordenha (NÖRNBERG; TONDO; BRANDELLI, 2009; PINTO et al., 2019). 

Estas por sua vez são capazes de se multiplicar no leite cru mesmo quando refrigerado em 

temperaturas inferiores a 7°C por apresentarem um sistema metabólico específico para isso.   
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Por conta disso, podem provocar problemas relacionados a proteólise e lipólise do leite, como 

consequências dessas reações enzimáticas tem-se o desenvolvimento de substâncias 

indesejáveis no queijo de leite cru e redução no rendimento das indústrias queijeiras (PINTO et 

al., 2019). Outro problema causado por essas bactérias é em relação as taxas de fermentação na 

fabricação de derivados lácteos, uma vez que as lipases podem interferir de forma negativa na 

atividade das bactérias láticas (PINTO et al., 2019). Deste grupo os principais representantes 

encontrados no leite cru são os gêneros Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium, 

Klebsiella, Aeromonas, Acinetobacter, Alcaligenes, Achromobacter, Serratia, Bacillus, 

Clostridium, Corynebacterium, Microbacterium, Micrococcus, Streptococcus e Lactobacillus 

(NÖRNBERG; TONDO; BRANDELLI, 2009; PINTO et al., 2019). 

Na classificação de acordo com os metabólitos da fermentação, as BL são classificadas 

em dois subgrupos, sendo eles: homofermentativas, que tem como produto majoritário da 

fermentação o ácido lático e os principais microrganismos homofermentativos são 

Lactobacillus bavariccus, Lactobacillus, Enterococcus faecalis, Pediococcus pentosaceus e 

Lactiplantibacillus plantarum. As bactérias heterofermentativas, além de produzirem ácido 

lático produzem também álcool, ácido acético, dióxido de carbono e compostos flavorizantes, 

os principais microrganismos são Levilactobacillus brevis e Leuconostoc mesenteroides 

(CHAVES et al., 2019). E por fim, as bifidobactérias, estas são muito aplicadas em produtos 

lácteos fermentados por estarem relacionadas com a diminuição de incidências de alergias 

(BJÖRKSTÉN et al., 2001). Elas apresentam fermentação heterolática facultativa, ou seja, pode 

haver a formação de ácido lático e acético sem produzir dióxido de carbono (CHAVES et al., 

2019). 

Em relação a microflora secundária, quando adicionada intencionalmente no leite é 

definida como fermento lático ou quando está presente no próprio ambiente é definida como 

microflora natural. São exemplos de fermentos secundários os bolores e as leveduras, sendo 

esse grupo de microrganismos os responsáveis pela distinção de cada tipo de queijo (CHAVES 

et al., 2019; O’SULLIVAN; COTTER, 2017). A microflora secundária pode ser dividida 

basicamente em dois grupos, sendo eles: bactérias do ácido lático não iniciadoras (NSLAB) e 

as bactérias do ácido propiônico (PAB).  

As NSLAB são grupos de bactérias originarias do próprio leite ou do ambiente 

processador de queijos e derivados lácteos (BLAYA; BARZIDEH; LAPOINTE, 2018). Isso 

porque apesar de não serem bactérias fermentadoras fazem parte da cultura inicial, uma vez que 
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permanecem no leite pasteurizado (COSTA et al., 2017). Embora existam rigorosas leis de boas 

práticas de fabricação que devem ser aplicadas nas indústrias de laticínios, bactérias desse grupo 

já foram isoladas do chão, de ralos, de superfícies de equipamentos e de embalagens a vácuo, 

isso por que as NSLAB especialmente as mesofílicas possuem a capacidade de formar biofilmes 

e dessa forma resistir aos tratamentos de limpeza e desinfecção (BLAYA; 

BARZIDEH; LAPOINTE, 2018). 

Elas não se desenvolverem bem no leite, pois utilizam o substrato da lactose residual da 

acidificação que ocorre na fase inicial e não interferem na produção de ácido. Apesar disso 

estão diretamente relacionadas com o processo de maturação dos queijos de leite cru 

(BERESFORD et al., 2001; COGAN et al., 1997) uma vez que sua população tende a aumentar 

nos primeiros meses, podendo ser dominante durante um período desse processo (SETTANNI; 

MOSCHETTI, 2010; SOUSA; ARDÖ; MCSWEENEY, 2001). Além de contribuírem 

positivamente com o sabor do queijo por liberarem aminoácidos livres decorrentes da 

degradação de caseínas e peptídeos. Por outro lado, contribuem de forma negativa na formação 

de aromas, pois os aminoácidos liberados podem dar origem a compostos voláteis como butano 

e cetona (SETTANI; MOSCHETTI, 2010). Dos lactobacilos dessa categoria, os mais 

frequentemente encontrados são os lactobacilos facultativamente heterofermentativos 

(BERESFORD et al., 2001) das espécies Lacticaseibacillus casei, L. paracasei, L. curvatus, L. 

rhamnosus e L. plantarum (COSTA et al., 2017). 

O grupo das bactérias do ácido propiônico (PAB) são naturalmente encontradas no leite 

cru e são responsáveis pela metabolização do lactato em ácido propiônico (BACHMANN et 

al., 2011; BERESFORD et al., 2001). A concentração desses microrganismos deve ser muito 

bem controlada, uma vez que causam problemas tecnológicos nos queijos artesanais durante o 

processo de maturação como, formação de manchas marrons, sabor doce atípico e estufamento 

tardio (BACHMANN et al., 2011). Os principais gêneros de PAB são Propionibacterium 

freudenreichii, P. jensenii, P. thoenii, P. acidipropionic, P. cyclohexanicum e P. 

coccoidespropostos, estas são responsáveis pelo sabor e aroma dos queijos artesanais através 

da produção de gás e álcool, além da formação de olhaduras características (BERESFORD et 

al., 2001; O’SULLIVAN; COTTER, 2017). 

Além da variação dos tipos de microrganismos que são empregados na fabricação dos 

queijos, a etapa de maturação também é um fator que contribui para variação das características 

específicas de cada tipo de queijo, uma vez que nesse momento ocorre a formação do sabor e 
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do aroma dos queijos artesanais (ORDÓÑEZ, 2005; ROCHA, 2004). Isso porque nesta etapa 

estão envolvidos processos bioquímicos, físicos e microbiológicos, com destaque para a 

degradação de açúcares, proteínas e lipídios por ação de microrganismos naturalmente 

presentes no leite sem tratamento térmico ou enzimas especificas, que alteram a composição 

química dos queijos (PERRY, 2003). Nesse período os aminoácidos são convertidos em 

compostos de sabor por reações enzimáticas de proteólise que convertem a caseína em 

aminoácidos livres; lipólise que convertem os triglicerídeos em ácidos graxos livres com 

subsequente formação de voláteis intensificadores de sabor (BACHMANN et al., 2011; 

O’SULLIVAN; COTTER, 2017). 

Além de na maturação ocorrer a construção sensorial dos queijos artesanais, ela 

influencia no desenvolvimento microbiológico das bactérias que estavam presentes no leite in 

natura e que consequentemente passarão para o queijo. Neste processo, quando as condições 

sanitárias são ideais, algumas espécies são favorecidas e se multiplicam mais rapidamente 

(lactococos e lactobacilos), enquanto outros terão seu crescimento inibido ao longo do período 

(deteriorantes e patogênicos). Com o avanço do tempo de maturação, o pH do queijo diminui e 

a atividade de água também, por conta disso a contagem de coliformes e possivelmente de 

bactérias patogênicas tendem a diminuir não causando danos à saúde do consumidor 

(ORDÓÑEZ et al., 2005). 

 

2.3 IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS PRESENTES EM QUEIJOS ARTESANAIS 

USANDO FERRAMENTAS MICROBIOLÓGICAS CLÁSSICAS  

 

Dos produtos de origem animal o leite pode ser considerado o mais completo em termos 

nutricionais (RIBEIRO, 2005). Na elaboração de queijos em geral, a matéria prima principal, 

deve apresentar excelente qualidade microbiológica a fim de não prejudicar o processo 

fermentativo, não provocar alterações sensoriais e principalmente não causar danos à saúde do 

consumidor (SALINAS, 2002). Para que a inocuidade do leite seja mantida cuidados com a 

obtenção, armazenamento, processamento, controle da carga microbiológica e determinação 

dos tipos de microrganismos devem seguir as legislações evitando-se então infeções, 

intoxicações alimentares, prejuízos nutricionais e sensoriais (FREO; REOLON, 2006; IRKIN, 

2010), principalmente quando se trata de queijos elaborados a partir do leite cru. 
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Existem várias técnicas microbiológicas para identificar e caracterizar a diversidade de 

bactérias que estão presentes nos queijos artesanais, sendo que os métodos que dependem do 

cultivo são os mais tradicionais (BERESFORD et al., 2001). A determinação da carga 

microbiana do leite está paralelamente relacionada com a qualidade do queijo, sendo que a 

detecção de bactérias pode ser realizada utilizando métodos bioquímicos clássicos qualitativos 

e quantitativos, sendo eles: quantificação padrão em placas, citometria de fluxo, microscopia 

direta, teste da redutase, entre outros (CASSOLI, 2005; NUNES, 2017; SANT ‘ANNA, 2019). 

O método de contagem padrão em placas é uma técnica muito utilizada para se 

determinar o número de células viáveis ou unidades formadoras de colônia (UFC) por mililitro 

de leite. Com essa técnica é possível a contagem de colônias, mas não o número de bactérias 

(BRITO 1999; HILLERTON, 2000). Porém com a aplicação de diluições seriadas em conjunto 

com a técnica de semeadura por espalhamento (spread-plate) e meio de cultura seletivo é 

possível a identificação fenotípica de colônias especificas. Mas a técnica possui limitações da 

própria natureza do alimento e também em relação aos fatores intrínsecos e extrínsecos como, 

atividade de água, pH, temperatura e umidade, respectivamente (SANT ‘ANNA, 2019). 

A citometria de fluxo é um método de análise mais rápido e automatizado da viabilidade 

celular por diferença de concentração de íons na membrana citoplasmática das células de 

microrganismos presentes no leite (CASSOLI et al., 2007; SHAPIRO, 2000). De acordo com 

Gunasekera; Attfield; Veal (2000) e Holm; Mathiasen; Jespersen (2004), técnicas envolvendo 

o princípio da citometria de fluxo têm sido desenvolvidas para a enumeração e diferenciação 

de microrganismos, mas poucas estão relacionadas à diferenciação de bactérias em leite. 

O método de contagem por microscopia direta é um dos métodos mais confiáveis e 

utilizados para a determinação do número de células somáticas em laticínios por ser rápido, 

simples e por permitir analisar a morfologia bactéria. Nesta técnica podem ser utilizados 

corantes específicos de DNA, como o verde de metil e pironina-Y, que diferencia as células 

somáticas dos corpúsculos citoplasmáticos. Apesar disso, as células viáveis e não-viáveis são 

contadas sem distinção entre elas e é difícil discernir as partículas de alimento das células 

bacterianas (MADUREIRA et al. 2010; SANT ‘ANNA, 2019). 

O teste redutase também conhecido como teste de redução de corantes, é um método 

simples e de baixo custo aplicado em leite in natura. Na técnica são utilizados dois corantes: o 

que utiliza azul-de-metileno, com a redução o meio torna-se branco, quanto maior a 

contaminação do leite mais rapidamente a solução irá descolorir (NERO; BELOTI; BARROS, 

https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Mathiasen%2C+T
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Jespersen%2C+L
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2000) ou o corante resazurina o meio que era azul torna-se rosa. Porém este método também 

apresenta implicações, uma vez que nem todas as espécies de bactérias possuem a mesma 

atividade redutora (SANT ‘ANNA, 2019). 

A grande diversidade de queijos artesanais existentes é influenciada principalmente 

pela população bacteriana mesofílica, gram-positiva e não formadora de esporos, sobretudo as 

bactérias ácido láticas (BAL) (BRUNO; CARVALHO, 2009; RANDAZZO; CAGGIA; 

NEVIANI, 2009). Bactérias identificadas por métodos tradicionais de identificação microbiana 

(contagem em placas e testes bioquímicos) estão descritas na Tabela 1. Estas apresentam dupla 

função quando aplicadas em alimentos, além de prolongarem a shelf-life, evitam que bactérias 

gram-positivas de gêneros diferentes de Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, 

Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e 

Bifidobacterium se desenvolvam (BRUNO; CARVALHO, 2009).  

 

Tabela 1- Diversidade microbiana em queijos artesanais brasileiros 

Tipo de 

queijo 

Região Microrganismos 

Identificados 

Método Referência 

Queijo 

Serrano 

Rio Grande 

do Sul- RS 

Lactiplantibacillus plantarum, 

L. curvatus, L. acidophilus, 

Lacticaseibacillus paracasei,  

Lacticaseibacillus rhamnosus, 

Limosilactobacillus fermentum 

          IDF Delamare et 

al. (2012) 

Queijo 

Colonial 

Seara- SC E. coli, Enterobacter, 

Citrobacter, Listeria 

monocytogenes 

e Klebsiella 

 

       BAM Carvalho et 

al. (2019) 

Queijo 

Minas 

Serra da 

Canastra- MG 

Lacticaseibacillus rhamnosus 

Lacticaseibacillus casei, 

Lactobacillus plantarum, 

Enterococcus spp., Lactococcus 

spp 

        IDF Resende et 

al. (2011) 

Queijo 

Colonial 

Cascavel- PR Staphylococcus sp,  

Staphylococcus aureus, 

 Salmonella e Shigella 

        FDA Eckert; 

Webber 

(2016) 
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Queijo 

Coalho 

Aracaju- SE E. coli, Klebsiella ozaenae, 

Enterobacter aerogenes, 

Arizona hinshawii, Proteus 

mirabilis e Salmonella spp. 

MAPA Santana et 

al. (2008) 

Fonte: Elaborado pelo autor (2021) 

 

Apesar de algumas espécies dos gêneros Enterococcus e Streptococcus serem 

considerados patogênicos ao ser humano, a espécie Streptococcus thermophilus é amplamente 

utilizada em laticínios, uma vez que é tecnologicamente importante para a metabolização da 

lactose e desenvolvimento de propriedades sensoriais (GALIA et al., 2009). Já a utilização do 

gênero Enterococcus é questionável, pois algumas espécies possuem genes relacionados com 

virulências (LANDETA et al., 2013). Sendo assim, a identificação tanto das bactérias 

naturalmente presentes no leite cru quanto no queijo que será comercializado é relevante para 

assegurar a saúde dos consumidores, explorar o desempenho desses microrganismos durante o 

processo e melhorar as características do queijo (MOTTA; GOMES, 2015).   

A identificação de cepas patogênicas e de bactérias é de extrema importância para o 

processo industrial (CUNHA, 2016), uma vez que além de poderem ser fontes de contaminação, 

cada microrganismo apresenta uma rota metabólica diferente, e quanto mais especifica for a 

aplicação mais otimizado poderá ser o processo (VAN BELKUN et al., 2007). Apesar dos 

métodos de identificação bacteriana que utilizam a caracterização fenotípica até hoje serem 

muito utilizados, testes clássicos não são muito eficientes para separar espécies fenotipicamente 

relacionadas, pois muitas vezes não permitem a separação genética de subespécies 

(DELGADO; MAYO, 2004). Com tais análises, a cultura como um todo é analisada e o 

metabolismo individual de cada célula acaba sendo ignorado, desta forma aquelas culturas que 

estão viáveis, porém não cultiváveis acabam não sendo reveladas (JEPRAS et al., 1995; NEBE-

VON-CARON; BADLEY, 2000).  

Além disso, na maioria das vezes essas técnicas clássicas devem ser utilizadas com 

objetivos precisos, uma vez que apresentam muitas retenções práticas como a sensibilidade do 

método, além de ser um trabalho exaustivo no laboratório requerendo muito tempo (VAN 

BELKUN et al., 2007; WOLSKA; SZWEDA, 2012). Também há dificuldade em relação a 

cultivar as bactérias em placas, uma vez que são diversos os meios de cultura e o escolhido 

deve ser relacionado com características específicas do microrganismo de interesse (BRUNO; 
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CARVALHO, 2009) e a temperatura de incubação também interfere no crescimento das 

bactérias desejadas (CARVALHO, 2007). 

Por conta disso o surgimento de técnicas que ampliassem o conhecimento sobre os 

microrganismos foi necessário como, por exemplo, o surgimento da técnica de sequenciamento 

genético em 1975 (SANGER; COULSON, 1975). Com a possibilidade de identificar o 

mapeamento genômico de microrganismos em alimentos fermentados há um crescente 

interesse na aplicação destas metodologias na área.  

 

2.4 IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS PRESENTES EM QUEIJOS ARTESANAIS 

USANDO FERRAMENTAS GENÔMICAS OU METAGENÔMICA 

 

Os métodos de tipagem baseados em sequenciamento de DNA surgiram como 

alternativas para os métodos de identificação clássicos fenotípicos (KAZOU et al., 2021). Essa 

nova forma de organizar e classificar os organismos com técnicas moleculares tornou-se mais 

rápido, com resultados mais fidedignos, além de ser de fácil reprodutividade. Isso porque, os 

métodos detectam as células nos seus mais diversos estados, desde as viáveis até aquelas lisadas 

ou danificadas (O’SULLIVAN et al., 2013).  Ademais os dados são compartilhados de forma 

on-line via plataformas digitais, facilitando dessa forma a interpretação dos dados obtidos pelas 

técnicas de tipagem por sequenciamento (CUNHA, 2016). 

O sequenciamento do DNA é um método da biologia molecular que tem como 

finalidade determinar a ordem exata das bases nitrogenadas de uma parte ou do todo dessa 

molécula (FIETTO; MACIEL, 2015). Com os métodos de tipagem genotípicas é possível 

avaliar as variações que ocorrem em partes ou na totalidade dos genomas de microrganismos, 

sendo que qualquer um deles quando realizados com eficiência algumas informações são 

obtidas, como: expressão gênica diferencial, estrutura e função dos genes, diversidade genética, 

presença de elementos móveis no genoma, presença de genes adquiridos por transferência 

lateral, relações evolutivas e construção de mapas metabólicos (NIERMAN et al., 2000). 

O sequenciamento dito clássico, é a técnica de Sanger que com os anos passou por 

aprimoramentos como, por exemplo a incorporação de corantes emissores de fluorescência 

(FIETTO; MACIEL, 2015). Esta técnica baseia-se na replicação do DNA molde por ação de 

uma enzima (DNApolimerase) pela técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), tal 

replicação pode ser interrompida em diferentes regiões por interferência de nucleotídeos 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0022283675902132#!
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(didesoxirribonucleotídeos). Exemplificando, com a desnaturação da dupla fita de DNA, ação 

da DNA polimerase e rompimento por ação dos nucleotídeos os amplicons são formados. Por 

fim esses amplicons são separados em fragmentos formando bandas numa chapa radiográfica 

permitindo determinar a sequência de nucleotídeos da fita de DNA recém-sintetizada e 

consequente visualização dos fragmentos que diferem entre si por apenas um nucleotídeo 

(FIETTO; MACIEL, 2015). 

O poder discriminatório das cepas está diretamente relacionado com o tamanho do 

fragmento que é sequenciado e por conta disso existem três técnicas de sequenciamento, sendo 

elas: Tipagem por Sequenciamento de Único Locus (SLST), Tipagem por Sequenciamento de 

Múltiplos Loci (MLST) e Tipagem por Sequenciamento Completo do Genoma (WGST) 

(CUNHA, 2016). No método SLST, por sequenciar uma quantidade limitada de locus de DNA, 

a região selecionada deve apresentar bastante variação de sequenciamento gênico e deve-se 

utilizar um marcador específico para cada espécie bacteriana a ser identificada. Apesar disso os 

resultados encontrados em diversas analises são facilmente comparados pois, as informações 

são armazenadas em banco de dados on-line (HARMSEN et al., 2003; VAN BELKUM et al., 

2007; WOLSKA; SZWEDA, 2012).  

A técnica MLST que surgiu para suprir a lacuna existente no método citado 

anteriormente foi aplicada pela primeira vez em 1998 em estudos genéticos de bactérias 

patogênicas (MAIDEN et al., 1998), por conta da sua eficiência em relacionar as espécies (DE 

VOS, 2011). Os métodos de análise dessa técnica podem ser baseados em duas estratégias: a 

primeira delas é dependente dos alelos, ignorando a diferença entre os nucleotídeos presentes e 

por conta disso os resultados não são tão acurados, uma vez que eles não podem distinguir uma 

única mudança de base em múltiplas loci das mutações do mesmo número de loci (MAIDEN, 

2013; PÉREZ-LOSADA et al., 2013). Já a segunda estratégia, são métodos baseados nas 

sequências dos nucleotídeos (PÉREZ-LOSADA et al., 2013), geralmente 450-500 pares de 

base são sequenciados de sete genes referência (CUNHA, 2016), ou seja, é com a determinação 

da sequência dos nucleotídeos que o grau de parentesco bacterianos são determinados (PÉREZ-

LOSADA et al., 2013). 

Por ambas as técnicas citadas anteriormente apresentarem limitações quanto a abertura 

genômica que dificulta a especificação e diferenciação de tipagem de algumas espécies surgiu 

então a técnica WGST. Sinônimo de alta sensibilidade técnica, esse método é capaz de 

diferenciar cepas que apresentam diferenças em apenas um nucleotídeo (CUNHA, 2016). 
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Apesar dos dados dessa técnica estar disponível de forma online, a interpretação da enorme 

gama de dados e a determinação dos marcadores genéticos ainda são barreiras para essa 

tecnologia (LARSEN et al., 2012; SABAT et al., 2013; VAN BELKUM et al., 2007).   

Dentre os marcadores genéticos utilizados, a análise do gene 16S rRNA é amplamente 

utilizada para determinar a relação filogenética das bactérias (CLARRIDGE, 2004). O 

sequenciamento dessa região em específico é realizado pois, possibilitam a caracterização dos 

isolados de forma mais rápida e com maior segurança. Nesta parte do rRNA há regiões 

conservadas que permitem o desenvolvimento de primers direcionados a todas as bactérias e 

regiões de abrangência com sequências específicas de espécies (COCOLIN; RANTSIOU, 

2007; ERCOLINI, 2004), ou seja, com a amplificação da região 16S rRNA é possível comparar 

quais os pares de bases nitrogenadas estão diferentes entre as espécies e que são responsáveis 

pela diferenciação das suas características (COCOLIN; RANTSIOU, 2007). Regiões diferentes 

desse gene geralmente apresentam número limitado de sequências (DOULGERAKI, 2012; 

MAUKONEN; SAARELA, 2009; NOCKER; BURR; CAMPER, 2007). 

A especificidade da identificação bacteriana pode ser ainda mais ampliada pela 

identificação taxonômica de regiões hipervariáveis como, a V3 e a V4 (ZHANG et al., 2018). 

Com o sequenciamento da região V3 é possível diferenciar a maioria das bactérias, isso por que 

ela apresenta o maior número de sítios variáveis. Já com a análise da região V4 é possível saber 

com mais eficácia a aproximação familiar dos microrganismos presentes na amostra. Desta 

forma, a análise simultânea de ambas as regiões citadas permite uma maior especificidade do 

microbioma presente na amostra, uma vez que fragmentos de tamanho mais apropriados são 

analisados (CHRISTOFF, 2016). 

Atualmente o interesse por sequenciadores automáticos vem crescendo, pois assim é 

possível que a genotipagem ocorra de forma mais ampla. O sequenciamento de milhões de 

fragmentos de forma paralela em vez do sequenciamento ser de um único fragmento de DNA 

e maior velocidade de obtenção de informações com menor custo. Além disso, houve o 

acoplamento da técnica com tecnologias digitais como a plataforma Illumina Miseq que 

apresenta princípios semelhantes ao método Sanger (COLLINS; MORGAN; PATRINOS, 

2003). No princípio da plataforma também há a síntese de uma fita complementar ao DNA alvo 

utilizando DNA polimerase e nucleotídeos terminadores marcados, porém são utilizados 

fluoróforos que são responsáveis pela decodificação das imagens de cada nucleotídeo e 

consequentemente o sequenciamento da região de interesse (FIETTO; MACIEL, 2015).  



33 

 

 

Na Tabela 2 são apresentados alguns estudos da diversidade microbiana em queijos 

utilizando sequenciamento genético de amplo espectro (metagenômica). O termo 

metagenômica que foi utilizado pela primeira vez no final do século XX definia a técnica como 

a avaliação dos materiais genéticos isolados diretamente das amostras, sem desta forma 

depender de meios de cultura (HANDELSMAN, 2004). Justamente por ser um método 

independente de cultivo que analisa as sequências de nucleotídeos, tornou-se uma das principais 

formas de estudo de microrganismos isolados (HUGENHOLTZ; TYSON, 2008). Visto que 

naquela época já se sabia que todas as informações hereditárias dos organismos estavam 

presentes na molécula de DNA e desde então a ecologia microbiana ganhou um novo patamar 

com o sequenciamento do rRNA de organismos obtidos diretamente do ambiente 

(MARDANOV; KADNIKOV; RAVIN, 2018). 

 

Tabela 2 - Diversidade microbiana em queijos utilizando ferramentas metagenômicas.  

Queijo 

analisado 

Metodologia Principais Microrganismos Referências 

Queijo do tipo 

coalho 

Illumina Hiseq2500 Bacillus cereus, 

Propionibacterium acnes, 

Acinetobacter johnsonii, 

Enterococcus faecium e E. 

faecalis, Lactobacillus, 

Streptococcus thermophilus, 

S. luteciae, Vibrio 

rumoienses, Rothia 

dentocariosa, 

Elizabethkingia 

meningoseptica 

De Lima (2017) 

Queijo da 

Canastra 

Greengenes Lactobacillus, 

Streptococcus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Pseudomonas, 

Staphylococcus, Pasteurella, 

Enterobacter, Klebsiella, 

Acinetobacter 

Kamimura (2018) 
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Queijo 

Artesanal da 

Mantiqueira 

Mothur Bifidobacterium, Riemerella, 

Soonwooa, Staphylococcus, 

Isobaculum, Jeotgalibaca, 

Lactigenium, Bavariicoccus, 

Catellicoccus, Enterococcus, 

Melissococcus, Pilibacter, 

Lactococcus, Streptococcus, 

Lactovum, Citrobacter, 

Enterobacter, Klebsiella, 

Kluyvera, Leclercia, 

Salmonella, Morganella, 

Obesumbacterium, 

Pluralibacter, Acinetobacter, 

Enhydrobacter 

  

       Pehrson (2017) 

Queijo 

colonial 

 

 

 

 

 

Queijo 

Mozzarella 

 

 

 

 

 

 

Queijo do 

Cazaquistão 

BLAST 

 

 

 

 

 

 

Illumina Miseq 

 

 

 

 

 

 

 

Grengenes 

Enterococcus faecium, E. 

durans,  

Lactiplantibacillus 

plantarum, Phyllobacterium 

catacumbae, P. 

myrsinacearum 

 

Enterobacteriaceae, 

Flavobacteriacear, 

Moraxellaceae, 

Pseudomonadaceae, 

Streptococcus thermophilus, 

Lactobacillus delbrueckii 

subsp. Bulgaricus, L. 

helveticus, Corynebacterium, 

Flavobacterium, 

Chryseobacterium e 

Anoxybacillus flavithermu 

 

Lactococcus lactis, 

Lactobacillus helveticus, 

Streptococcus thermophiles, 

Lactobacillus delbrueckii, 

Ochrobactrum tremoço, O. 

lupin, Acinetobacter 

Baumannii 

 

Hermanns (2013) 

 

 

 

 

 

 

Marino et al. (2019) 

 

 

 

 

 

 

 

Li et al. (2017) 
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Queijo do 

Poro 

MR DNA Streptococcus salivarius, S. 

thermophilus, Lactobacillus 

delbrueckii subsp. 

Bulgaricus, Lactobacillus 

helveticus, 

Lactiplantibacillus 

plantarum, Macrococcus 

caseolyticus, 

Chryseobacterium hominis, 

Staphylococcus sciuri, S. 

aureus, Lactococcus 

garvieae, Pseudomonas 

aeruginosa, Acinetobacter 

sp., Bacillus licheniformis, 

Enterococcus faecium, 

Limosilactobacillus 

fermentum 

 

Aldrete-Tapia et al. 

(2014) 

Queijo 

Casizolu 

PCR (TTGE) Lactococcus lactis 

subsp. lactis, Streptococcus 

thermophilus, 

Lacticaseibacillus paracasei, 

Lactiplantibacillus 

plantarum, Lactobacillus 

pentosus, Levilactobacillus 

brevis, Limosilactobacillus 

fermentum, Enterococcus 

durans, Enterococcus 

faecium, Enterococcus 

italicus, Enterococcus 

lactis, Streptococcus 

parauberis e Lactococcus 

raffinolactis 

Mangia; Fancello; 

Deiana (2016) 

Fonte: Elaborado pelo autor (2021) 

 

De Lima et al. (2017), Kamimura (2018) e Hermanns (2013) realizaram o 

sequenciamento genômico (16S rRNA) da comunidade microbiana derivada do queijo coalho 

elaborados com leite cru e pasteurizado, queijo da Canastra e queijo Colonial, respectivamente. 

Todos analisaram como a comunidade influência nos sabores, texturas e aromas do produto 
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final, e concluíram que havia a presença tanto de bactérias patogênicas quanto de bactérias 

benéficas que fazem parte da microbiota de derivados lácteos. Pehrson (2017), avaliou a 

efetividade na aplicação de microrganismos probióticos em relação a melhor qualidade 

microbiológica e características fermentativas do queijo Artesanal das Terras Altas da Serra da 

Mantiqueira em diferentes estações do ano. Neste trabalho o autor concluiu que houveram 

diferenças significativas das comunidades microbianas do queijo conforme havia mudanças 

sazonais e na incorporação de culturas probióticas.  

Marino et al. (2019), por análise metagenômica avaliaram as diferenças das culturas 

bacterianas do queijo mussarela de búfala e de vaca, além disso abordaram a relevância da 

metodologia em auxiliar a garantia da segurança alimentar quanto a diferenciação dos 

microrganismos e deterioração do produto. Li et al. (2017) avaliaram a pouco estudada 

diversidade bacteriana do queijo Cazaquistão e compararam os resultados com análises de 

outros países em bancos de dados, neste estudo concluíram que a região geográfica realmente 

é responsável pela diversidade da microbiota. Aldrete-Tapia et al. (2014) analisaram as 

influências do processo produtivo na elaboração do queijo Poro em relação a comunidade de 

bactérias. Os autores concluíram que um dos fatores que mais influenciaram nas características 

finais do queijo foram as diversidades que ocorrem nas comunidades bacterianas encontradas 

nos leites coletados em períodos de seca e em períodos chuvosos, sendo que esse fator acaba 

interferindo no processo produtivo e na etapa de maturação do queijo. Mangia; Fancello; Deiana 

(2016) foram pioneiros na avaliação das espécies de bactérias que estavam presentes no 

primeiro mês de maturação do queijo Casizolu e concluíram que as espécies Lactococcus lactis 

subsp. lactis, Streptococcus thermophilus e Lacticaseibacillus paracasei foram as principais 

espécies bacterianas envolvidas na fabricação e maturação do queijo italiano. 

No que se tem registrado o primeiro estudo metagenômico envolvendo queijos foi 

realizado por Wolfe et al em 2014, neste trabalho os autores realizaram o sequenciamento de 

bactérias psicrotróficas e supuseram a influência destas no desenvolvimento de sabor de queijos 

de diferentes países. Em outro estudo, Marino et al. 2019 utilizaram a técnica para diferenciar 

queijo muçarela de leite de vaca do queijo muçarela de búfala pela microbiota distinta entre os 

dois produtos, sendo que o primeiro apresentou maior diversidade bacteriana. Com isso, pode-

se concluir que saber informações taxonômicas e as características do microbioma do queijo 

por estudos da comunidade microbiana como um todo no que se refere aos termos filogenéticos 

e funcionais das comunidades microbianas envolvidas no processo de fabricação dos queijos 
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estão em ascendência, pois a investigação e identificação de um único ou somente de alguns 

organismos não são suficientes para a dinâmica da microbiota e para a garantia da 

biossegurança desses produtos (TILOCCA et al., 2019). 

A singularidade das variedades dos queijos é influenciada por fatores já conhecidos 

como, a região de produção, a composição do leite utilizado, umidade da localidade, altitude, 

temperatura e microrganismos iniciadores (CÓRDOVA et al., 2016; IDE; BENEDET, 2001). 

Por conta disso os estudos das comunidades bacterianas desse tipo de alimento fermentado são 

extremamente relevantes, pois eles auxiliam tanto na otimização do processamento industrial 

quanto no entendimento das interações desses microrganismos com a matéria-prima (RIOS et 

al., 2020). Porém além das análises serem de fácil replicabilidade a interpretação dos resultados 

também deve ser facilitada, facilidades essas que ocorreram com os avanços das técnicas que 

não necessitam da utilização de meios de cultura (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER,1995; 

ANDREOTE, 2007; HUGHES et al., 2001).  

A identificação mais precisa dos microrganismos pelas técnicas genômicas ou 

metagenômica que possibilitaram mais acurácia nas suposições das interações da microbiota 

com o produto, sendo esse um fator de extrema relevância para as indústrias uma vez que 

influencia na qualidade final do produto com o desenvolvimento de características sensoriais e 

reológicas e também na segurança dos mesmos com a deterioração quando há a presença de 

organismos não desejáveis (RIOS et al., 2020). 

 

3MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 AMOSTRA 

 

Foi submetida a análise metagenômica uma peça de queijo Colonial de leite cru 

comercializada no município de Seara, elaborada por um produtor que faz parte da Cooperativa 

de Produção e Consumo dos Produtores e das Agroindústrias Familiares de Seara (COOPASE). 

O queijo foi fabricado em dezembro de 2020, sendo esse período considerado de verão no 

Brasil, no qual as temperaturas médias são de 23°C na região de Seara. O queijo Colonial passou 

por um período de maturação de 20 dias e a amostra foi transportada congelada em caixa 

térmica com gelo retornável em sua embalagem original até o momento da investigação da 

comunidade bacteriana presente no mesmo.  
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3.2 ANÁLISE METAGENÔMICA 

 

A diversidade microbiana foi estudada com base em bibliotecas sequenciadas 

utilizando-se o equipamento MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., USA) e o kit V2, com 

300 ciclos e sequenciamento single-end. Para o sequenciamento de alto rendimento das regiões 

V3/V4 do gene 16S rRNA, pesou-se uma alíquota de 25 g da amostra a qual foi homogeneizada 

com 225 mL de solução salina triptonada. Após essa etapa, foi realizada a extração do DNA 

com a técnica de beads magnéticas com um protocolo proprietário desenvolvido pela 

Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil. Em seguida foi realizada a reação de PCR em 

triplicata utilizando Platinum Taq Polymerase (Invitrogen, EUA), nas 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 uma extensão final de 72 °C por 2 minutos. As sequências foram analisadas por meio de 

um pipeline e bibliotecas preparadas, ambas seguindo um protocolo proprietário (Neoprospecta 

Microbiome Technologies, Brasil). A amplificação foi realizada com os primers 341F 

(CCTACGGGRSGCAGCAG) (WANG; QUIAN, 2009) e 806R 

(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) universais para a região V3/V4 do gene 16S rRNA 

(CAPORASO et al., 2012). As sequências de DNA obtidas foram comparadas com o banco de 

dados proprietário ou públicos (QUAST et al., 2013) e Greengenes (DeSANTIS et al., 2006) 

contendo diversas sequências de DNA anteriormente caracterizadas. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Através da análise metagenômica foram encontrados um total de 76.695 reads, sendo 

que em relação a taxonomia foram encontrados: 4 filos (Figura 5) sendo eles, Firmicutes 

(65,44%), Actinobacteria (26,38%), Proteobacteria (8,09%) e Bacteroidetes (0,1%). Gill et al. 

(2006), identificaram os microrganismos do ambiente externo no canal do úbere e como 

resultado, os principais filos presentes eram Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria. Já 

Delbès, Ali-Mandjee e Montel (2007) estudaram a diversidade microbiana no queijo Saint-

Nectaire e Zhong et al. (2016) investigaram as variações microbianas em leites fermentados de 

diferentes regiões da China, Mongólia e Rússia. Ambos os grupos de pesquisadores constataram 

que os filos Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria e Bacteroidetes são encontrados em 

abundância tanto na matéria prima quanto nos produtos fermentados. 

 É fato que existem diferenças significativas em relação ao sabor, comunidade 

microbiana e características físico-químicas nos queijos elaborados com leite cru e pasteurizado 

(BUFFA et al., 2001; LITTLE et al., 2008; DELGADO et al., 2013). Segundo Montel et al. 

(2014) a carga microbiana do leite é influenciada principalmente por contaminações externas 

por conta da falta de Boas Práticas Agropecuárias (BPA) no momento da ordenha, uma vez que 

segundo os autores o leite enquanto está na parte superior do úbere é considerado estéril. 

 

Figura 4 - Abundância relativa de filos bacterianos presentes no queijo colonial artesanal.  

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2021) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delb%26%23x000e8%3Bs%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17259356
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ali-Mandjee%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17259356
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Montel%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17259356
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 Em contradição Gill et al. (2006) afirmam que inicialmente a contaminação da matéria 

prima ocorre ainda no úbere por microrganismos presentes no ambiente, sendo o filo Firmicutes 

o mais frequente. Concomitantemente Derakhsani et al. (2018) afirmam que o leite mesmo 

antes da ordenha pode estar contaminado, uma vez que o canal do teto por dilatação do esfíncter 

após a ordenha facilita a entrada de microrganismos do meio externo que acabam proliferando 

no meio intramamário e provocando infecções como a mastite. Além disso, os autores citam 

que podem ocorrer translocações de bactérias intestinais para as glândulas mamarias por meio 

da circulação sanguínea e que afetam a microbiota do leite ainda dentro do animal.  

Além do enriquecimento microbiano do leite durante a ordenha, também ocorrem 

transferências da microbiota das indústrias processadoras que apresentam microrganismos do 

ambiente nos tanques de armazenamento, na água, nas prateleiras e nos equipamentos 

(MONTEL et al., 2014). Por conta disso, o leite sem tratamento térmico apresenta maior carga 

microbiana (YOON; LEE; CHOI, 2016) o que acaba influenciando no desenvolvimento de um 

perfil sensorial característico nos queijos de leite cru em decorrência das atividades metabólicas 

desses microrganismos que permanecem no leite (ALBENZIO et al., 2001; MONTEL et al., 

2014; WOUTERS et al., 2002). Sendo o filo Actinobacteria, o que apresenta maior capacidade 

de hidrolisar a caseína, interferindo dessa forma na maturação dos queijos e nas reações de 

proteólise (COLLINS, 2006; OZTURKOGLU et al., 2016) e consequentemente contribuindo 

para o sabor e cor dos queijos (ARFI et al., 2005).  

Tanto o filo Proteobacteria quanto o filo Bacteroidetes estão presentes nos mais 

diversos meios, desde ambientes naturais até em alimentos (GARRITY; BELL; LILBURN, 

2015; IRLINGER et al, 2014). O primeiro filo citado é composto por microrganismos 

halofílicos e psicrotolerantes, por conta disso mesmo após a etapa de salga essas bactérias 

conseguem se desenvolver (IRLINGER et al, 2014) e mesmo com o leite sob refrigeração 

produzem a enzima metaloprotease alcalina que é capaz de alterar as propriedades sensoriais 

do leite cru e seus derivados (JUNIOR et al., 2019). Enquanto isso, o filo Bacteroidete está 

relacionado com a degradação de proteínas e carboidratos (CONDÉ, 2018), uma vez que 

realizam reações proteolíticas. Além disso, são microrganismos sacarolíticos, ou seja, 

produzem ácidos acético, lático e propiônico (RIOS-COVIAN et al., 2013).   

Em relação à abundância de gêneros de bactérias na amostra de queijo (Figura 6), foi 

possível observar que os mais abundantes foram Lactococcus, Enterococcus, Bifidobacterium 
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e Corynebacterium. Tais gêneros podem contribuir de forma positiva no beneficiamento do 

leite ou auxiliar no processo de deterioração da matéria prima (QUIGLEY et al., 2013). Os 

Lactococcus e os Enterococcus são encontrados naturalmente no leite cru e fazem parte da 

composição dos queijos produzidos de forma artesanal. Ambos os grupos são responsáveis pela 

produção de lactato e auxiliam nas características sensoriais dos queijos, uma vez que 

participam dos processos de proteólise e lipólise (CAVANAGH; FITZGERALD; 

MCAULIFFE, 2015; QUIGLEY et al., 2013). Além disso, Enterococcus, Lactobacillus e 

Leuconostoc são espécies heterofermentativas, ou seja, são bactérias que produzem gases e 

juntamente com a ação de algumas leveduras formam olhaduras nos queijos (BERESFORD et 

al., 2001), sendo essa uma característica desejada no queijos Colonial (SANTA CATARINA, 

2018). 

Figura 5. Abundância relativa de gêneros bacterianos presentes no queijo colonial 

artesanal. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2021) 

 

São antigos os estudos e as comprovações a cerca de bifidobactérias em aplicações 

biotecnológicas e biomédicas (probióticos), nos queijos esses microrganismos além de exercem 

influencias nas características sensoriais por apresentarem a capacidade de hidrolisar ou 

metabolizar os carboidratos, também agem como antimicrobianos (YASMIN et al., 2020). 

Apesar de Bifidobacterium spp. também estarem presentes com frequência no leite cru e em 

http://dx.doi.org/10.1016/s0958-6946(01)00056-5
https://sciprofiles.com/profile/904905
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produtos lácteos e resultarem em níveis aumentados de lactato e acetatos, estes não interferem 

nas características sensoriais do produto final (ONG; HENRIKSSON; SHAH, 2007). Isso 

provavelmente ocorre por que a produção de ácido acético é menor durante o período de 

maturação como averiguado no estudo de Dermers-Mathieu et al. (2016). Assim como ocorreu 

em nosso trabalho, outros estudos também encontraram corinebactérias em leite cru e 

derivados. Espécies de Corynebacterium não patogênicas como, C. casei e C. variabile, que 

apresentam funções benéficas no processamento de alimentos, são frequentemente isoladas de 

produtos lácteos de leite cru (FRICKER et al., 2001; HAHNE et al., 2018). Dolci et al. (2009) 

estudaram a microflora superficial de queijo de leite cru e detectaram bactérias dos gêneros 

Lactococcus e Corynebacterium. Os autores concluíram que houve um aumento na contagem 

de ambos os gêneros na superfície do queijo mesmo após o período de maturação. 

No total foram identificadas 57 espécies de bactérias láticas e não láticas na amostra 

de queijo Colonial analisado. Dentre as espécies de bactérias láticas que foram detectadas na 

amostra de queijo colonial analisada, a mais abundante foi Lactococcus lactis (Figura 7), assim 

como também ocorreu nos trabalhos de Alegría et al. (2009) e Lima et al. (2009). Tal 

abundância pode estar relacionada pela ampla distribuição dessa espécie nos mais diversos 

meios, uma vez que já foi isolada de águas da chuva, de plantas, do trato gastrointestinal 

humano e dos tetos das vacas (CAVANAGH; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2013). Passerini 

et al. (2010) sugeriram então separar as cepas de L. lactis de acordo com sua origem, sendo 

cepas domesticadas aquelas isoladas de produtos lácteos fermentados e cepas ambientais 

aquelas isoladas dos animais ou do leite sem tratamento térmico. Por ser comprovadamente 

segura (GRAS) (GAVANAGH; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2013) esta é uma cultura 

amplamente utilizada na fabricação de queijos (PICON; GARCÍA-CASADO; NUÑEZ, 2010), 

pois exercem efeitos importantes nas características sensoriais deste produto. Tais cepas 

degradam proteínas por ação da enzima lactocepina que hidrolisam a caseína; fermentam a 

lactose também por ação enzimática da fosfo-β-galactosidase, para produzir lactose-6-fosfato e 

glicose; e produzem ácidos orgânicos, principalmente o ácido lático (CENTENO et al., 2002; 

DE LIMA et al., 2009; GAVANAGH; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2013). É em decorrência 

da degradação enzimática dos aminoácidos que são formados os compostos aromáticos 

relacionados aos sabores dos queijos (CENTENO et al., 2002), sendo que nos artesanais essa 

característica é de extrema importância, uma vez que dá a singularidade do produto (SMIT; 

SMIT; ENGELS, 2005). 
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Figura 6 - Abundância relativa das espécies de bactérias ácido láticas e bifidobactérias no 

queijo colonial artesanal. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2021) 

L. lactis também são aplicados em alimentos como sendo probióticos da nova geração 

com efeitos sob doenças inflamatórias intestinais, doença autoimune (diabetes tipo 1) e 

sensibilidade a alérgenos (BARROS et al., 2020). Podem também ser usados com o intuito de 

inibir o crescimento de cepas patogênicas em alimentos, pois apresentam a capacidade de 

produzir compostos antimicrobianos denominados de bacteriocinas, sendo o principal 

representante utilizado em alimentos a nisina, que atua contra Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes e Clostridium spp. (KHELISSA; CHIHIB; GHARSALLAOUI, 2020). 

Apesar dos L. lactis serem amplamente utilizadas em laticínios e serem comprovadas 

como seguras, algumas cepas como, L. lactis subsp. cremoris CECT 8666, possuem a 

capacidade de produzir uma amina biogênica denominada de putrescina (LADERO et al., 

2011a). Tal amina biogênica é muito comum em indústrias láticas (FERNANDEZ et al., 2007), 

porém nos alimentos fermentados lácteos provocam sabores indesejáveis, além de poder 

apresentar efeitos tóxicos dependendo da sua concentração (LADERO et al., 2010; LADERO 

et al., 2011b).  A produção de putrescina por esta espécie de BL ocorre via agmatina disiminase 

(LADERO et al., 2011a).  

Del Rio et al. (2014) isolaram cepas L. lactis subsp. cremoris CECT 8666 de queijo 

artesanal Genestoso e avaliaram o efeito da produção de putrescina no crescimento bacteriano 
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e na alcalinização da cultura. Os autores relataram que a produção de putrescina foi detectada 

após 6 horas do início da fermentação e perdurou até que toda agmatina fosse utilizada, 

juntamente com a produção de íons amônio. Com base nos resultados observados, os autores 

concluíram que, as culturas de L. lactis subsp. cremoris CECT 8666 cultivadas em meio com 

maiores concentrações de agmatina apresentaram duas fases de crescimento, enquanto aquelas 

culturas sem agmatina permaneceram em fase estacionária. Sugerindo dessa forma uma relação 

direta entre a via agmatina disiminase (ADGI) com o crescimento bacteriano em conjunto com 

outros produtos do catabolismo da agmatina (adenosina trifosfato e íons amônio). Em relação 

a alcalinização do meio, inicialmente acreditava-se que com a produção de aminas biogênicas 

seria um sistema de resistência ao estresse ácido para as BL, porém segundo os autores o pH 

não influenciou no crescimento da bactéria. Portanto, é importante selecionar cepas que não 

tenham a capacidade de produzir aminas biogênicas, visto que além do problema de segurança 

do alimento por conta da presença de putrescina e as interferências negativas que essas causam 

nas características sensoriais, as cepas de L. lactis produtoras de putrescina acabam tendo 

vantagem seletiva sobre outras cepas que não possuem atividade da via AGDI. 

A detecção de quantidades significativas de reeds de Corynebacterium variabile na 

amostra indica que houve uma possível contaminação durante a ordenha ou na fabricação do 

queijo, visto que é uma espécie frequentemente encontrada na pele e no trato gastrointestinal 

de animais e de humanos (BRAEM et al., 2012), apesar disso não é considerada uma espécie 

patogênica (SCHRÖDER et al., 2011). No estudo realizado por Chombo-Morales et al. (2016), 

as amostras de queijo Cotija artesanal também estavam contaminadas com C. variabile e os 

autores associaram a presença desta espécie como sendo relevante no processo de maturação 

do queijo. Tal importância está associada a capacidade desta espécie em metabolizar o lactato, 

além disso elas apresentam a capacidade de produzir enzimas lipolíticas como lipases 

(lipA1 - lipA3) e hidrolases (SGNH-hidrolase) que provocam a liberação de compostos voláteis 

como, enxofre, ésteres, aldeídos e cetonas que derivam da degradação da lactose e do citrato 

que influenciam no sabor dos queijos (YVON; RIJNEN, 2001). Já as enzimas proteolíticas 

(serina protease, aminopepitidase e prolina iminopeptidase) estão relacionadas com a 

degradação de proteínas que contribuem para a textura e sabor dos queijos, uma vez que 

compostos aromáticos são derivados de aminoácidos (DEETAE et al., 2007; SCHRÖDER et 

al., 2011). 
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Outro membro do gênero Corynebacterium detectado neste estudo foi 

Corynebacterium terpenotabidum. Na comparação do sequenciamento genômico desta espécie 

com a citada anteriormente, a semelhança do gene 16S rRNA é de mais de 97% e também não 

apresenta patogenicidade. Apesar disso não se sabe ao certo de onde foi originalmente isolada, 

mas atualmente é encontrada em animais, humanos, solo e alimentos (RÜCKERT et al., 2013). 

A terceira espécie de bactéria láctica que apareceu com maior frequência em número 

de reeds (Tabela 3) na análise metagenômica foram pertencententes ao gênero  Enterococcus 

spp.. Apesar da sua presença em alimentos ser considerada preocupante por conta da 

patogenicidade relacionada a  algumas cepas, principalmente E. faecium e E. faecalis, estes são 

frequentemente isolados em queijos de leite cru, pois são extremamente importantes nas 

características que o queijo adquire durante a etapa de maturação (BARROS et al., 2020; 

CASTRO et al., 2016; RENYE et al., 2011). Isso por que este gênero está relacionado com as 

reações de lipólise, proteólise e produção de diacetil (MORAES et al., 2012). Além disso 

podem inibir o crescimento de patógenos como Listeria monocytogenes e Staphylococcus 

aureus (SILVETTI; MORANDI; BRASCA, 2014). Isto porque algumas cepas como, E. 

faecium e E. faecalis que apresentam atividade antagonista, vem sendo reconhecidas e 

utilizadas como probióticos da nova geração. Apesar de alguns Enterococcus não serem 

declaradas com status seguro (GRAS), como E. faecalis que possuem a capacidade de transferir 

genes de resistência a antibióticos (CAMBRONEL et al., 2020).  Já as cepas E. faecium SF-68 

e E. faecium M74 que são utilizadas na suplementação alimentar estão apresentando efeitos 

probióticos positivos (FRANZ et al., 2011; WAHEED et al., 2019).  Tanto a espécie E. faecium 

quanto E. faecalis, estão apresentando respostas probióticas no que se refere a doenças 

estomacais, renais, circulatórias, normalização da microbiota intestinal, redução de colesterol e 

prevenção de câncer de cólon (BARROS et al., 2020). 

 

Tabela 3 - Quantidade de sequências identificadas das espécies mais abundantes. 

Espécie Quantidade de sequências  

Lactococcus lactis 22576 

Corynebacterium variabile 13199 

Enterococcus sp. 12821 

Bifidobacterium psychraerophilum 5333 

Enterobacteriaceae bacterium 5015 

Lacticaseibacillus casei 3886 

Enterococcus italicus 2996 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216303502#bib0260
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/19476337.2016.1219392
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/listeria-monocytogenes
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216303502#bib0260


46 

 

 

Leuconostoc mesenteroides 1914 

Bavariicoccus seileri 1743 

Corynebacterium terpenotabidum 766 

Lactococcus garvieae 507 

Enterobacter cloacae 427 

Lactiplantibacillus plantarum 393 

Enterococcus saccharolyticus 365 

Staphylococcus saprophyticus 256 

Streptococcus thermophilus 188 

Lactobacillus helveticus 169 

Raoultella ornithinolytica 132 

Macrococcus caseolyticus 124 

Corynebacterium flavescens 112 

Levilactobacillus brevis 94 

Pantoea agglomerans 88 

Citrobacter freundii 70 

Enterobacter hormaechei 65 

Vibrio furnissii 48 

Enterococcus durans 44 

Moraxella osloensis 44 

Chryseobacterium bovis 33 

Lentilactobacillus parabuchneri 27 

Cronobacter sakazakii 23 

Companilactobacillus farciminis 22 

Enterococcus pseudoavium 18 

Bacillus cereus sp. group 16 

Weissella paramesenteroides 16 

Empedobacter brevis 15 

Enterococcus thailandicus 13 

Staphylococcus xylosus 12 

Acinetobacter ursingii 10 

Brevibacterium iodinum 9 

Bifidobacterium mongoliense 8 

Chryseobacterium anthropi 8 

Limosilactobacillus fermentum 8 

Kluyvera cryocrescens 7 

Kocuria kristinae 7 

Lactobacillus rossiae 7 

Shigella flexneri 7 

Lactobacillus crispatus 6 

Raoultella planticola 6 

Chryseobacterium flavum 5 

Corynebacterium casei 5 

Empedobacter falsenii 5 
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Enterococcus casseliflavus 5 

Ochrobactrum anthropi 5 

Sphingobacterium multivorum 5 

Klebsiella oxytoca 4 

Shigella dysenteriae 4 

Stenotrophomonas maltophilia 3 

Acinetobacter lwoffii 1 

Fonte: Elaborado pelo autor (2021). 

 

A espécie Enterococcus italicus, também encontrada no nosso estudo, recebeu tal 

nomenclatura por que inicialmente foram isolados em dois queijos artesanais italianos (Toma 

piemontese e Robiola piemontês) (FORTINA et al., 2004). Devido a sua ampla disposição em 

laticínios, estudos mais aprofundados acerca da espécie tornaram-se necessários, 

principalmente em relação a patogenicidade e virulência (MAIETTI et al., 2007). Avaliar a 

segurança na aplicação de novas cepas de Enterococcus em alimentos é de extrema importância, 

uma vez que eles apresentam elevada capacidade de transferir genes de resistência a antibióticos 

e acabam desta forma enfraquecendo critérios de seleção (EATON; GASSON, 2001; MAIETTI 

et al., 2007). GAALOUL et al. (2014) isolaram Enterococcus italicus no leite cru da Tunísia e 

relataram que tal espécie pode exercer importante influência nas características sensoriais de 

queijos, pois apresentaram alta atividade enzimática proteolíticas (fosfatase ácida e de 

aminopepitidases). Estas enzimas hidrolisam fosfopepitídeos da caseína e liberam açúcares, que 

são utilizados como substratos energéticos para melhor atividade da microbiota durante a 

maturação do queijo. Por outro lado, os autores relataram que a atividade lipolítica foi ausente.  

A presença de Enterococcus durans também foi observada na amostra de queijo colonial 

analisada. Apesar de Enterococcus durans serem comumente isolados em leite e produtos 

lácteos indicando que houve uma possível contaminação originária da má higienização dos 

equipamentos de ordenha. No entanto, durante a maturação de queijos, esta espécie desempenha 

importante papel por conta da liberação de compostos aromáticos como diacetil e acetoína, por 

ação de aminopepitidases que contribuem com o sabor, aroma e textura (CASTRO, 2015; 

ÇITAK; YUCEL; ORHAN, 2004). Nos trabalhos de Hussein, Xiaoli e Yousef (2020) e de 

Pieniz et al. (2014) foram isoladas cepas de E. durans do queijo artesanal Egípcio e do queijo 

Minas Frescal, respectivamente. Sendo que os autores comprovaram a atividade antimicrobiana 

deste microrganismo frente a Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis e Bacillus cereus, 

com objetivo de garantir a segurança e a potencialidade de utilização em indústrias. Como 
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conclusão, a espécie apresentou-se segura em ambos os trabalhos. Hussein, Xiaoli e Yousef 

(2020) comprovaram que E. durans não apresentam atividade hemolítica, mas foram 

fenotipicamente susceptíveis à vancomicina, ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol e 

aminoglicosídeos. Em relação ao potencial probiótico deste gênero, ambos os grupos de 

pesquisadores na análise metagenômica detectaram genes associados a atividades 

antioxidantes, antimicrobiana, produção de aminoácidos essenciais e biossíntese de vitaminas. 

Por estarem naturalmente em amplos nichos ecológicos conectados ou não ao trato 

gastrointestinal, as bifidobactérias evoluíram em conjunto com seus hospedeiros humanos e 

animais (DURANTI et al., 2020). Espécies de bifidobactérias também já foram isoladas da 

cavidade oral e alimentos fermentados (LUGLI et al., 2019; OKAMOTO et al., 2008). Estudos 

baseados no sequenciamento do gene 16S rRNA de bifidobactérias isoladas de cecos de suínos 

propuseram novas espécies, sendo a Bifidobacterium psychraerophilum uma delas 

(SIMPSON et al., 2003). Esta cepa foi encontrada durante o sequenciamente genético das 

populações bacterianas presentes na amostra de queijo colonial deste estudo. Por serem um dos 

primeiros organismos a colonizarem o intestino humano são diversos os estudos que investigam 

a presença destes com a produção de compostos bioativos que promovem saúde, por conta disso 

mais recentemente estão sendo exploradas como cepas probióticas (DURANTI et al., 2020). 

Dentre os benefícios de promoção a saúde provocadas pelas bifidobactérias do trato 

gastrointestinal estão o desenvolvimento do sistema imunológico, proteção contra patógenos e 

produção de vitaminas do complexo B (ISHIKAWA et al., 2013; O'CALLAGHAN; VAN 

SINDEREN, 2016; TURRONI et al., 2012; WONG; ODAMAKI; XIAO, 2019).  

São antigos os estudos com cepas dos gêneros Bifidobacterium 

longum e Bifidobacterium animalis subsp. lactis. como ingrediente em leites fermentados, 

iogurte e em queijos com a finalidade probiótica e é comprovado que essas bifidobactérias 

provocam efeitos positivos na saúde do hospedeiro, por conta das suas atividades metabólicas 

e imunomoduladoras (GENESAN et al., 2014; HELLER, 2001). Em relação aos novos grupos 

filogenéticos, Bifidobacterium psychraerophilum sp. nov, Bifidobacterium aerophilum sp. nov, 

Bifidobacterium lactis sp. nov, Bifidobacterium mongoliense sp. nov (SIMPSON et al., 2003, 

WATANABE et al., 2009) ainda são necessários que mais pesquisas sejam realizadas para que 

o mecanismo de respostas imunes, o modo de ação e a eficácia do potencial probiótico sejam 

oficializados para essas cepas (DURANTI et al., 2020). 

https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.02667-0#R22
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.02667-0#R22
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Outra espécie lática que apresentou abundância relativa alta na análise metagenômica 

foi Lacticaseibacillus casei, possivelmente por estarem naturalmente presentes no leite cru e 

também por serem utilizadas como NSLAB (BOTTARI et al., 2018). Tal espécie juntamente 

com a Bifidobacterium animalis são denominadas como alóctones ou bactérias transitórias, pois 

essas espécies quando ingeridas em alimentos fermentados, principalmente leites fermentados 

e iogurtes, possuem a capacidade de se incorporar e sobreviver na flora intestinal, 

proporcionando desta forma benefícios à saúde humana (BEZKOROVAINY, 2001; 

DERRIEN; VLIEG, 2015; RAUTER, 2001; KOK; HUTKINS, 2018). Apesar de se integrarem 

a flora, sua presença no intestino e nas fezes só são detectadas enquanto há a ingestão de 

produtos lácteos fermentados probióticos com regularidade, o consumo incontínuo de tais 

produtos diminui a presença de ambas as espécies (MCNULTY et al., 2011) e 

consequentemente a capacidade probiótica é diminuída (BEZKOROVAINY, 2001).  

Apesar de serem antigos os estudos com potenciais probióticos dos gêneros 

Lactobacillus e Bifidobacterium, caracterizar novas cepas com características únicas é 

extremamente importante (SHARMA et al., 2014). Por exemplo, Lacticaseibacillus casei é 

uma espécie de bactéria lática amplamente utilizada no processo fermentativo de alimentos, 

mas atualmente estudos estão focados em avaliar a sua capacidade em ser utilizado com o 

intuito de preservar os produtos contra bactérias, uma vez que são capazes de produzir 

bacteriocina (nisina) com potencial biopreservativo por serem eficientes, seguros (GRAS) e 

estáveis (DE SOUZA et al., 2018; YU at al., 2020). Porém, por não apresentarem bons 

rendimentos de peptídeos antibacterianos quando isoladas sozinhas, comumente são feitas 

combinações com outras cepas, como realizado no trabalho de YU et al. (2020), que utilizaram 

L. casei KLDS1.0338 com E. coli BL21 para aumentar o rendimento da produção de 

bacteriocinas.  Como resultado, as bacteriocinas apresentaram alta atividade antimicrobiana 

contra Staphylococcus aureus e E. coli patogênicas, além de não ser observada atividade 

antimicrobiana contra Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus brevis.  

De Souza et al. (2018) selecionaram cepas de L. casei de queijo muçarela de búfala 

como possíveis potenciais probióticos, além de avaliarem a presença de genes que codificam a 

adesão, agregação e colonização ao trato gastrointestinal (FORTINA et al., 2008; RAMIAH, 

REENEN; DICKS, 2007), virulência, resistência a antibióticos e atividades de descarboxilação 

de aminoácidos (RIVAS; MARCOBAL; MUNÕZ, 2005). O grau de agregação a mucosa 

intestinal de todos as cepas foi considerado elevado (60,97-96,18%), sendo melhorada ainda 

javascript:;


50 

 

 

mais com a coagregação com outras espécies. Em relação a resistência a antibióticos, os autores 

relataram que todas as cepas resistiram à vancomicina, não sendo esse um fator preocupante, 

pois é uma resistência intrínseca e não se transferida para patógenos. As cepas não resistiram a 

ampicilina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina e cloranfenicol. A atividade enzimática da 

β-galactosidase produzida por esses microrganismos também é muito importante do ponto de 

vista tecnológico, pois com a hidrólise da lactose confere sabor e textura aos derivados lácteos 

(DE SOUZA et al. 2018) e na capacidade de promoção a saúde de pessoas com intolerância 

lactose (MEIRA et al., 2012). Em resumo os autores concluíram que as cepas apresentam 

propriedades promissoras como probióticos.  

Lactiplantibacillus plantarum é uma espécie heterofermentativa facultativa de BL 

amplamente utilizada no processo produtivo de queijos, azeitonas e bebidas lácteas 

fermentadas, por contribuírem com suas características sensoriais (GARCIA-GONZALES et 

al., 2021). Também foi encontrado na amostra de queijo colonial neste estudo. Desta forma são 

comumente isoladas de alimentos, mas também já foram isoladas de carnes, do trato 

gastrointestinal, de fezes e de plantas (BEHERA; RAY; ZDOLEC, 2018). Por diversos estudos 

apontarem que as cepas de L. plantarum estão apresentando resultados semelhantes as cepas 

probióticas já conhecidas e por apresentarem atividade antioxidante contra radicais livres, as 

explorações das suas propriedades promotoras de saúde estão aumentando (CORSETTI; 

CIARROCCHI; PRETE, 2016; DAS; GOYAL, 2015; GARCIA-GONZALES et al., 2021).  

Além disso, sabe-se que essas espécies são produtoras de plantaricinas, que são bacteriocinas 

com potencial papel biopreservativo (SETTANNI; CORSETTI, 2008; ZACHAROF; LOVITT, 

2012) por terem a capacidade de degradar enzimas proteolíticas (MEADE; SLATTERY; 

GARVEY, 2020).  

A eficiência probiótica de cepas encontradas em alimentos, incluindo algumas do 

nosso estudo, pode ser influenciada por diversos fatores. Garcia-Gonzales et al. (2018) 

avaliaram as propriedades de adesão de L. plantarum isoladas de azeitonas de mesa, massa 

fermentada e queijos de leite cru às células epiteliais do intestino. Como resultado os autores 

concluíram por ensaios microscópicos e por contagem em placas que as cepas apresentaram 

eficiência na adesão, colonização do epitélio e sobrevivência das condições do trato intestinal, 

devido a hidrolases e transglicosilases. Além disso, os pesquisadores confirmaram em ensaios 

in vitro que as cepas de L. plantarum não apresentam efeito citotóxico. 
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A capacidade antimicrobiana das cepas de L. plantarum frente a Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus sp., Bacillus sp., Clostridium 

sp., Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori, Yersinia enterocolitica, Campylobacter 

jejuni, Klebsiella sp., Salmonella sp., Shigella sp. e E. coli ocorre por conta da produção de 

ácidos orgânicos e peróxidos de hidrogênio que são antimicrobianos, pela competição por 

nutrientes e também pela produção de bacteriocinas (BONATSOU et al., 2017; GARCIA-

GONZALES et al., 2021; TODOROV et al., 2017). Por poderem ser utilizados como 

substituintes de conservantes químicos, contra bactérias deteriorantes e patógenas do 

hospedeiro, cepas de L. plantarum são muito desejáveis e estudadas para serem aplicados nas 

indústrias de alimentos (KUMAR et al., 2016; MEADE; SLATTERY; GARVEY, 2020). 

Outra espécie lática homofermentativa reconhecidamente segura (GRAS), muito 

utilizada na fabricação de queijos artesanais e que é prevalentemente recuperada do ‘’pingo’’ 

identificada na análise metagenômica, foi Lactobacillus helveticus. Assim como as culturas que 

foram citadas anteriormente, essa também está ganhando destaque nas suas multifunções como, 

ação antimicrobiana através da produção de bacteriocinas, capacidade de promoção a saúde 

com efeito probiótico, além de produzirem peptídeos bioativos (GIRAFFA, 2014).  Na 

investigação da atividade antimicrobiana da espécie, Strahinic et al. (2013) concluíram que L. 

helveticus por conta da produção de ácido lático e acético apresenta eficiente atividade contra 

Yersinia enterocolitica, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Streptococcus pneumoniae, 

Staphylococcus aureus, E. coli, Bacillus mucoides, Pseudomonas sp. e Clostridium sporogenes.  

Em relação a característica probiótica, Fontana et al. (2019) avaliaram a presença de 

elementos genéticos móveis, aderência epitelial, características de agregação, mecanismos de 

resposta ao estresse e genes relacionados à adaptação do hospedeiro de seis cepas naturais 

isoladas de soro do leite. No estudo foi concluído que as cepas UC1266 e UC1267 com maior 

biossíntese de folato apresentaram também maior resistência a sais biliares.  Em relação ao 

perfil de segurança, as cepas UC3147 e UC1285 apresentaram maiores números de genes que 

expressam bacteriocinas. Em relação a presença de enzimas que degradam a maltose, devido a 

existência do gene da 6-fosfo-β-glucosidase, os autores concluíram que açúcares diferentes da 

lactose também podem ser metabolizados. Apesar disso, os autores indicam que mais estudos 

devem ser realizados para comprovar a eficiência probiótica in vivo de Lactobacillus helveticus.  

No que diz respeito a atividade proteolítica de L. helveticus, é em decorrência da 

hidrólise das caseínas por ação de proteinases que ocorre a liberação de aminoácidos e peptídeos 
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em derivados lácteos. Sendo que na presença de tal espécie a hidrólise de αs1, β e k-caseínas 

são completas (LOZO et al., 2011). Por conta de o sistema proteolítico desta espécie ser 

codificada por vários genes a capacidade de produzir peptídeos curtos e liberar aminoácidos de 

caseína é potencializado, corroborando desta forma na exigência dos 14 aminoácidos exógenos 

que a espécie apresenta (CALLANAN et al., 2008). Em relação a produção de peptídeos 

bioativos, tradicionalmente as proteínas do leite são utilizadas para produzi-las por ser um 

método seguro e barato (FITZGERALD; MURRAY, 2006; JENSEN; VOGENSEN; ARDÖ, 

2009; LECLERC et al., 2002; LÓPEZ-EXPÓSITO; AMIGO; RECIO, 2012; RUIZ; RAMOS; 

RECIO, 2004), sendo que vários peptídeos com funções imunológicas, imunomoduladoras e 

antimicrobianas já foram isolados de produtos lácteos fermentados com L. helveticus 

(GRIFFITHS; TELLES, 2013). 

Existem relatos na literatura de isolamento de Levilactobacillus brevis de queijos 

artesanais, assim como aconteceu no nosso trabalho. Silva et al. (2019) isolaram Lactobacillus 

com potencial probiótico de queijos artesanais produzidos em regiões de Araxá- MG. Neste 

trabalho as culturas também foram identificadas por sequenciamento do gene 16S rRNA, sendo 

que as cepas de L. brevis foram avaliadas in vitro sobre o potencial probiótico. Em relação a 

susceptibilidade antimicrobiana dos isolados, L. plantarum E5 foi o que apresentou maior 

resistência a antimicrobianos (vancomicina, eritromicina, penicilina e tetraciclina), sendo 

preocupante do ponto de vista de segurança a saúde, uma vez que podem ocorrer transmissão 

de genes de resistência. Ao que se refere a tolerância ao ácido gástrico, L. brevis A6 além de 

ser a cepa que apresentou melhor resistência ainda cresceu no meio ácido. Essa capacidade 

também é interessante quando se refere a aplicação ou cepas selvagens de L. plantarum em 

matrizes alimentares ácidas. Essa BL assim como outras, além de inibirem o desenvolvimento 

de bactérias indesejáveis como, E. coli, E. faecalis, Salmonella spp. e S. aureus por conta da 

produção de peróxido de hidrogênio, também inibem o desenvolvimento de bactérias do mesmo 

grupo com foi relatado (SILVA et al., 2019). Apesar dos bons resultados observados, 

principalmente em relação a cepa L. brevis A6 ensaios in vivo ainda devem ser realizados a fim 

de cumprir a triagem de testes para ser considerado probiótico.  

Outra funcionalidade de L. brevis que vem sendo muito estudada é a alta capacidade 

de produção de ácido γ-aminobutírico (GABA), que é o produto final da descarboxilação do 

ácido glutâmico em BL (FOSTER; KEMP, 2006). Este produto está sendo utilizado como 

aditivo alimentar ou como suplemento alimentar funcional. Pela aplicação de GABA sintéticos 
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em alimentos ser proibida, a alternativa é a utilização de BL que produzam GABA via processos 

fermentativos, porém são necessárias estratégias que mantenham as cepas de L. brevis vivas 

durante e após a fermentação para que as concentrações de GABA em queijos e leites 

fermentados tenha efeito funcional (WU; SHAH, 2017). Além disso, sabe-se que L. brevis 

isolado não tem a capacidade de acidificar o leite na presença de açúcares (glicose, galactose, 

lactose e frutose) e devido à ausência de proteinases o crescimento de tal bactéria é prejudicado, 

uma vez que é pela hidrólise da caseína que são liberados nitrogênio, carbono e hidrogênio 

utilizados na atividade metabólica e desenvolvimento microbiológico (WU; SHAH, 2017). Para 

solucionar as implicações citadas anteriormente, é indicado a suplementação do meio com 

pequenos peptídeos, como com soro do leite, para que o desenvolvimento tanto dos 

microrganismos quanto de GABA seja eficiente (WU; SHAH, 2017). 

Lentilactobacillus parabuchneri membro da microbiota não iniciadora em queijos, 

encontrada neste estudo em baixa quantidade (0,03 % de abundância relativa) pode causar 

riscos à saúde dos consumidores devido a capacidade de formação rápida e eficaz de histamina 

em alimentos fermentados ou mal armazenados (MONIENTE et al., 2021). A histamina é uma 

amina biogênica formada pela descarboxilação da L-histidina por ação da enzima L-histidina 

descarboxilase. Apesar de estar envolvida nos processos de secreção de ácido gástrico e 

respostas neurotransmissoras, também podem causar náuseas, dor de cabeça e abdominal, 

diarreia e até intoxicação alimentar quando se acumula em alimentos (BENKERROUM, 2016 ; 

GARDINI et al., 2016 ), principalmente queijos e peixes (COLLINS et al., 2011 ) por serem 

alimentos que sofrem proteólise (TUCK et al., 2019 ). Apesar do leite cru apresentar baixas 

concentrações de histamina, em derivados lácteos esta é habitualmente 

encontrada  (BENKERROUM, 2016; COSTA et al., 2018; LINARES et al., 2011 ; SPANO et 

al., 2010 ). Em queijos, por conta da alta complexidade do meio e as diversas transformações 

bioquímicas que ocorrem durante o processo de maturação, este se torna um alimento propício 

para o desenvolvimento de tal composto orgânico. Mesmo que os níveis de histamina não estão 

delimitados nas indústrias de laticínios (COST et al., 2018 ; LINARES et al., 2011), sua 

presença em queijos está se tornando uma preocupação cada vez maior 

(BENKERROUM, 2016 ). Para que sejam produzidos derivados lácteos com menores teores 

ou até mesmo isentos de histaminas procedimentos como, BPF, controle de temperatura de 

armazenamento e maturação, pH, concentração de sais (BENKERROUM, 2016 ; GARDINI et 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Moniente%2C+Marta
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0010
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0066
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0050
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0171
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0010
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0026
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0099
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0159
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0026
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0099
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0010
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0010
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al., 2016 ; LINARES et al., 2012 ) ou com utilização de enzimas,  diamina oxidase ou 

histamina N-metiltransferase devem ser realizados (MAINTZ; NOVAK, 2007).  

Ariceaga et al. (2019) realizaram uma série de avaliações, dentre elas microbiológica, 

em queijo Poro, um típico queijo mexicano de leite cru. Assim como em nosso trabalhado, 

também foi detectada a presença de Companilactobacillus farciminis e Limosilactobacillus 

fermentum. Ambas são pertencentes ao grupo de bactérias láticas não iniciadoras (NSLAB), 

sendo a primeira obrigatoriamente homofermentativa e a segunda espécie obrigatoriamente 

heterofermentativa (SETTANI; MOSCHETTI, 2010). Embora algumas cepas de C. farciminis 

(CIP 103136) sejam reconhecidas como probióticas, com ações anti-inflamatórias 

(MAZMANIAN, 2008), redução de hipersensibilidade do colón provocada pela liberação de 

oxido nítrico por C. farciminis (BELGNAOUIU et al., 2006) e capacidade de provocar 

alteração de glicosilação de mucina em pessoas com síndrome do intestino irritável (DA SILVA 

et al., 2014), os mecanismos implícitos desses efeitos à saúde ainda não são totalmente 

esclarecidos (MAES et al., 2019).  

Outras espécies de BAL identificadas neste estudo em menor abundância relativa 

foram Limosilactobacillus fermentum, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus rossiae e 

Leuconostoc mesenteroides. A hiperuricemia é uma doença que tende a crescer na população 

mundial (PAINI et al., 2021). Um recente estudo in vitro realizado por WU et al. (2021) com 

cepa Limosilactobacillus fermentum JL-3 isolada de produto lácteo fermentado denominado de 

‘’Jiangshui’’, demostrou que foi eficiente a capacidade de tal bactéria em degradar o ácido úrico 

(UA) em camundongos. Uma forma de solucionar os crescentes casos de pessoas com elevados 

índices de UA no organismo é a introdução de probióticos na alimentação que possuem a 

capacidade de degradar o ácido via microbiota intestinal (NISHITA et al., 2017; RHEE; LEE; 

LEE, 2006). Além disso, Lactobacillus rossiae, uma bactéria lática obrigatoriamente 

heterofermentativa (ILSE et al., 2009) e que por apresentar adaptabilidade ecológica, 

diversidade genotípica e fenotípica (DI CAGNO et al., 2007) é encontrada em diversos 

ambientes como, carne fermentada, abacaxi, trato gastrointestinal humano e de animais (DE 

ANGELIS et al., 2014). Algumas cepas de L. rossiae foram identificadas com base em sua 

atividade antifúngica devido a sua capacidade em produzir ácido fenilático (CROWLEY; 

MAHONY; DOUWE, 2013; VALERIO et al., 2009). Por ser atóxico para animais e humanos 

e não apresentar cheiro o ácido fenilático possui um alto potencial para ser utilizado em controle 

contra fungos em alimentos (LAVERMICOCCA; VALERIO; VISCONTI, 2003). Garofalo et 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0066
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12704#crf312704-bib-0098
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al. (2013) avaliaram a capacidade da cepa Lactobacillus rossiae LD108 em inibir o crescimento 

de Apostichopus japonicus, Penicillium roseopurpureum e Eurotium repens em produtos de 

panificação (pão e panetone). Como conclusão, os autores afirmam que L. rossiae LD108 

isolada ou em associação com outra BL conseguiu prolongar a self- life dos produtos, mesmo 

naqueles intencionalmente contaminados com Apostichopus japonicus. 

Em conjunto com outras bactérias láticas já citadas, Leuconostoc mesenteroides é uma 

espécie de BL presente nas culturas iniciadoras de queijos que podem ser utilizadas no combate 

de patógenos como a L. monocytogenes. Além disso, auxiliam no desenvolvimento de sabor e 

textura dos queijos (ERKUS et al., 2013).  Em indústrias de laticínios a probabilidade da 

presença de L. monocytogenes é elevado, por conta da sua presença no próprio ambiente e 

devido a sua capacidade de sobreviver e crescer em produtos lácteos mesmo sob refrigeração 

(LOURENÇO et al., 2017) devido a sua natureza psicrotrófica (NASSAU et al., 2017).   LIM 

et al. (2020) realizaram um estudo com a finalidade de investigar sobre a capacidade de L. 

mesenteroides isolada de um fermentado denominado ‘’kimchi’’, em conjunto com uma 

embalagem contendo extrato de semente de toranja no combate de L. monocytogenes em queijo 

macio. São crescentes os estudos e investimentos em embalagens de alimentos com 

característica sinérgica em relação ao prolongamento da vida útil do produto, controle de 

patógenos e não alteração das qualidades do alimento (LIM et al., 2020). Os autores concluíram 

que a utilização de L. mesenteroides na fabricação do queijo e a embalagens contendo o extrato 

de semente de toranja foram barreiras positivas no controle do crescimento de L. 

monocytogenes.  

São diversos os estudos que relacionam alimentação, diversidade da microbiota 

intestinal e respostas imunes (BARREA et al., 2020). Apesar disso, o sistema imunológico deve 

apresentar boa especificidade e funcionar de forma otimizada para atuar contra patógenos sem 

que elimine os benefícios causados por alguns microrganismos (CHAPLIN, 2010). Venter et 

al. (2020) relataram que indivíduos que apresentam um bom estado nutricional, 

consequentemente terão um bom funcionamento do sistema imunológico. Por conta desses 

fatores, a abundância relativa menor que 100 reads que algumas bactérias patogênicas 

apresentaram em nosso trabalho, como: Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Bacillus cereus, 

Klebsiella oxytoca, Cronobacter sakazakii, Moraxella osloensis, podem não ser um problema 

para as pessoas com uma sistema imunológico saudável. Associado a isso, a presença de 

bactérias láticas potencialmente probióticas, utilizadas como ingredientes ou naturalmente 
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encontrados em alguns alimentos fermentados, possuem a capacidade de reestabelecer as 

conhecidas imunidades inata e adaptativas (SOLDATI et al., 2018; KOK; HUTKINS, 2018). 

Por fim, vale destacar que com a utilização de métodos genotípicos foi possível 

classificar os microrganismos presentes no queijo colonial em relação ao filo, a classe, a ordem, 

ao gênero e a espécie. Possivelmente uma classificação tão específica não seria possível com a 

utilização de métodos clássicos de microbiologia que são dependentes de cultivo. Isto por que 

além da enorme gama de meios de cultivo existentes no mercado, sua aplicação deve ser o mais 

especifica possível em relação ao microrganismo de interesse e aquelas células que estão 

injuriadas, geralmente, não podem ser quantificadas por essas técnicas (SHARMA; LEE; 

PARK, 2020). 

 

 

5 CONCLUSÃO 

 

Os queijos elaborados com leite cru apresentam naturalmente uma microbiota rica e 

que exerce grande influência no processo de maturação e nas características finais do produto. 

As técnicas de identificação microbiana em alimentos que não dependem de meios de cultivo 

foram bastante aprimoradas. No entanto, o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de 

última geração (NGS) permitem um estudo ainda mais detalhado na identificação dos 

microrganismos presentes nos queijos, auxiliando na garantia de que o produto que está sendo 

comercializado não apresenta riscos à saúde dos consumidores e quando necessário pode 

contribuir com melhorias nos processos produtivos com a implementação de boas práticas de 

fabricação e melhorias nas práticas agropecuárias. Neste estudo os microrganismos que foram 

detectados por análise metagenômica são aqueles naturalmente encontrados no leite sem 

tratamento térmico e que também foram relatados em outros tipos de queijos artesanais de 

estudos nacionais e internacionais. Além disso, muitas das espécies que foram detectadas estão 

sendo abundantemente estudadas por conta do seu potencial probiótico quando aplicadas como 

ingredientes e antibacterianos naturais em derivados lácteos fermentados, por exemplo, 

Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus helveticus, Bifidobacterium psychraerophilum, 

Enterococcus durans, L. plantarum e Lactococcus lactis. Além disso, potenciais probióticos de 

nova geração (como do gênero Enterococcus spp.) puderam ser identificados nesta amostra. 
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