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RESUMO 

O uso de produtos lácteos associados a micro-organismos vivos, os probióticos, em queijo 

caprino é uma alternativa para aumentar o valor nutricional e ainda contribuir para a 

inocuidade do produto, beneficiando os pequenos produtores da região semiárida do Vale do 

São Francisco. Com o grande desenvolvimento da indústria de alimentos funcionais e a 

necessidade de novos produtos derivados do leite de cabra, foi proposta a seleção de Bactérias 

do Ácido Lático (BAL) com potencial probiótico in vitro e avaliação de sua ação antagonista 

a patógeno em queijo. Bactérias do Ácido Lático foram isoladas de leite caprino cru coletado 

nos municípios do Vale do São Francisco e para seleção de isolados com propriedades 

tecnológicas e probióticas, os seguintes testes in vitro foram conduzidos: simulação ao Trato 

Gastrintestinal (TGI), atividade hemolítica, susceptibilidade a antimicrobianos, antagonismo a 

bactérias patogênicas, triagem da produção de Exopolissacarídeos (EPS), produção de gás,  

avaliação da atividade proteolítica, produção de diacetil e tolerância ao NaCl. Posteriormente, 

os isolados foram discriminados através da Análise de Componentes Principais (ACP), 

identificados genotipicamente e inoculados em queijo artesanal. Três tipos de queijos de cabra 

(1, 2 e controle) foram elaborados para avaliar a ação antagonista de BAL selecionadas frente 

Escherichia coli. Foram conduzidos nos tempos 0, 5, 10, 15 e 20 dias, análises 

microbiológicas e físico-químicas. No estudo os isolados UNIVASF CAP 14 e 20 foram 

diferenciados pela sobrevivência ao pH 2 e pancreatina, resistência ao NaCl e a atividade 

antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae. UNIVASF CAP 4 e 29 foram caracterizadas 

pela resistência ao suco intestinal e atividade antibacteriana contra Salmonella Typhi e 

Listeria monocytogenes. UNIVASF CAP 27, 38, 43 e 139 apresentaram produção de diacetil, 

atividade antibacteriana contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Enterococcus 

faecalis. UNIVASF CAP 35 e 138 foram caracterizados por atividade proteolítica, produção 

de EPS, atividade antibacteriana contra E. coli e Shigella flexneri. Como resultado, nesta 

pesquisa, os dez isolados UNIVASF CAP 4, 14, 20, 27, 29, 35, 38, 43, 138, 139 aumentaram 

a segurança microbiológica do queijo caprino frente a E. coli.  

 

Palavras-chave: inibição a patógenos, E. coli, propriedades de segurança 

 

 



 

 

ABSTRACT 

The use of dairy products associated with living microorganisms, probiotics, in goat cheese is 

an alternative to increase the nutritional value and contribute to the safety of the product, 

benefiting of smallholders in semiarid region of the San Francisco Valley. Due to the great 

development of functional food industry and the need for new products derived from goat was 

proposed selection of Lactic Acid Bacteria (LAB) with probiotic potential in vitro and 

evaluation of their antagonistic action on the pathogen cheese. Lactic Acid Bacteria were 

isolated from raw goat milk collected in the municipalities of San Francisco Valley and to 

selection of isolates with probiotic and technological properties, the following in vitro tests 

were conducted: the simulation to the Gastrointestinal Tract (GIT), haemolytic activity, 

antimicrobial susceptibility, antagonistic to pathogenic bacteria, screening for 

Exopolysaccharide (EPS) production, gas production, assessment of proteolytic activity, 

diacetyl production and tolerance to NaCl. Subsequently, the isolates were discriminated by 

Principal Component Analysis (PCA), genotypically identified and inoculated in artisan 

cheese. Three types of goat cheese (1, 2 and control) were prepared to evaluate the 

antagonistic action selected BAL against Escherichia coli. Microbiological and physical-

chemical analyzes were conducted at times 0, 5, 10, 15 and 20 days. In the study the isolates 

UNIVASF CAP 14 and 20 were differentiated by survival up to pH 2 and pancreatin, 

resistance to NaCl and antibacterial activity against Klebsiella pneumoniae. UNIVASF CAP 4 

and 29 were characterised by resistance to intestinal juice and antibacterial activity against 

Salmonella Typhi and Listeria monocytogenes. UNIVASF CAP 27, 38, 43 and 139 exhibited 

diacetyl production, antibacterial activity against Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and 

Enterococcus faecalis. UNIVASF CAP 35 and 138 were characterised by proteolytic activity, 

EPS production, antibacterial activity to E. coli and Shigella flexneri. As a result, in this 

survey, the ten isolated UNIVASF CAP 4, 14, 20, 27, 29, 35, 38, 43, 138, 139 improved 

microbiological safety of goat cheese against E. coli. 

 

Key-words: inhibition pathogens, E. coli, safety properties. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A caprinocultura, no nordeste brasileiro, sempre foi uma atividade de grande 

relevância econômica e social, mas que ainda se caracteriza pela reduzida rentabilidade 

(CARTAXO et al., 2013). Torna-se uma das poucas atividades sustentáveis no semiárido, do 

ponto de vista ambiental, econômico e social. Mas, para tal, deve-se observar práticas 

recomendadas de manejo reprodutivo, manejo alimentar e manejo profilático, sendo de 

extrema importância para a economia de Pernambuco, pois se apresenta como alternativa na 

oferta de carne, pele, leite e seus derivados (SAMPAIO et al., 2009). 

A produção de queijo de leite de cabra no nordeste brasileiro é uma forma rentável de 

utilização do leite caprino, sendo o queijo de coalho um alimento típico produzido em vários 

estados dessa região (QUEIROGA et al., 2013). O queijo coalho nordestino é obtido após a 

coagulação do leite com coalho ou enzimas coagulantes apropriadas que são, por vezes, 

complementadas com bactérias láticas selecionadas (cultura iniciadora). Este queijo é, 

normalmente, comercializado após sete dias de armazenamento a 10 °C e tem alto valor 

comercial devido à simplicidade da tecnologia utilizada nesta produção, ao alto rendimento e 

à boa aceitação entre os consumidores (QUEIROGA et al., 2013; BRASIL, 2001). 

Ausência da qualidade microbiológica em leite e queijo caprino, como a presença de 

Escherichia coli, é relatada por diversos autores na região nordeste brasileira (EUTHIER; 

TRIGUEIRO; RIVERA, 1998; CHAPAVAL et al., 2010; SILVA et al., 2013). Entre os 

indicadores comumente utilizados da qualidade higiênico-sanitária dos alimentos, encontram-

se as contagens de coliformes. Esses micro-organismos são indicadores de contaminação fecal 

e do risco da presença de micro-organismos patogênicos, que podem causar toxinfecções no 

consumidor (GOTTARDI et al., 2008). 

O valor funcional do leite de cabra pode ser potencializado por meio da fermentação 

por Bactérias do Ácido Lático (BAL) naturalmente presentes no produto que, quando 

selecionadas, têm propriedades probióticas. Segundo Tsai et al. (2008) algumas infecções 

intestinais podem ser prevenidas pela utilização de probióticos. Na literatura reportar-se ação 

antagônica frente à Salmonella, E. coli, Listeria e Helicobacter pylori (ZHENG et al., 2014; 

AOUDIA  et al., 2015;  BLAJMAN et al., 2015; LÉONARD et al., 2015). 

As BAL são bactérias Gram-positivas que convertem os hidratos de carbono em 

energia e ácido lático, reduzindo o pH que contribui para a segurança do produto 

(SWETWIWATHANA; VISESSANGUAN, 2015). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002015000829
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174015300073
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174015300073
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Segundo Taboada et al. (2015), BAL podem ser utilizadas para a fabricação de queijos 

com características sensoriais típicas e com potenciais propriedades funcionais. Segundo a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), probióticos são micro-organismos 

vivos capazes de melhorar o equilíbrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos à 

saúde do indivíduo (BRASIL, 2002).  

O consumo de alimentos probióticos e prebióticos que promovam o bem-estar, a saúde 

e um risco reduzido de doenças vem aumentando em todo o mundo (SILVEIRA et al., 2015) 

e estima-se que mais de 500 produtos probióticos tenham sido incluídos no mercado global, 

ao longo da última década (ASHRAF; SHAH, 2011).  

A América Latina, sozinha, é responsável por US$ 45 bilhões ou 17% do mercado de 

alimentos e bebidas funcionais, sendo o Brasil responsável por movimentar US$ 14,6 bilhões 

deste total. Em constante crescimento, em 2013 atingiu um índice de 9,9%. O continente 

representa um mercado chave para o setor. Populoso e apresentando bons índices econômicos, 

o Brasil lidera esta tendência, representando 44% do crescimento total latino-americano, 

seguido pelo México, com 17%, e Colômbia, com 7%, garantindo uma colocação entre os dez 

mercados que mais crescem no mundo (BRASIL, 2014). Esse aumento pode ser atribuído, 

principalmente, devido ao novo perfil de consumidores que, segundo Coman et al. (2012), 

demandam alimentos que diariamente contribuem para intensificar e/ou melhorar a sua saúde. 

Assim, a preparação de culturas iniciadoras funcionais, caracterizadas para a produção de 

queijos tradicionais, sob condições controladas, utilizando a tecnologia tradicional 

padronizada, é crucial para atender ao mercado (TERZIĆ-VIDOJEVIC et al., 2015). 

Dessa forma, pesquisas são fundamentais para gerar produtos funcionais e seguros.  

Para a caprinocultura, a triagem e a seleção de micro-organismos autóctones de leite caprino 

com propriedades probióticas serão essenciais para ampliar e expandir o mercado, garantindo 

o fornecimento de novos derivados lácteos com qualidade microbiológica e de caráter 

funcional. Portanto, este estudo foi realizado com os objetivos de selecionar BAL autóctones 

de leite caprino com potencial probiótico e avaliar suas propriedades funcionais em queijo 

caprino artesanal. 
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2. DESENVOLVIMENTO 

 

2.1 CAPÍTULO 1: REVISÃO DE LITERATURA 

 

Publicado no Periódico African Journal of Microbiology Research, v. 9, n. 10, p. 671-686, 

2015. 

 

Principais critérios de seleção de bactérias do ácido lático com potencial probiótico para 

utilização em produtos alimentares 

 

RESUMO 

 

A utilização de Bactérias do Ácido Lático (BAL) em produtos alimentares vem 

impulsionando o mercado consumidor, devido ao potencial probiótico dessas bactérias, que 

caracteriza os alimentos com status de funcionais. A seleção de estirpes probióticas pode 

ocorrer a partir de diferentes matrizes alimentares e ambientes. No entanto, esses micro-

organismos devem ser seguros, mantendo as características que os tornam tecnologicamente, 

funcionalmente e fisiologicamente capazes de melhorar os alimentos e a saúde do hospedeiro. 

Caracterização de uma estirpe com potencial probiótico inclui conhecimento da sua origem, 

patogenicidade, infecciosidade, fatores de virulência, viabilidade e estabilidade durante o 

processamento e armazenagem, resistência aos fagos, contribuição com as propriedades 

sensoriais, tolerância ao trato gastrointestinal, adesão celular, propriedades antimutagênicas e 

anticarcinogênicas, atividade antagonista a patógenos gastrointestinais e imunomodulação. 

Efeitos fisiológicos desejáveis de estirpes probióticas incluem alívio a intolerância à lactose, 

prevenção e redução da diarreia, doença inflamatória intestinal e alergias. Neste contexto, este 

artigo revisa a literatura atual referindo-se aos principais critérios para a seleção de BAL com 

potencial uso probiótico em alimentos. 

 

Palavras-chave: bactérias do ácido lático, seleção, segurança, alimentos funcionais. 
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ABSTRACT 

 

The use of lactic acid bacteria (LAB) in different food products has been driving the 

consumer market due to the potential probiotic action of these bacteria, which raises the foods 

to the status of functional foods. A selection of potential probiotic strains can be obtained 

from different food matrices and environments. However, these microorganisms must be 

confirmed as safe while retaining characteristics that make them technologically, functionally 

and physiologically capable of benefitting the food and health of the host. Characterisation of 

a potential probiotic strain should include knowledge of the source, pathogenicity, infectivity, 

virulence factors, viability during processing, storage stability, phage resistance, contribution 

to sensory properties, tolerance within the gastrointestinal tract, cell adhesion, antimutagenic, 

anticarcinogenic and antagonistic activity against gastrointestinal pathogens and 

immunomodulation. Desirable physiological effects of probiotic strains include aiding in 

lactose intolerance and prevention and reduction of diarrhoea, inflammatory bowel disease 

and allergies. In this context, this paper reviews the current literature referring to principal 

criteria for the selection of LAB for potential use as probiotics in foods. 

 

Key words: lactic acid bacteria, screening, safety, functional foods. 
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2.1.1 INTRODUÇÃO 

 

Os probióticos são definidos pela FAO/WHO como micro-organismos vivos que, 

quando administrados em quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro, 

melhorando o equilíbrio microbiano intestinal (FAO / WHO, 2002). O valor do consumo de 

BAL surgiu no início do século XX, quando Metchnikoff sugeriu que a ingestão desses 

micro-organismos vivos, presentes no iogurte, aumentou a longevidade do consumidor. 

Metchnikoff atribuiu os efeitos positivos observados sobre a saúde do hospedeiro a uma 

redução da população de bactérias deteriorantes e/ou produtoras de toxinas no trato digestivo 

(BURGAIN et al., 2014). 

Atualmente, o interesse é crescente no desenvolvimento de novos alimentos que 

contêm micro-organismos probióticos (SIDIRA et al., 2015). Recentes estudos relacionados 

com inclusão de cultivo probiótico de BAL, em alimentos, pertencem aos gêneros 

Lactobacillus e Enterococcus (COMAN et al., 2012; JENSEN et al., 2012; GREGORET et 

al., 2013; BABOT et al., 2014). 

A maioria dos probióticos comercializados e os mais estudados foram isolados a partir 

de produtos lácteos e do Trato Gastrintestinal (TGI) humano. De fato, as estirpes de BAL já 

são utilizadas em muitos produtos lácteos probióticos (GARCÍA-RUIZ et al., 2014). No 

entanto, o uso comercial de gêneros como probióticos na alimentação requer triagem de 

micro-organismos e as estirpes selecionadas devem atender às necessidades de segurança, 

tecnológicas, funcionais e fisiológicas (MORELLI, 2007; VASILJEVIC; SHAH, 2008). 

Os critérios de segurança de um probiótico incluem origem documentada, atividade 

metabólica e ausência de características como patogenicidade, infecciosidade e fatores de 

virulência, incluindo a resistência aos antibióticos (SAARELA et al., 2000; MUÑOZ-

ATIENZA et al., 2014; RUBIO et al., 2014). Do ponto de vista tecnológico, culturas 

probióticas devem permanecer viáveis durante o processamento e apresentar estabilidade ao 

armazenamento, resistência aos fagos, e, ao mesmo tempo, contribuir para boas propriedades 

sensoriais dos produtos, como o perfil aromático (VASILJEVIC; SHAH, 2008; 

CHAMPAGNE et al., 2011). A fermentação pela cultura deve preservar, aumentar a 

qualidade e alterar beneficamente o sabor do alimento (RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-

NAVARRO, 2010), gerando um produto de maior valor agregado. 

Como critério funcional, estirpes probióticas devem sobreviver à passagem ao TGI, 

portanto, ser capazes de tolerar as condições ácidas do estômago, resistir às enzimas 

digestivas e aos ácidos biliares no início do intestino delgado, aderir à superfície da mucosa 
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intestinal e, assim, assegurar benefícios clinicamente validados para a saúde dos 

consumidores (ERKKILÄ; PETÄJÄ, 2000; COTTER; HILL, 2003; JENSEN et al., 2012). 

Os principais requerimentos fisiológicos desejáveis para culturas probióticas são 

antimutagenicidade, anticarcinogenicidade, atividade antagônica frente a patógenos 

gastrintestinais, promoção da imunomodulação e ação sobre o metabolismo da lactose e do 

colesterol (ZAGO et al., 2011; BURNS et al., 2012; REN et al., 2012) . Neste contexto, neste 

capítulo revisa-se a literatura atual referente aos critérios de seleção de BAL para potencial 

uso probiótico.  

 

2.1.2 CRITÉRIOS DE SEGURANÇA 

 

2.1.2.1. Origem  

 

Para atuar como um micro-organismo probiótico seguro, uma estirpe deverá ser de 

espécie e gênero normalmente presentes no TGI humano (KOLOZYN-KRAJEWSKA; 

DOLATOWSKI, 2012). A seleção de uma estirpe apropriada para cada matriz alimentar é 

essencial. O primeiro quesito para a seleção de um probiótico é a determinação da sua 

classificação taxonômica, que pode dar uma indicação da origem, habitat e fisiologia da 

estirpe. Todas estas características têm consequências importantes sobre a seleção de novas 

estirpes (MORELLI, 2007). 

As BAL, especialmente Lactobacillus e Enterococcus, são comumente utilizadas 

como probióticos (BARBOSA et al., 2010; TULUMOĞLU et al., 2014). São classificados 

como células procarióticas, não esporuladas, Gram-positivas, que têm como característica 

comum a produção de ácido lático como produto principal ou único da fermentação durante o 

metabolismo homofermentativo ou heterofermentativo (BALCIUNAS et al., 2013). Uma 

série de trabalhos científicos atuais relatam seleções de BAL de diferentes fontes (por 

exemplo, legumes, leite e carne) para potencial uso probiótico (Tabela 1). 
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Tabela 1. Seleção de BAL em diferentes matrizes alimentares para potencial uso probiótico. 

Fonte Micro-organismo Produto elaborado Referência 

Queijo L. delbrueckii, Lactococcus 

lactis, Leuconostoc 
mesenteroides e Streptococcus 

thermophiles 
 

 

Queijo 

 

Gaglio et al. 2014 

 

Queijo Artesanal L. lactis e E. faecalis 

 

Queijo fresco Coelho et al. (2014) 

Tradicional leite 

fermentado de iaque 
E. durans, L. fermentum e L. 

paracasei 
 

Leite fermentado Ao et al. (2012) 

Queijo Siahmazgi L. plantarum Salame Kargozari et al. (2014) 

Carne L. plantarum Linguiça de 

cordeiro 

fermentada 

 

Arief et al. (2014) 

Salame L. curvatus Salame De Souza Barbosa et al. 

(2015) 

 

Linguiça suína L. plantarum Linguiça Dias et al. (2013) 

 

Salames fabricados 

artesanalmente 

 

L. curvatus Carne suína cozida Rivas et al. (2014) 

Presuntos secos 

curados chineses 

 

L. salivarius Carne suína fresca Luo et al. (2013) 

Azeitonas 

industrialmente 

fermentadas 

L. pentosus e L. plantarum 
 

Azeitonas verdes Blana et al. (2014) 

Kimchi 

 

L. brevis, L. curvatus, L. 

plantarum e L. sakei 

 

Embutido 

fermentado 

Paik e Lee (2014) 

Alcaparra fermentada 

 
L. plantarum 

 

Alcaparra 

fermentada 

 

Palomino et al. (2014) 

Fezes infantis L. casei, L. paracasei e L. 

rhamnosus 

 

Embutido 

Fermentado 

Rubio et al. (2014) 

 

Embora as BAL sejam, Geralmente, Consideradas Como Seguras (GRAS), a sua 

capacidade de produção de compostos tóxicos também deve ser levada em consideração. O 

gênero Enterococcus é membro da comunidade de BAL e o seu emprego ainda é controverso, 

devido à presença de genes virulência em algumas espécies. Por estas razões, há a 
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necessidade de avaliação de toxicidade e determinantes patogênicos para os potenciais micro-

organismos empregados como probióticos (LANDETA et al., 2013). 

 

2.1.2.2. Patogenicidade 

 

Na seleção de micro-organismos para uso probiótico deve-se considerar que algumas 

espécies de BAL podem ser patogênicas e infectantes, causando doenças humanas, como 

cárie dentária, complicações reumáticas, endocardite infecciosa, septicemia e doença vascular. 

A identificação de características potencialmente patogênicas pode facilitar o uso de 

organismos para fins probióticos (HARTY et al., 1994). A maioria dos lactobacilos são 

classificados como não patogênicos e, por isso, a identificação de propriedades inerentes da 

estirpe correlacionada com potenciais riscos a saúde pode ser difícil. Vesterlund et al. (2007) 

sugeriram, ao estudar  estirpes probióticas, que determinadas propriedades podem indicar um 

risco potencial à saúde em populações, dentre elas, fatores de virulência em patógenos 

"verdadeiros", ou seja, a habilidade para aderir ao colágeno humano tipo IV, fibrinogênio ou 

muco intestinal, α- ou β-hemólise, baixa indução da explosão respiratória em células 

polimorfonucleares e resistência à morte mediada pelo sistema complemento. 

 

2.1.2.3. Fatores de virulência 

 

Fatores de virulência bacteriana podem incluir proteínas secretadas (por exemplo, 

toxinas proteicas e enzimas) e estruturas de superfície celular (por exemplo, polissacarídeos 

capsulares e lipopolissacarídeos, proteínas da membrana externa) e de outras enzimas 

hidrolíticas que podem contribuir para a patogenicidade do micro-organismo. Muitos genes 

codificam as características de virulência (por exemplo, mecanismos de secreção, fagos, 

catalases, reguladores, etc.) que são também indiretamente envolvidos na patogênese e são 

igualmente importantes para que as bactérias estabeleçam o processo infeccioso (BROGDEN 

et al., 2000; CHEN et al., 2005). A identificação de genes de virulência em um potencial 

candidato a probiótico, é importante, uma vez que a possibilidade de transferência horizontal 

de outras bactérias tornou-se uma preocupação na indústria alimentar (PERIN et al., 2014). 

A hemólise é um fator de virulência comum entre os agentes patogênicos, facilitando a 

disponibilidade de ferro para o micro-organismo e causando anemia e edema no hospedeiro 

(VESTERLUND et al., 2007). A reação hemolítica é observada em ágar sangue suplementado 

com 5% de sangue de cavalo desfibrinado. Uma zona clara de hidrólise em torno das colônias 
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é indicativo de β-hemólise, uma hidrólise parcial indica α-hemólise e a não reação indica γ-

hemólise. A determinação da atividade hemolítica é exigida em reconhecimento da 

importância de garantir segurança, mesmo entre um grupo de bactérias com o status de GRAS 

(FAO/WHO, 2002). A ausência da atividade hemolítica deve ser um critério de seleção em 

estirpes iniciadoras para utilização nos produtos lácteos (GIRAFFA, 1995). 

Em relação à segurança das estirpes probióticas, a resistência aos antibióticos é um 

aspecto que requer uma análise por causa das graves preocupações sobre o crescente nível de 

resistência devido ao uso regular na medicina humana (MONTEAGUDO-MERA et al., 

2012). Os genes de resistência a antibióticos podem ser transferidos por algumas BAL, 

através de plasmídeos conjugativos, bacteriófagos ou transposons, para outros micro-

organismos, por transferência horizontal. Este tipo de transferência ocorre, geralmente, entre 

bactérias no trato gastrintestinal, com o potencial de ocorrer entre espécies inócuas e agentes 

patogênicos prejudiciais. Se Lactobacillus benéficos apresentam genes de resistência a 

antibióticos, esses genes poderiam ser transferidos para outra microbiota, incluindo 

patógenos, colonizando o mesmo ambiente, ou seja, o TGI (SHAO et al., 2015). 

Critérios de seleção para os micro-organismos probióticos devem incluir 

características de resistência intrínseca ou natural a antimicrobianos porque é codificado 

cromossomicamente e, portanto, não transmissível (ARGYRI et al., 2013). A resistência 

intrínseca de BAL a vários antibióticos pode ser parcialmente devido aos genes que codificam 

as bombas de efluxo de Resistência a Múltiplas Drogas (MDR) que expelem diferentes tipos 

de antibióticos e de outros produtos químicos (corantes, solventes orgânicos, detergentes, 

biocidas e produtos metabólicos) (MUÑOZ et al., 2014). Quatro mecanismos são 

reconhecidos por conferirem resistência intrínseca em bactérias para um determinado 

antibiótico: 1) inativação enzimática ou a alteração do antibiótico; 2) remoção do antibiótico 

por bombas de efluxo e de alterações de permeabilidade da Membrana Externa (ME); 3) 

alteração de locais alvos bacterianos; 4) rearranjo metabólico intracelular. A maioria destes 

mecanismos foi observados e estudados em várias bactérias, no entanto, não há estudos 

específicos destes mecanismos em probióticos (BAL ou Bifidobacterium) (SHARMA et al., 

2014). 

As bactérias probióticas não devem produzir substâncias nocivas durante as atividades 

metabólicas. É relevante determinar se as bactérias convertem os componentes dos alimentos 

ou secreções biológicas em substâncias secundárias que são potencialmente prejudiciais para 

o hospedeiro. Por exemplo, algumas bactérias intestinais atuam sobre proteínas e seus 

produtos digeridos produzem amoníaco, indóis, fenóis e aminas (ISHIBASHI; YAMAZAKI, 
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2001). Os produtos tóxicos, como aminas biogênicas, podem ser derivados da 

descarboxilação de aminoácidos livres que derivam do catabolismo de ácido lático, como, por 

exemplo, pelas enzimas descarboxilases de Lactobacillus spp. (PEREIRA et al., 2001). A 

ingestão excessiva dessas aminas biogênicas pode ter efeitos toxicológicos sobre a saúde 

humana, como hipotensão ou hipertensão, dor de cabeça, náuseas, reações alérgicas, 

palpitação cardíaca e hemorragia intracerebral e, até mesmo, a morte, em casos muito graves 

(SHALABY, 1996). No entanto, as estirpes de BAL selecionadas podem agir como 

removedores de aminas. Por exemplo, Zhang et al. (2013) utilizaram Lactobacillus plantarum 

para diminuir o acúmulo de aminas biogênicas em linguiça de carpa prateada e alcançaram 

uma redução significativa. Assim, a produção de aminas biogênicas deve ser considerada na 

seleção de micro-organismo probiótico, devido à potencialidade em desencadear distúrbios na 

saúde do hospedeiro (PEREIRA et al., 2001). 

A capacidade do micro-organismo para produzir o D-ácido lático é relatada como um 

critério de seleção de estirpes probióticas. No entanto, as estirpes não devem produzir 

quantidades superiores a 2 g/L. O isômero D deste ácido não é hidrolisado pela enzima lactato 

desidrogenase humana e pode ser prejudicial à saúde, desencadeando respostas como acidose 

metabólica. Só as estirpes que produzem isômeros L-ácido lático devem ser selecionadas 

(AMMOR et al., 2007; RUIZ-MOYANO et al., 2009). 

BAL desempenham um papel na redução da absorção de gordura pelo corpo, 

reduzindo o colesterol no soro por meio da atividade da enzima Hidrolase de Sais Biliares 

(BSH), responsável pela desconjugação de sais biliares na circulação enterro-hepática 

(ANANDHARAJ; SIVASANKARI, 2014). Contudo, o metabolismo excessivo de sais 

biliares no intestino delgado humano pode ser prejudicial, pois, como os sais biliares 

secundários (desidroxilado) são citotóxicos e pró-carcinogênicos, podem induzir lesões 

celulares no intestino delgado (MARTEAU et al., 1995). Begley et al. (2006) relataram que a 

atividade BSH microbiana pode ter diversos impactos sobre o hospedeiro, sob a forma de 

funções digestivas alteradas, redução do colesterol, câncer/ativação de substâncias 

cancerígenas e formação de cálculos biliares. Considerando esse aspecto, a ausência ou a 

extensão limitada da capacidade de transformação de sais biliares por bactérias adicionadas 

aos alimentos são sugeridas como pré-requisitos para rotular um produto como GRAS 

(MARTEAU et al., 1995). 
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2.1.3. CRITÉRIOS TECNOLÓGICOS 

 

2.1.3.1. Viabilidade durante o processamento e armazenamento  

 

No Brasil, leites fermentados devem conter BAL e Bifidobacterium em uma população 

de, no mínimo, 10
7
 e 10

6
 UFC/g ou ml, respectivamente, durante o prazo de validade dos 

mesmos (BRASIL, 2007). Na preparação de alimentos fermentados, probióticos apresentam 

um crescimento ótimo a temperaturas entre 40-42°C e temperaturas acima de 45-50°C, 

durante o processamento, são prejudiciais à sua sobrevivência (TRIPATHI; GIRI, 2014). A 

viabilidade durante as operações de armazenamento e processamento, a sobrevivência durante 

o trânsito intestinal e os benefícios a saúde dos consumidores são os principais critérios para a 

seleção de estirpes de bactérias probióticas (TALWALKAR et al., 2004). O estado fisiológico 

das estirpes probióticas adicionadas a um produto também pode ser um importante fator que 

afeta a viabilidade da estirpe. Relacionada a esse fator, a indução de respostas de estresse em 

estirpes probióticas pode ter um efeito drástico sobre a capacidade das culturas para 

sobreviverem ao processamento (tais como criodessecagem e secagem por pulverização) e 

trânsito gástrico (ROSS et al., 2005). 

Estresse ácido pode afetar significativamente a viabilidade de uma cultura (SHAH, 

2000). Consequentemente, os produtos lácteos são preferidos para utilização como veículos 

de estirpes probióticas por aumentarem a sobrevivência microbiana no suco gástrico, 

provavelmente devido a um efeito protetor ou de tamponamento (ROSS et al., 2005). Em 

geral, as culturas de Bifidobacterium são menos tolerantes ao suco gástrico que as culturas de 

Lactobacillus. Tolerância a um ambiente ácido também é um bom pré-requisito de 

desempenho tecnológico em alimentos fermentados (ROSS et al., 2005; MATO et al., 2006). 

Muitos outros fatores influenciam a viabilidade dos micro-organismos probióticos em 

produtos alimentares durante a produção, o processamento e o armazenamento. Estes fatores 

incluem parâmetros alimentares (oxigênio molecular, atividade de água, presença de sal, 

açúcar e produtos químicos como peróxido de hidrogênio, bacteriocinas, aromatizante 

artificial e corantes), parâmetros de processamento (tratamento térmico, temperatura de 

incubação, taxa de resfriamento do produto, materiais de embalagem, métodos de 

armazenamento e escala de produção) e parâmetros microbiológicos (estirpes probióticas, 

taxa e proporção de inoculação) (TRIPATHI; GIRI, 2014). 

O teor de oxigênio e potencial redox também são fatores importantes para a 

viabilidade das espécies probióticas (microaerofílicas e anaeróbias), durante o armazenamento 
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(SHAH, 2000). Na presença de oxigênio, as bactérias láticas são capazes de gerar mais 

peróxido de hidrogênio por meio de flavoproteínas contendo oxidases, como: Nicotinamida 

Adenina Dinucleotídeo Reduzido (NADH) e Superóxido Dismutase (SOD), que fazem sob 

condições de baixa aerobiose (MILLER; BRITIGAN, 1997; KULISAAR et al., 2002).  

Em geral, oxigênio afeta os probióticos em três formas: (i) é diretamente tóxico para 

algumas células, (ii) certas culturas produzem peróxidos tóxicos na presença de oxigênio e 

(iii) os radicais livres produzidos a partir da oxidação de componentes (por exemplo, 

gorduras) são tóxicos para as células probióticas (KORBEKANDI et al., 2011; TRIPATHI; 

GIRI, 2014). Uma solução é a adição de ácido ascórbico (vitamina C), que pode atuar como 

um eliminador de oxigênio (SHAH, 2000). 

Outro fator que pode afetar a viabilidade dos probióticos é o congelamento. A etapa de 

congelamento no processamento de alimentos é especialmente crítica, uma vez que afeta 

negativamente tanto a viabilidade quanto o estado fisiológico das bactérias. A redução da 

temperatura afeta a estrutura e as propriedades da membrana celular. Durante o 

congelamento, a fase líquida é modificada para a fase líquida-cristalina, reduzindo assim a 

fluidez da membrana. A formação de cristais de gelo induz danos mecânicos que levam à 

morte celular. Além disso, a cristalização da água leva a uma crioconcentração dos solutos, o 

que induz alguns danos osmóticos (MCGANN, 1978; FOSCHINO et al., 1996; BEAL et al., 

2001). No entanto, a capacidade de BAL para sobreviver ao congelamento e ao 

armazenamento difere entre as estirpes (FONSECA et al., 2000).  

Fonseca et al. (2000) demonstraram que pequenas células de Enterococcus são mais 

estáveis durante o congelamento e a liofilização, em comparação aos grandes bastonetes 

alongados de lactobacilos. Senz et al. (2015) relataram que os bastonetes curtos eram 

significativamente mais estáveis do que os bastonetes alongados durante a liofilização porque 

os danos da membrana celular aumentavam de acordo com a área de superfície celular, devido 

à formação de cristais de gelo durante o congelamento extracelular. A adição de vários 

compostos protetores para culturas probióticas pode melhorar a sua viabilidade durante a 

fabricação, os exemplos incluem a glicose, que fornece energia para as células após exposição 

ao ácido (CORCORAN et al., 2005) e crioprotetores, como glicerol ou inulina, para melhorar 

a capacidade de sobrevivência durante a liofilização (FONSECA et al., 2000; CARVALHO et 

al., 2004). 
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2.1.3.2.  Resistência aos fagos  

 

Bacteriófagos (fagos) são uma ameaça constante e importante para fermentações 

alimentares e, particularmente, fermentações lácteas, em que a infecção de culturas 

iniciadoras pode resultar em fermentação lenta, de baixa qualidade, produtos inconsistentes e 

falha por completo na fermentação (WHITEHEAD; COX, 1935; MAHONY; SINDEREN, 

2014). Os fagos ao infectarem BAL fornecem alguns dos sistemas de modelos mais 

avançados de interações fago-hospedeiro (MAHONY; SINDEREN, 2014). Nos últimos anos, 

uma série de estratégias com base na diversidade de estirpes, mutantes bacteriófagos-

insensível e plasmídeos que carregam mecanismos fago-resistência (BARRANGOU et al., 

2007) foi concebida e implementada para minimizar tanto a presença de fagos na indústria de 

laticínios como seu impacto econômico sobre os processos de fermentação (BRIGGILER-

MARCÓ et al., 2014). 

As bactérias desenvolveram uma variedade de mecanismos de defesa naturais que têm 

como alvo diferentes etapas do ciclo de vida do fago, bloqueando a adsorção, impedindo a 

injeção de DNA, a restrição da entrada do DNA e os sistemas de infecção abortiva 

(BARRANGOU et al., 2007). Briggiler-Marcó et al. (2011) utilizaram duas metodologias 

para isolar bactérias resistentes aos fagos mutantes: os métodos de Placa de Ágar (PA) e da 

Cultura Secundária (CS). Caracterização do fenótipo de resistência a fagos, análise e 

caracterização genética de mutantes resistentes aos fagos identificaram um mutante MC4 que 

pode ser utilizado na fabricação de leite fermentado. 

Repetições Palindrômicas Curtas Agrupadas e Regularmente Espaçadas (CRISPR) são 

locais hipervariáveis amplamente distribuídos em bactérias e Archaea, que fornecem 

imunidade adquirida contra elementos genéticos estranhos. CRISPR representam uma família 

de DNA que consiste, tipicamente, de repetições curtas e altamente conservadas, espaçadas 

por espaçadores chamados sequências variáveis e são, muitas vezes, adjacentes a genes cas 

(associados à CRISPR) (SOREK et al., 2008; HORVATH et al., 2009). O sistema CRISPR-

cas pode, consequentemente, ser explorado como um mecanismo de defesa contra vírus e 

também potencialmente utilizado para reduzir a disseminação de elementos genéticos móveis 

e de aquisição de características indesejáveis, tais como genes de resistência a antibióticos e 

virulência. A partir de uma perspectiva de evolução do fago, as sequências de fagos 

integradas no locus CRISPR podem também proporcionar pontos de ancoragem 

suplementares para facilitar a recombinação durante infecções subsequentes de fagos, 

aumentando, assim, o conjunto de genes aos quais os fagos têm acesso (BARRANGOU et al., 
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2007). Locus CRISPR parece ser uma característica distintiva em BAL, a partir da filogenia e 

genoma evolutivo. A capacidade do sistema CRISPR para proporcionar imunidade contra 

elementos genéticos estranhos é essencial e ativamente envolvida na propensão do micro-

organismo sobreviver à predação pelo fago e adaptar-se ao ambiente natural (HORVATH et 

al., 2009). 

 

2.1.3.3 Contribuição das propriedades sensoriais aos alimentos  

 

BAL não são consideradas como bactérias fortemente proteolíticas, no entanto, uma 

parte do seu sistema proteolítico tem sido intensamente explorada nas últimas décadas, porque 

é essencial para o crescimento ótimo destes micro-organismos no leite (LOPEZ-KLEINE; 

MONNET, 2011). Variabilidade intra e interespecífica na produção de ácido, autólise e 

proteólise são comumente relatadas para as estirpes provenientes de fontes alimentares 

naturais (FRANCIOSI et al., 2009). 

A proteólise é considerada um dos mais importantes processos bioquímicos 

envolvidos na fabricação de muitos produtos fermentados. Na fabricação do queijo, a 

proteólise da caseína desempenha papel crucial porque os aminoácidos resultantes da 

proteólise são os principais precursores de compostos aromáticos específicos, como vários 

álcoois, aldeídos, ácidos, ésteres e compostos de enxofre. O amargor, que resulta da 

acumulação de peptídeos hidrofóbicos (isto é, peptídeos ricos em prolina), torna-se um 

importante fator de preocupação, com a qualidade, na elaboração de queijos gouda e cheddar 

(SMUKOWSKI et al., 2003; SMIT et al., 2005; SAVIJOKI et al., 2006). A correlação entre a 

estirpe utilizada e o sabor de embutidos fermentados está estabelecida (SIDIRA et al., 2015). 

Sabor e odor são produzidos a partir de potenciais precursores, que podem ser produzidos por 

hidrólise e auto-oxidação de lípidos, proteólise e transformação de aminoácidos em 

compostos aromáticos e metabolismo de hidratos de carbono (AMMOR et al., 2007). Sah et 

al. (2014), em seu estudo com probióticos, verificaram que a alta atividade proteolítica gera 

peptídeos com propriedades antioxidantes e potenciais antimutagênicos. Triagem para 

proteinases, peptidases e atividades aminopeptidases é, portanto, recomendada. 

Exopolissacarídeos (EPS) são biopolímeros com ampla distribuição na natureza. Sua 

ocorrência é bem documentada em todos os organismos (animais, plantas, fungos e bactérias) 

e estão envolvidos em várias funções biológicas, como armazenamento de energia (amido), 

constituição da parede celular (celulose) e comunicação celular (glicosaminoglicanos) 

(BADEL et al., 2011). EPS microbianos produzidos por BAL têm recebido maior atenção e 
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interesse devido ao seu status de GRAS (AHMED et al., 2013; LI et al., 2014). Os EPS 

podem ser utilizados como aditivos alimentares para melhorar a textura, o que favorece o 

desenvolvimento de novos produtos alimentares com uma melhor aparência, estabilidade e 

propriedades reológicas (DE VUYST et al., 2001). 

Lactobacillus produzem moléculas de EPS em quantidades elevadas (>100 mg/L), 

predominantemente em meios contendo glucose. A atividade biológica e a viscosidade do 

EPS dependem do seu peso molecular, da composição de açúcar e da estrutura primária 

(KODALI et al., 2009). Os EPS podem desempenhar funções não só relacionadas às 

características tecnológicas. Por exemplo, Liu et al. (2010) e Nikolic et al. (2012) observaram 

que EPS secretado por bactérias probióticas, como Bacillus licheniformis e Lactobacillus 

paraplantarum, têm capacidade imunomoduladora, imunossupressora e anti-inflamatória. 

Efeitos antitumorais, redução do colesterol no sangue e aumento da colonização de bactérias 

probióticas no TGI também foram observados (WELMAN; MADDOX, 2003). EPS podem 

funcionar como parte de um mecanismo de defesa contra bacteriófagos, impedindo a sua 

adsorção (LAMOTHE et al., 2002). 

BAL desenvolveram mecanismos para suportar várias concentrações de NaCl que, 

geralmente, envolvem a absorção ou a síntese de um número limitado de solutos (BREMER; 

KRAEMER, 2000). Ge et al. (2011) relataram que o estresse osmótico pode tornar-se o 

principal fator de inibição para o crescimento bacteriano e a fermentação. Reale et al. (2015) 

relataram que osmotolerância é um critério importante para a seleção de estirpes para 

aplicações tecnológicas a partir de estudo com Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e 

Lactobacillus rhamnosus. Em particular, algumas estirpes isoladas de queijo e fezes humanas 

demonstraram boa tolerância a concentrações elevadas de NaCl, sendo importante a utilização 

em alimentos fermentados para pesquisar o seu desempenho tecnológico. Ammor et al. (2007) 

afirmaram que a capacidade da estirpe probiótica em competir com a microbiota natural do 

produto e realizar as atividades metabólicas está relacionada à sua taxa de crescimento e 

sobrevivência na matriz alimentar, destacando as elevadas concentrações de sal que variam de 

2% a 15% no produto final. 

A produção de gás por BAL pode ser necessária em alguns produtos, o kefir e em 

alguns queijos, como, por exemplo, gouda, edam e danbo (LEITE et al., 2013; PEDERSEN et 

al., 2013). A produção de gás pode aumentar o número e/ou o tamanho das olhaduras em 

queijos semiduros. Formação de olhaduras no queijo é um processo complexo influenciada 

por uma série de fatores, destacando a formação de gás, a difusão do gás, a presença de 

núcleos de formação de olhaduras, o pH e a elasticidade da massa do queijo, assim como os 
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parâmetros tecnológicos (FRÖHLICH-WYDER et al., 2013). Tammam et al. (2001) 

relataram que a produção anaeróbica de CO2 por lactobacilos prevalece no queijo. Em 

contraste, BAL heterofermentativas não são adequadas para a produção de salame por causa 

da formação de grandes quantidades de dióxido de carbono, levando a orifícios de tamanhos 

diferentes no produto. Além disso, estas BAL produzem concentrações de ácido acético que 

causam um sabor picante desagradável (BUCKENHÜSKES, 1993; AMMOR et al., 2007). 

Compostos aromáticos desempenham papel importante na percepção do sabor, 

determinando uma propriedade importante ao produto e para a escolha do consumidor (YEE 

et al., 2014). Diacetil (2,3-butanodiona) é um produto volátil do metabolismo do citrato 

produzido por bactérias do ácido lático e, quando unido ao ácido lático e aos efeitos de 

textura, melhora o perfil sensorial dos alimentos fermentados (RINCON-DELGADILLO et 

al., 2012; XIAO; LU, 2014). O diacetil também pode inibir micro-organismos patogênicos ao 

difundir-se pelas membranas bacterianas e interferir com as funções metabólicas essenciais 

(HOR; LIONG, 2014). Altos níveis de diacetil estão associados com um desequilíbrio de 

sabor, sabor amargo e aroma desagradável (CLARK; POTTER, 2007), mas é utilizado como 

ingredientes na formulação de muitos produtos alimentares, tais como queijo cottage, 

margarina, essências de óleo vegetal, queijo processado, creme de leite e para aumentar os 

níveis de aroma amanteigado que ocorre associado naturalmente à fermentação (RINCON-

DELGADILLO et al., 2012). 

 

2.1.4. CRITÉRIOS FUNCIONAIS 

 

2.1.4.1. Tolerância ao TGI 

 

Algumas BAL têm propriedades probióticas benéficas para a saúde humana. No 

entanto, o ácido gástrico e os sais biliares têm influências adversas na sobrevivência e na 

viabilidade dos probióticos ingeridos. A maioria dos micro-organismos tem baixa taxa de 

sobrevivência e viabilidade em condições ácidas, por exemplo, que ocorrem no ambiente 

gástrico humano, em que os valores de pH variam entre 1,5 e 3,5 (HUANG et al., 2014). 

Estirpes probióticas devem ser capazes de sobreviver a altas concentrações de lisozima na 

saliva humana, às condições de estresse ácido e enzimas digestivas (pepsina), ou seja, do 

estômago, e a bile no intestino delgado (CORZO; GILLIAND, 1999; MARCO et al., 2006; 

LIU et al., 2013).  
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Resistência a ácidos e tolerância à bile são considerados os critérios básicos para a 

triagem de potenciais estirpes probióticas (LIU et al., 2013; REN et al., 2014), e essas 

propriedades são o foco de vários trabalhos sobre o isolamento de potenciais estirpes 

probióticas. Por exemplo, as estirpes de Lactobacillus foram consideradas resistentes às 

condições ácidas para 3 horas, em pH 2,5, e as estirpes isoladas a partir de amostras de 

alimentos foram capazes de crescer a uma concentração de bile, simulando as concentrações 

normais do intestino humano, para períodos de incubação de até 4 horas (FEDERICI et al., 

2014). L. plantarum N8, N9, ZL5 e L. casei ZL4 foram resistentes ao suco intestinal simulado 

(WANG et al., 2014). Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis subsp. 

lactis BB-12, em leite de cabra, apresentaram maior tolerância ao fluido gástrico simulado, 

quando testado em combinação, sugerindo um efeito sinérgico entre estirpes 

(RANADHEERA et al., 2014). Lactobacillus fermentum, L. casei, L. paracasei e L. 

rhamnosus foram capazes de crescer no suco intestinal e, possivelmente, mostraram melhor 

resistência a ácidos biliares no início do intestino delgado (RUBIO et al., 2014). 

 A capacidade de lactobacilos sobreviverem ao baixo pH permanece controversa (REN 

et al., 2014). Os mecanismos que podem contribuir para uma resposta de tolerância ácido 

adaptativa incluem a indução de um novo sistema de homeostase do pH e a síntese de um 

novo conjunto de proteínas conhecidas como proteínas de estresse. As proteínas de estresse 

podem ser transitoriamente ou constitutivamente produzidas e contribuir para a resposta de 

tolerância ácido adaptativa. Proteínas induzidas após o choque térmico, incluindo as de classe 

chaperonina DnaK e GroEL, mostraram homologia com proteínas produzidas durante o 

choque ácido. Estas proteínas são capazes de re-enrolamento de proteínas desnaturadas pelo 

calor nos seus estados nativos e podem proteger as proteínas de desnaturação durante o 

estresse celular (FOSTER, 1993; SHAH, 2000). Além disso, a tolerância ao estresse ácido por 

micro-organismos envolve múltiplos genes e mecanismos de proteção e regulação 

(PATNAKIK et al., 2002; YE et al., 2013). Ye et al. (2013) relataram que uma técnica de 

amplificação de todo genoma propenso a erros obteve êxito para melhorar a tolerância ao 

estresse ácido por L. pentosus. Os possíveis mecanismos para aumento da tolerância ao ácido 

dos mutantes gerados incluíram diminuição da condutividade da membrana de prótons, 

aumento da extrusão de prótons ou aumento da capacidade de tamponamento do citoplasma. 

A resistência a sais biliares é também uma propriedade importante para estirpes 

probióticas (FAO / WHO, 2002). Ren et al. (2014) afirmaram que estirpes mais tolerantes à 

bile são fortemente propícias a aliviar os sintomas de intolerância à lactose. Noh e Gilliland 

(1993) afirmaram que a permeabilidade das células de L. acidophilus aumentam na presença 
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de bile, permitindo, assim, que mais substrato entre nas células e, consequentemente, aumente 

a atividade de β-galactosidase das mesmas.  

O estresse causado pela bile, geralmente, tem maior sensibilidade aos efeitos 

deletérios em bactérias Gram-positivas que em bactérias Gram-negativas. No entanto, a 

condição encontrada no ambiente externo, ou no hospedeiro anteriormente ao intestino 

delgado, irá determinar os efeitos da bile em uma estirpe. A exposição da bactéria a vários 

níveis de pH, temperatura e atmosfera modificada para crescimento pode melhorar a sua 

resistência aos efeitos deletérios da bile ou aumentar a sua susceptibilidade. A presença de 

alimentos no intestino pode também afetar a sobrevivência. Como as bactérias ficam em 

microambientes na matriz celular ou certos componentes alimentares se ligam aos ácidos 

biliares, não há exposição das bactérias com a bile, impedindo a ação tóxica.  Pré-exposição 

das bactérias para baixos níveis de ácidos biliares pode aumentar a sua tolerância a níveis 

elevados. Pré-exposição a um estresse também pode conferir proteção contra outros estresses, 

um fenômeno chamado de adaptação cruzada. Muitas concentrações têm efeitos semelhantes 

sobre a fisiologia celular e podem também causar a indução do mesmo conjunto de proteínas 

de estresse. Sistemas de respostas ligados ao estresse podem, eventualmente, se sobreporem e 

serem interligados (BEGLEY et al., 2005). Portanto, a tolerância ao ácido e à bile em estirpes 

probióticas, provavelmente, envolve mecanismos semelhantes. 

 

2.1.4.2. A adesão às células epiteliais do intestino 

  

O processo de adesão probiótica envolve várias propriedades biofísicas e bioquímicas 

dos probióticos e das camadas de células epiteliais. Essas propriedades incluem interações 

eletrostáticas, forças passivas e estéricas, hidrofobia, capacidade de autoagregação e estruturas 

celulares específicas, como apêndices externos. Estas propriedades variam entre as estirpes 

probióticas e são relatadas como características específicas das espécies (SCHILLINGER et 

al., 2005; COLLADO et al., 2007; RANADHEERA et al., 2014). Além de sobreviver à 

passagem ao TGI, os micro-organismos probióticos também devem ser capazes de aderir e de 

colonizar o epitélio intestinal, a fim de competir com organismos patogênicos 

(MONTEAGUDO-MERA et al., 2012; RANADHEERA et al., 2014). Esta competição pode 

resultar na exclusão (TUOMOLA, 1999), reduzindo, assim, o risco de doenças causadas por 

organismos patogênicos (CHAPMAN et al., 2014), tornando-se um importante critério de 

seleção. 
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As estirpes de Lactobacillus reuteri demonstraram capacidade de adesão elevada que 

poderia, eventualmente, reforçar a barreira epitelial in vitro em 24 horas (JENSEN et al., 

2012). L. pentosus E108, L. plantarum B282 e L. paracasei subsp. paracasei E94 

apresentaram boa aderência a células Caco-2 (ARGYRI et al., 2013), enquanto L. casei 

12668-1 e Enterococcus faecalis 18.156-3 mostraram forte capacidade de adesão às células 

intestinais (FEDERICI et al., 2014). Pediococcus pentosaceus CIAL-86 mostrou excelente 

aderência e boa atividade antiadesão contra E. coli CIAL-153 (GARCÍA-RUIZ et al., 2014). 

As estirpes de L. plantarum N8, N9, ZL5 ZL4 e L. casei foram capazes de exercer atividade 

inibidora significativa in vitro contra Campylobacter jejuni e inibiram eficazmente a adesão e 

a invasão de células HT-29 de Clostridium jejuni (WANG et al., 2014). A capacidade de 

adesão dos Lactobacillus probióticos promove um maior tempo de permanência no intestino, 

a exclusão de agentes patogênicos e a interação com as células hospedeiras para proteger as 

células epiteliais e induzir modulação imune (OUWEHAND et al., 1999). 

As dificuldades de estudar a adesão bacteriana in vivo levaram ao desenvolvimento de 

modelos in vitro para estudos preliminares de estirpes aderentes (VESTERLUND et al., 

2005). Testes como hidrofobicidade e autoagregação são realizados porque essas 

características da superfície celular são consideradas necessárias para a adesão. Estas 

características facilitam a colonização temporária, bem como a proteção do sistema do 

hospedeiro, devido à formação de biofilme sobre o tecido. Alguns estudos têm mostrado que a 

hidrofobicidade e a autoagregação são importantes para promover a colonização dos 

probióticos em nichos ecológicos, tais como o TGI ou o trato urogenital (PELLETIER et al., 

1997; DEL RE et al., 2000; GIAOURIS et al., 2009). 

Hidrofobicidade da superfície celular é uma das propriedades físico-químicas que 

facilitam o primeiro contato entre o micro-organismo e as células hospedeiras 

(SCHILLINGER et al., 2005). A inicial e reversível fase de contato é mediada por um 

complexo de interações físico-químicas, incluindo hidrofobicidade e cargas, que são 

consideradas propriedades inespecíficas, mas importantes (PELLETIER et al., 1997). Os 

isolados que apresentam elevados valores de hidrofobicidade estão associados com alta 

capacidade para autoagregação e adesão a células Caco-2 (KOTZAMANIDIS et al., 2010). 

Lactobacillus que mostram uma afinidade para um solvente apolar acima de 40%, geralmente 

apresentam características hidrofóbicas mais elevadas (GIAOURIS et al., 2009). Dias et al. 

(2013) e Ren et al. (2014) relataram estirpes de Lactobacillus com elevada hidrofobicidade de 

59% e 54,75%, respectivamente. 
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A auto e a coagregação de probióticos são processos necessários para a ocorrência de 

adesão ao epitélio intestinal e a formação de barreiras que impedem a colonização por micro-

organismos patogênicos (DEL RE et al., 2000). A agregação é um fenótipo relacionado às 

propriedades de aderência da célula (PELLETIER et al., 1997; KOS et al., 2003). De acordo 

com Del Re et al. (2000), estirpes com valores inferiores a 10% são designadas como não 

autoagregantes. Estirpes de L. salivarius e L. plantarum tiveram alta capacidade para 

autoagregação (REN et al., 2012). L. subsp. salivarius. salicinius, L. acidophilus e L. 

plantarum obtiveram valores relativamente elevados para autoagregação (46%, 45% e 34%, 

respectivamente), em comparação com a estirpe de L. rhamnosus (33%) (REN et al., 2014). 

Quatro isolados de Lactobacillus obtiveram taxa de autoagregação com valores superiores a 

90% (BAUTISTA-GALLEGO et al., 2013). 

A capacidade de coagregação das espécies de Lactobacillus com potenciais agentes 

patogênicos pode prevenir a colonização do intestino por estes patógenos (BAO et al., 2010). 

Assim, as estirpes probióticas devem mostrar a capacidade de coagregar com as estirpes 

patogênicas testadas, mas a capacidade de coagregação é estirpe específica (COLLADO et al., 

2007). Em geral, os lactobacilos têm uma maior coagregação com Listeria monocytogenes 

(DIAS et al., 2013). Esta propriedade pode ser relacionada com a formação de biofilmes por 

espécies mistas, como relatado por Veen e Abee (2011). 

 

2.1.5. CRITÉRIOS FISIOLÓGICOS DESEJÁVEIS  

 

Os probióticos podem melhorar a função do sistema imunitário e a saúde geral do 

hospedeiro. Esta revisão examina os principais efeitos dos critérios fisiologicamente 

desejados para uma estirpe probiótica. Alguns dos efeitos de saúde estão listados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Efeitos benéficos sobre a saúde do hospedeiro e os mecanismos de estirpes 

probióticas em estudos científicos. 

Efeito a saúde Mecanismo Autores 

Diminuição da intolerância à 

lactose 

 

Ação da enzima β-galactosidase De Vrese et al. (2014) 

Tratamento e prevenção de 

alergia 

Pré-hidrólise da  β-lactoglobulina  Pescuma et al. (2015) 

 

 

Menor risco para o 

desenvolvimento de tumores 

malignos  

Diminuição dos níveis de 

enzimas: glucuronidase β-, 

azoredutase, nitroredutase e 

ativação de pró-carcinógenos 

 

Vasiljevic e Shah 

(2008) 

Efeito hipocolesterolêmico 

 

Atividade BSH Peres et al. (2014) 

Inibição de Helicobacter pylori 

e agentes patogênicos intestinais 

Secreção de componentes 

proteicos ou ácido orgânico, 

diminui a capacidade de adesão de 

H. pylori a células epiteliais 

gástricas, reduz a inflamação da 

mucosa, e estabiliza a barreira 

gástrica. 

Kabir et al. (1997); 

Zheng et al. (2014) 

Efeito imunomodulador 

intestinal 

β-Supra-regulação de IL-6 no 

ceco 

Lähteinen et al. (2014) 

Decréscimo de infecção por 

HIV 

Exposição do receptor CD4 por 

células de lactobacilos por 

inibição do HIV-1 

Su et al. (2013) 

 

 

2.1.5.1. Intolerância à lactose  

 

Má absorção de lactose primária, que é acompanhada por uma queda contínua da 

atividade da lactase na infância e na adolescência e hipolactasia na idade adulta, é um 

processo fisiológico normal em humanos. Isso pode resultar em desconforto gastrointestinal 

depois de consumir produtos que contenham lactose, uma condição chamada Intolerância à 

Lactose (IL). Os sintomas podem ser desagradáveis e incluem dor e distensão abdominal, 

flatulência e diarreia. Alguns produtos lácteos, como queijo, contêm pouca ou nenhuma 

lactose e, muitas vezes, o iogurte é mais bem tolerado que o leite (DE VRESE, 2014; KIES, 

2014). A Autoridade de Segurança Alimentar Europeia (EFSA) emitiu um parecer positivo 

para os alimentos com lactose reduzida, uso de enzima lactase como um suplemento dietético 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614013107
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002364381400139X
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e iogurte com bactérias viáveis (KIES, 2014). A capacidade dos micro-organismos para 

fermentar a lactose no leite é uma importante propriedade (ZÁRATE; CHAIA, 2012). Assim, 

muitos estudos focam sobre o metabolismo de lactose por micro-organismos potencialmente 

probióticos (IQBAL et al., 2010; RHIMI et al., 2010; ZÁRATE; CHAIA, 2012). 

A enzima β-galactosidase catalisa a hidrólise de lactose (um dissacarídeo 

abundantemente encontrado no leite) em glicose e galactose (USTOK et al., 2010). As 

possíveis fontes da enzima são as plantas, os órgãos de animais, as bactérias, as leveduras, os 

fungos e os bolores. Entre estas, as fontes microbianas são claramente preferíveis por causa da 

sua facilidade de produção fermentativa, atividades elevadas e, geralmente, uma boa 

estabilidade. β-galactosidase foi utilizada como um biocatalisador importante na indústria do 

leite, bem como na produção carboidrato sintético (IQBAL et al., 2010). β-galactosidase 

produzida por culturas puras e mistas de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus 77 foram caracterizadas como estáveis na variação de pH de 7-9 e 

o intervalo de temperatura de 20-37 °C, mantendo a 80%-90% da sua atividade inicial. Como 

resultado, estas enzimas poderiam ser consideradas como potenciais candidatas para a 

hidrólise da lactose do leite e dos produtos lácteos (USTOK et al., 2010). 

Rhimi et al. (2010) realizaram um estudo em que o gene que codifica a β-galactosidase 

a partir da estirpe Streptococcus thermophilus LMD9 foi clonado, sequenciado e expresso em 

Escherichia coli. A enzima recombinante purificada era um biocatalisador poderoso para a 

lactose a partir de extrato de soro de leite, que é uma fonte barata de D-galactose e D-glucose. 

Relevante importância é visualizada quando se consideram estes monossacarídeos utilizados 

em produtos de baixo teor calórico ou adoçantes hipocalóricos. Além disso, esta proteína 

cliva, de forma eficiente, a lactose no leite e pode, assim, ajudar a diminuir o problema da 

intolerância à lactose gerado por produtos lácteos. A doença IL afeta quase 70% da população 

mundial e o consumo de produtos modificados pode ser uma boa maneira de incorporar 

alimentos lácteos e nutrientes para as dietas de indivíduos com intolerância à lactose 

(VASILJEVIC; SHAH, 2008; KAILASAPATHY, 2013). 

 

2.1.5.2. Prevenção e redução da diarreia 

 

A alteração microbiota intestinal por antibióticos é um importante fator de risco para 

diarreia e colonização por Clostridium difficile (LAWLEY et al., 2012). Esta é uma 

complicação comum para a maioria dos tipos de antibióticos, de amplo espectro, 

especialmente como a clindamicina, beta lactâmicos e cefalosporinas de terceira geração. As 
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taxas de infecção por Clostridium difficile têm aumentado em todo o mundo ao longo dos 

anos (MCFARLAND, 2009). 

Os probióticos têm várias aplicações benéficas para a saúde, como a redução da 

colonização de patógenos (VANDENPLAS et al., 2014). A diarreia pode ser prevenida por 

meio da interrupção dos mecanismos potenciais: competição para inibir o receptor 

relacionado ao crescimento de agentes patogênicos (nutrientes), do sítio de aderência, 

produção de bacteriocina, defensina ou redução do pH do intestino e a estimulação do sistema 

imune do hospedeiro (NG et al., 2009) A eficácia  do probiótico contra antibiótico associado à 

diarreia  dependerá  especificamente da estirpe e do tipo de doença. Assim, a estirpe 

probiótica escolhida deve ter mecanismos de ação sobre a doença (MCFARLAND, 2009). 

Estudo com L. plantarum, S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus em 

camundongos BALB/c, evidenciou que as estirpes foram fundamentais para fortalecer a 

resistência à colonização por bactérias fecais, suprimir a multiplicação de patógenos 

oportunistas e restaurar o equilíbrio da microbiota (TIAN et al., 2014). 

Uma mistura de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus kefir, Lc. lactis, 

Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces cerevisiae foi testada em um modelo animal de 

infecção por Clostridium difficile e demonstrou capacidade para prevenir a diarreia e a 

enterocolite desencadeadas por C. difficile (BOLLA et al., 2013). 

 

2.1.5.3. A prevenção da doença inflamatória do intestino 

 

Doença de Crohn (DC) e Colite Ulcerativa (CU) são as duas principais formas de 

Doença Inflamatória Intestinal (DII) de alta morbidade e ambas acarretam custos de cuidados 

à saúde (REIFF; KELLY, 2010). A evidência sugere que uma anormalidade na resposta da 

imunidade inata e adaptativa desempenha papel importante na inflamação intestinal (LIU, 

2009). Culturas probióticas podem reduzir a reincidência da doença após o tratamento com 

esteroides e/ou cirurgia. Assim, a presença de uma população microbiana diversificada no 

TGI e alterações que ocorrem durante a DII proporcionam suporte adequado para o uso de 

probióticos no tratamento desta doença (FEDORAK; DEMERIA, 2012). 

Huang et al. (2013) relataram efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores  in vitro 

e in vivo de L. plantarum K68 isolado a partir de um alimento fermentado tradicional, em 

Taiwan. L. plantarum K68 amenizou o dextrano sulfato de sódio que induziu CU em 

camundongos BALB/c por meio das suas atividades anti-inflamatórias e imunomoduladoras 

que podem ser eficazes no tratamento de outras doenças inflamatórias. Juarez et al. (2013) 
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também relataram um efeito benéfico de L. reuteri CRL1101 ao diminuir a produção de fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α) por  macrófagos tratados com lipopolissacarídeo, indicando 

que é um probiótico candidato para a prevenção e o controle de doenças inflamatórias 

sistêmicas. 

 

2.1.5.4. Prevenção da alergia 

 

O uso de probióticos no tratamento e na prevenção de alergias, permitindo uma 

adequada estimulação do sistema imune, é uma proposta atrativa. Muitos autores têm relatado 

resultados promissores que apoiam claramente a eficácia dos probióticos na prevenção de 

algumas doenças alérgicas, justificando ensaios experimentais com foco na seleção de estirpes 

a serem utilizadas e no tempo de administração destes probióticos (PELUCCHI et al., 2012). 

Prescott e Bjorkesten (2007) afirmaram que as doenças alérgicas resultam de uma 

falha fundamental de regulação imune subjacente. Indiscutivelmente, a exposição microbiana 

fornece um forte sinal no ambiente para a maturação normal pós-natal do sistema imune e 

também induz a maturação de células apresentadoras de antígenos e células T reguladoras, 

que são essenciais para a programação e a regulação da resposta de células T. 

Lactobacillus rhamnosus GG reduziu a prevalência de eczema atópico em crianças 

(RAUTAVA et al., 2002). Probióticos específicos podem modular a colonização microbiana 

precoce, que representa o primeiro alvo de intervenção na doença alérgica, juntamente com a 

sua capacidade de inverter o aumento característico de permeabilidade intestinal em crianças 

com eczema atópico e alergia alimentar. Probióticos também aumentam as respostas de IgA 

específica do intestino que são alteradas em crianças com alergia alimentar. Além disso, os 

probióticos têm o potencial para aliviar a inflamação alérgica, tanto local como 

sistemicamente. 

No entanto, infelizmente, resultados contraditórios entre os estudos não permitem, 

atualmente, uma recomendação para o uso de probióticos na prevenção da alergia. Estas 

contradições decorrem de variações de estudo, por exemplo, o tipo de população estudada em 

termos de idade, tipo de doença alérgica, o estágio da doença, o número de pacientes 

incluídos, a herança genética e o meio ambiente (BUTEL, 2014). Portanto, uma nota de 

advertência deve ser feita ao contínuo entusiasmo do público para com os probióticos, até que 

se obtenham resultados mais conclusivos (PRESCOTT; BJORKESTEN, 2007). 
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2.1.5.5. Probióticos e Helicobacter pylori 

 

O Helicobacter pylori é um agente patogênico intestinal que causa infecção ao longo 

do tempo, o que pode desencadear gastrite crônica e úlcera péptica e, aumentar o risco de 

tumores gástricos. Os probióticos não eliminam a população de H. pylori, mas podem reduzir 

a inflamação associada a estas bactérias, em animais e em seres humanos (VASILJEVIC; 

SHAH, 2008; KAILASAPATHY, 2013). 

Um recombinante de Lc. lactis expressando urease B pode ser utilizado para o 

desenvolvimento de uma vacina alimentar, proporcionando antígeno, para controlar a 

infecção por H. pylori. A urease é um fator de virulência importante necessária para a 

colonização da mucosa gástrica por H. pylori, uma vez que catalisa a conversão da ureia em 

amônia e CO2, elevando o pH para próximo da neutralidade. A urease B é um antígeno 

amplamente estudado, com potencial para o desenvolvimento de vacinas profiláticas e 

terapêuticas contra a infecção por H. pylori (DEL GIUDICE et al., 2001; ZHANG et al., 

2014). 

BAL aumentam a taxa de erradicação da infecção por H. pylori, inibindo o seu 

crescimento por meio da secreção de componentes de proteínas ou de ácido orgânico; 

diminuindo sua capacidade de aderência às células epiteliais gástricas, reduzindo assim  a 

inflamação da mucosa e contribuindo para a estabilização da barreira gástrica (KABIR et al., 

1997; ZHENG et al., 2014). Zheng et al. (2014) relataram que  L. pentosus LPS16 

demonstrou ação de amplo espectro contra H. pylori. 

 

2.1.5.6. A modulação do sistema imunológico 

 

Culturas probióticas podem influenciar a função imune do corpo. Evidências de 

sistemas in vitro e modelos animais e seres humanos sugerem que estes micro-organismos 

podem aumentar as respostas imunitárias não específicas, possivelmente por meio da ativação 

de macrófagos, do aumento dos níveis de citoquininas, do aumento da atividade das células 

natural killer e/ou do aumento dos níveis de imunoglobulinas (SINGH et al., 2011; 

KAILASAPATHY, 2013). 

Lee et al. (2011) avaliaram a atividade de lactobacilos probióticos selecionados sobre 

a função imune, mensurando a proliferação de linfócitos e de interferon-γ (IFN-γ). Estirpes de 

L. gasseri e L. plantarum induziram maior liberação de citocinas IFN-γ. L. fermentum e L. 

plantarum LA12 (CJMA1, CJLP56, CJLP133, CJLP243, BJ53 e CJNR26) foram mais 
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eficazes na indução da proliferação dos linfócitos que o controle positivo. Estas estirpes foram 

caracterizadas como benéficas, em termos de modulação imunitária. 

O popular queijo fresco do Brasil (queijo minas frescal), contendo Lactobacillus 

acidophilus e Bifidobacterium longum LA14 BL05, foi utilizado para alimentar, por duas 

semanas, ratos Wistar adultos. Os autores desse trabalho concluíram que este queijo 

probiótico pode ser uma alternativa viável para a melhoria do sistema imune e pode ser 

utilizado para prevenir infecções, em particular aquelas relacionadas com o excesso de 

esforço físico de atletas (LOLLO et al., 2012). 

Kotzamanidis et al. (2010) afirmaram que L. reuteri DC421, L. rhamnosus DC429 e L. 

plantarum 2035 apresentaram atividade regulatória das respostas imunes iniciais nas bolsas 

de ar e intestinos, em ratos, o que foi caracterizado pela estimulação de quimiotaxia das 

células polimorfonucleares, atividade fagocitária, combinação de receptores do tipo Toll, 

TLR2/TLR4/TLR9, sinalização e secreção de um certo perfil de citocinas. A ativação destas 

respostas imunes específicas por esses micro-organismos não patogênicos ajuda a manter a 

homeostase e fornece ao hospedeiro saudável uma maior capacidade de resistir a qualquer 

resposta inflamatória. 

 

2.1.5.7. A redução do risco associado com efeitos mutagênicos e carcinogênicos  

 

Antigenotoxicidade, antimutagenicidade e anticarcinogenicidade são potenciais 

propriedades funcionais dos probióticos que despertam muita atenção atualmente. A evidência 

foi obtida a partir de estudos in vitro e em modelos animais que suportam efeitos 

anticancerígenos significativos de probióticos (KAILASAPATHY, 2013; SERBAN, 2014). 

Substâncias genotóxicas ou agentes ambientais ou autobióticos gerados no interior do corpo 

podem induzir alterações genéticas ou dano que podem conduzir a mutações e à 

carcinogênese (WOGAN et al., 2004). Os melhores candidatos como antimutágenos poderiam 

ser componentes dietéticos naturais, incluindo BAL (AMBALAM et al., 2011). 

Butirato é gerado a partir de lactato formado pelas BAL e Bifidobacterium 

(DUNCAN; FLINT, 2013), exerce efeitos potentes sobre uma grande variedade de funções da 

mucosa do cólon, tais como inibição de inflamação e carcinogênese, reforço de vários 

componentes da barreira de defesa do cólon e diminuição do estresse oxidativo. Além disso, o 

butirato pode promover a saciedade (HAMER et al., 2008). Lactococcus plantarum e 

Bifidobacterium Bb12 têm potencial antigenotóxico intrínseco e podem ter efeitos protetores 

contra os estágios iniciais de câncer de cólon (BURNS; ROWLAND, 2004). 
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L. rhamnosus (Lr 231) isolados de fezes humanas têm a capacidade de se ligarem com 

Laranja de Acridina (AO), N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) e 2-amino-3,8-

dimetilimidazo-[4,5-f]-quinoxalina (MeIQx), mas não a 4-Nitro-o-Fenilenodiamina (NPD), 

indicando uma variação na ligação e atividade antimutagênica. Ligação instantânea de AO e 

MNNG por LR 231 pode ajudar na remoção rápida de agentes mutagênicos e, assim, evitar a 

sua absorção no intestino. A ligação de MNNG e MeIQx por LR 231 resulta em uma 

modificação do espectro de agentes mutagênicos, implicando em biotransformação 

mutagênico residual e desintoxicação subsequente de agentes mutagênicos. Assim, uma 

potencial estirpe probiótica humana de Lr 231 tem a capacidade de se ligar, biotransformar e 

desintoxicar mutagênicos e essa propriedade pode ser útil na formulação de alimentos 

fermentados para a remoção de agentes mutagênicos potentes (AMBALAM et al., 2011). 

Sah et al. (2014) relataram que os organismos probióticos tiveram um efeito 

estatisticamente significativo sobre a atividade proteolítica com alta produção de peptídeos 

com potenciais propriedades antioxidantes e antimutagênicas, com uma boa correlação entre 

as atividades proteolítica e antioxidante ou antimutagênicas. Os peptídeos gerados por 

fermentação de leite com estirpes de Lactobacillus podem contribuir com uma variedade de 

compostos bioativos que podem ter efeito positivo na saúde humana e serem utilizados 

comercialmente em novos produtos, ou na produção de novos peptídeos anticancerosos. 

 

2.1.5.8. Efeito antagonista a bactéria patogênica E. coli 

 

Entre os micro-organismos patogênicos mais estudados, o grupo dos coliformes, tem 

grande atenção, por serem indicadores da qualidade higiênica dos alimentos produzidos, 

principalmente quando ocorre contaminação fecal (GOTTARDI et al., 2008), pertencendo a 

esse grupo as bactérias do gênero E. coli. Chioda et al. (2007) ao utilizar estipes de 

Lactobacillus frente ao patógeno E. coli, obtiveram êxito no efeito antagônico. Os autores 

reportaram que os mecanismos inibitórios estão relacionados à produção em maior ou menor 

quantidade de substâncias antimicrobianas como peróxido de hidrogênio, ácidos orgânicos e 

bacteriocinas. 

Aoudia  et al. (2015) reportaram que biofilme composto por estirpes de Lactobacillus 

inibiram o crescimento de diversos agentes patogênicos de alimentos, incluindo 

E .coli O157:H7. No entanto, os autores ressaltam que a atividade antagônica é uma 

propriedade estirpe específica. Tsai et al. (2008) demostraram que as substâncias 

antibacterianas produzidas por L. acidophilus RY2, L. salivarius MM1 e L. paracasei EN4 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002015000829
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tiveram efeito antagonista frente a E. coli enterotoxigênica. Os autores relataram que o 

processo inibitório pode está relacionado ao pH e o ácido lático, e outros fatores, como por 

exemplo, peptídeos de cadeia curta resistentes à proteases. 

Estirpes de L. acidophilus HN017, L. rhamnosus DR20 e B. lactis DR10 reduziram a 

população de E. coli no estudo de Gopal et al. (2001). Segundo os autores a inibição pode está 

relacionada a uma ação sinérgica do ácido lático produzido por essas bactérias e substâncias 

proteicas. 

 

 

 2.1.6. CONCLUSÃO 

 

Estirpes probióticas podem ser selecionadas a partir de diferentes ambientes e matrizes 

alimentares para incorporação em vários produtos alimentares, aumentando, assim, a 

funcionalidade dos alimentos e a promoção de efeitos benéficos sobre a saúde do consumidor. 

No entanto, para exercer estes efeitos, um rigoroso critério é necessário para selecionar 

estirpes probióticas seguras, funcionais e com características tecnológicas e fisiológicas 

desejáveis. Alguns métodos de seleção foram discutidos nesta revisão. Embora o 

conhecimento adquirido com os ensaios existentes e publicações científicas, ainda são 

necessários estudos em humanos para elucidar os mecanismos de interação entre as estirpes e 

o hospedeiro, uma vez que os efeitos probióticos podem ser espécie específica. 
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2.2. CAPÍTULO 2: ARTIGO CIENTÍFICO  

 

Publicado no Periódico Food Control, v. 53, p. 96-103, 2015.  

 

Caracterização e avaliação de bactérias láticas isoladas a partir de leite caprino 

 

RESUMO 

 

Este estudo foi realizado com os objetivos de selecionar e caracterizar Bactérias do Ácido 

Lático (BAL) autóctones do leite caprino com potencial probiótico e avaliar a segurança 

dessas culturas em queijo artesanal caprino. Os isolados de BAL foram submetidos à 

simulação de tolerância ao Trato Gastrintestinal (TGI), teste hemolítico, susceptibilidade 

antimicrobiana, atividade antibacteriana, produção de exopolissacarídeos (EPS), gás, 

atividade proteolítica, produção de diacetil e tolerância ao NaCl. Isolados com melhores 

resultados obtidos nos testes citados anteriormente foram discriminados por meio da Análise 

de Componente Principal (ACP). O gênero e a espécie dos isolados de BAL discriminados 

foram confirmados por meio de identificação molecular. Após esta seleção de BAL, três 

queijos caprino (1, 2 e controle) foram elaborados para avaliar a ação inibidora de BAL 

selecionadas contra Escherichia coli. Posteriormente, todas as amostras de queijo foram 

submetidas às análises físico-químicas e contagem bacteriana. A análise estatística foi 

realizada. UNIVASF CAP 14 e 20 foram diferenciadas pela sobrevivência ao pH 2 e 

pancreatina, resistência ao NaCl e a atividade antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae. 

UNIVASF CAP 4 e 29 foram caracterizadas pela resistência ao suco intestinal e atividade 

antibacteriana contra Salmonella Typhi e Listeria monocytogenes. UNIVASF CAP 27, 38, 43 

e 139 apresentaram produção de diacetil, atividade antibacteriana contra Bacillus cereus, 

Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. UNIVASF CAP 35 e 138 foram 

caracterizados por atividade proteolítica, produção de EPS, atividade antibacteriana contra E. 

coli e Shigella flexneri. O coquetel destes dez isolados com potencial propriedade probiótica 

foi inoculado em queijo caprino artesanal e melhorou a segurança microbiológica do produto 

contra E. coli. 

 

Palavras-chave: bactérias do ácido lático, probiótico, queijo caprino, Escherichia coli, 

segurança alimentar. 
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ABSTRACT 

 

The aim of this study was to characterise and select Lactic Acid Bacteria (LAB) from goat 

milk with potential probiotic use and to evaluate the safety of these cultures in artisanal 

cheeses. The isolates of LAB were subjected to simulation of tolerance to the gastrointestinal 

tract, haemolytic test, antimicrobial susceptibility, antibacterial activity, EPS production, gas 

production, evaluation of proteolytic activity, diacetyl production and tolerance to NaCl. The 

genus and species of the selected LAB isolates were confirmed using molecular identification. 

Three goat cheeses (1, 2 and control) were manufactured to evaluate the inhibitory action of 

LAB against Escherichia coli. Subsequently, all cheese samples underwent bacterial 

enumeration and physical-chemical analyses. Statistical analysis was performed. UNIVASF 

CAP 14 and 20 were differentiated by survival up to pH 2 and pancreatin, resistance to NaCl 

and antibacterial activity against Klebsiella pneumoniae. UNIVASF CAP 4 and 29 were 

characterised by resistance to intestinal juice and antibacterial activity against Salmonella 

Typhi and Listeria monocytogenes. UNIVASF CAP 27, 38, 43 and 139 exhibited diacetyl 

production, antibacterial activity against Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and 

Enterococcus faecalis. UNIVASF CAP 35 and 138 were characterised by proteolytic activity, 

EPS production, antibacterial activity to E. coli and Shigella flexneri. A cocktail of these 10 

isolates with potential probiotic properties were inoculated in artisanal goat cheese and 

improved microbiological safety of product against E. coli. 

 

Keywords: lactic acid bacteria, probiotic, goat cheese, E. coli, physico-chemical 
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2.2.1. INTRODUÇÃO 

 

Bactérias do Ácido Lático (BAL) são habitantes do Trato Gastrintestinal (TGI) 

humano e têm uma longa história de uso em alimentos e produtos fermentados (COLLADO et 

al., 2007). A variedade de micro-organismos, as BAL tipicamente isoladas de alimentos, 

foram avaliadas quanto ao seu potencial probiótico e vem sendo aplicadas como culturas 

adjuntas em vários tipos de produtos alimentares ou em preparações terapêuticas (RODGERS, 

2008; ZAGO et al., 2011). Inúmeros benefícios à saúde atribuídos às BAL as tornam 

promissoras candidatas probióticas e estão sendo amplamente estudadas para explorar a sua 

segurança e outras propriedades desejáveis (IRANMANESH et al., 2014), e contribuir para 

agregar valor aos produtos. Novos produtos e matérias-primas adicionados de culturas 

probióticas são, certamente, uma área chave de pesquisa e desenvolvimento para o mercado 

de alimentos funcionais e microbiologicamente seguros (COMAN et al., 2012). 

O Brasil tem o sétimo maior rebanho caprino do mundo. O rebanho está concentrado 

no Nordeste, na região semiárida, especialmente nos estados da Bahia e de Pernambuco 

(FAO, 2014; IBGE, 2011). A caprinocultura é fundamental para a região. A partir de uma 

perspectiva econômica, devido ao crescente interesse do consumidor por alimentos 

funcionais, o leite caprino tem um grande potencial, pois tem propriedades biológicas únicas, 

como alta digestibilidade, alcalinidade distinta, alta capacidade de tamponamento e valores 

terapêuticos em medicina (PARK, 2009; PARK; HAENLEIN, 2006). O segundo aspecto que 

afeta a demanda por leite caprino é o interesse crescente de consumidores, em muitos países, 

em obter derivados lácteos, especialmente queijos e iogurtes (HAENLEIN, 2004). Na região 

semiárida de Pernambuco, nacional e internacionalmente conhecida por elaborar vinhos finos, 

a produção de queijos pode complementar o turismo gastronômico, gerando renda para os 

pequenos produtores. 

No entanto, para ter acesso ao mercado, novas alternativas para a segurança e o 

processamento do leite devem ser investigadas. O leite de cabra e seus derivados ainda estão 

associados à baixa qualidade microbiológica e tecnológica (SILVA et al., 2013). As BAL, em 

adição às suas propriedades probióticas, impedem o crescimento de bactérias patogênicas e 

deteriorantes por competição por nutrientes e produção de compostos inibidores, como ácido 

láctico, peróxido de hidrogênio e bacteriocinas (STILES; HOLZAPFEL, 1997), contribuindo, 

assim, para a qualidade do leite. Portanto, este estudo foi realizado com os objetivos de 

caracterizar e selecionar BAL de leite caprino para potencial uso probiótico e avaliar a 

segurança dessas culturas em queijo artesanal. 
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2.2.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.2.2.1 Amostras de leite cru e análises microbiológicas 

 

Amostras de leite de cabra in natura foram coletadas em propriedades de criação 

extensiva de cabras leiteiras Sem Raça Definida (SRD), em seis municípios (Juazeiro, Uauá, 

Senhor do Bonfim, Curaçá, Jaguarari e Petrolina) do Vale do São Francisco, Nordeste do 

Brasil. Sete fazendas foram aleatoriamente selecionadas a partir de cada município, 

totalizando 42 amostras de leite. A equipe de pesquisa treinada colheu assepticamente as 

amostras de leite (150 ml) a partir dos recipientes em que o produto foi armazenado após a 

ordenha diária, utilizando uma concha de aço inoxidável (higienizado-etanol) e adicionando-

as em frascos de plástico estéreis. As amostras foram coletadas em triplicata, armazenadas a 4 

ºC e conduzidas para o laboratório para contagem de Bactérias do Ácido Lático (BAL), no 

mesmo dia.  

Na análise microbiológica para BAL, alíquotas de 0,1 ml de leite de cabra e diluições 

(10
-1

 a 10
-8

) foram transferidas para placas com um meio específico, de Man, Rogosa e Sharpe 

(MRS, Himedia). As placas foram incubadas, a 37 °C, durante 72-96 horas, em condições 

aeróbias, como descrito por Lima et al. (2009). Seis colônias por amostra foram escolhidas 

aleatoriamente a partir de placas de ágar MRS, atingindo um total de 252 colônias. A 

classificação básica dos isolados foi realizada por meio de reação de Gram, morfologia, 

motilidade, catalase (H2O2, 3% v/v) e atividade citocromo-oxidase. A partir destes, cinquenta 

isolados foram selecionados para os testes descritos no estudo. 

 

2.2.2.2. Simulação de tolerância ao trato gastrointestinal (TGI) 

 

Para simular a sobrevivência ao TGI, os 50 isolados de BAL pré-selecionados foram 

testados em um modelo in vitro que simula quimicamente as condições fisiológicas. No teste 

de tolerância a baixo pH, o pH do caldo MRS foi ajustado para 2,0, com ácido clorídrico 1N.  

No teste de tolerância à bile, o caldo MRS foi suplementado com 2,0% de bile bovina (Sigma-

Aldrich). Para o teste de tolerância ao fluido pancreático, foram utilizados NaHCO3 150 mM e 

1,9 mg/mL de pancreatina (Sigma-Aldrich), e o pH foi ajustado para 8,0, conforme sugerido 

por Ronka et al. (2003). Para testar a tolerância ao suco intestinal, de acordo com Bao et al. 

(2010), 0,1 g de tripsina (Sigma, Aldrich) e 1,8 g de sais biliares foram adicionados a uma 

solução estéril de 1,1 g de bicarbonato de sódio e 0,2 g de cloreto de sódio em 100 mL de 
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água destilada. O pH da solução foi ajustado para 8,0, com hidróxido de sódio 0,5 M e 

esterilizado por filtração através de uma membrana de 0,45µm. 

Os isolados para cada teste foram inicialmente cultivados, durante 24 horas, em caldo 

MRS, a 37ºC. Após este período, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos e 

lavadas três vezes em tampão fosfato salino (PBS) pH 7,0. Tubos individuais contendo cada 

estirpe e meio de teste foram incubados, durante 3 horas, a 37 °C em banho-maria. A 

viabilidade foi avaliada em duplicata, em 0 e 3 horas, em ágar MRS (himedia). As taxas de 

sobrevivência foram calculadas de acordo com a seguinte equação: 

 

Taxa de sobrevivência (%) = log CFU N1 x  100 

                                                log CFU N0 

 em que N1 representa a contagem total de isolados viáveis no tempo de 3 horas e N0 

representa a contagem total de isolados viáveis no tempo 0 hora. 

 

2.2.2.3. Caracterização dos fatores de virulência dos micro-organismos 

 

A produção de DNAse foi determinada por adição de aliquotas de 1 mL das amostras 

sobre a superfície de ágar teste DNase com azul de toluidina a 0,1% e as placas foram 

incubadas, a 37 °C, durante 48 horas. Resultado positivo para a presença de DNase foi 

indicado pela formação de halos rosados em volta das colônias.  

Para o teste de coagulase, 0,3 mL de cada cultura dos isolados foram transferidos para 

tubos estéreis contendo 0,3 mL de plasma de coelho (Plasma-coagu LaborClin®) e incubados, 

a 36±1 °C, durante 6 horas. A formação de um coágulo ou a total coagulação foram 

consideradas como resultado positivo para o teste. 

No teste de hemólise, as BAL foram cultivadas em caldo MRS, a 37 °C, durante 15 

horas e, em seguida, transferiu-se para placas com ágar sangue (Himedia®) suplementadas 

com 5% de sangue desfibrinado de cavalo (Oxoid®). Depois de 48 a 72 horas, a reação 

hemolítica foi avaliada por meio da observação da hidrólise parcial das células vermelhas do 

sangue e a produção de uma zona verde (α-hemólise), bem como a hidrólise total de células 

vermelhas do sangue, produzindo uma zona clara em torno da colônia bacteriana (β-hemólise) 

ou nenhuma reação (γ-hemólise). 

Para verificar a susceptibilidade antimicrobiana, utilizaram-se os antimicrobianos 

cloranfenicol (30 µg), oxacilina (1 µg), vancomicina (30 µg), tetraciclina (30 µg), 

ciprofloxacina (5 µg) e penicilina G (UI), segundo as recomendações do Clinical and 
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Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). BAL foram cultivadas em ágar MRS durante 24 

horas a 37°C. Os isolados foram inoculados em 4 mL de água destilada estéril para obter o nº 

de 0,5 McFarland padrão de turvação (Probac, Brasil). Um suabe estéril foi utilizado para 

espalhar o inóculo pela superfície do ágar Muller Hinton (Merck®) e, em seguida, discos de 

antimicrobianos foram aplicados à placa. A susceptibilidade antimicrobiana foi avaliada por 

meio da mensuração dos halos de inibição de crescimento bacteriano, após incubação, durante 

24 horas, a 37 °C. Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada no teste para controle positivo. 

 

2.2.2.4. Agar difusão em disco - Atividade antibacteriana 

 

O efeito inibidor de diferentes isolados de BAL frente a agentes patogênicos foi 

testado utilizando-se o método de difusão em ágar disco. Os patógenos testados foram 

Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella Typhi (ATCC 6539), Listeria monocytogenes 

(ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC nº 25923), Shigella flexineri (ATCC nº 12022), 

Enterococcus faecalis (ATCC nº 19433), Bacillus cereus (ATCC nº 11778) e Klebsiella 

pneumoniae (ATCC n° 13883), que foram cultivadas em ágar Triptona de Soja (TSA, 

Himedia) suplementada com 0,6% de extrato de levedura, durante 24 horas, a 37 °C. Cada 

patógeno foi suspenso em 4 mL de água estéril e padronizado por comparação de  turvação ao 

padrão nº 0,5 da escala de McFarland (Probac, Brasil). Um suabe estéril foi embebido na 

suspensão e aplicado sobre a superfície de uma placa com ágar TSA. Em seguida, discos de 

papel filtro estéril (Whatmann nº1) de 6 mm foram umedecidos com 20 µL do sobrenadante 

isento de células (obtido por centrifugação 2.500 x g/10 min) de cada isolado de BAL em fase 

de crescimento exponencial. A susceptibilidade de organismos patogênicos foi avaliada por 

meio da mensuração da zona de inibição do crescimento bacteriano em torno dos discos (raio 

- mm) após a incubação, durante 24 horas, a 37 °C. Uma zona clara de inibição de pelo menos 

2 mm de raio foi registrada como positiva. O experimento foi realizado em triplicata. 

 

2.2.2.5. Produção de EPS por BAL 

 

A produção de Exopolissacarídeos (EPS) dos isolados de BAL foi testada de acordo 

com o método descrito por Van Geel-Schutte et al. (1998). Culturas de BAL foram cultivadas 

em frascos contendo 200 mL de caldo MRS suplementado com 2% de glicose na temperatura 

de 37 ºC, durante três dias. As células bacterianas foram removidas por centrifugação a 6.000 

g por 20 minutos, e dois volumes de etanol frio 95% (Merck) foram adicionados a um volume 
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do sobrenadante da cultura para precipitação do EPS. Os precipitados foram separados por 

filtração a vácuo e secos a 60 ºC. Seus pesos foram mensurados para determinar a quantidade 

de EPS produzido. 

 

2.2.2.6. A produção de gás 

 

Para verificar a produção de gás a partir da glicose foi utilizado caldo MRS com 5% 

de glicose e adição de tubos Durham, de acordo com o método de Cai et al. (1999). 

 

2.2.2.7. Avaliação da atividade proteolítica 

 

Na avaliação da atividade proteolítica, os isolados de BAL foram semeados em ágar 

leite. O ágar leite foi preparado com ágar padrão para contagem (APC, Himedia) com adição 

de 1% de leite desnatado em pó (BEERENS; LUQUET, 1990). As placas foram incubadas, a 

7 °C durante 10 dias e 37 °C por 48 horas. As colônias formadoras de halos transparentes 

foram consideradas positivas para a atividade proteolítica. 

 

2.2.2.8. Produção de diacetil 

 

Após crescimento, as amostras de BAL foram centrifugadas, a 4.000 rpm, durante 15 

minutos. O sedimento foi ressuspenso em água peptonada e inoculado (1% (p/v)) em 10 mL 

de leite UHT integral e incubadas, a 30 °C, durante 24 horas. Em seguida, em 1 mL de cultura 

foi adicionado a 0,5 mL de solução de α-naftol (1% (p/v)) e KOH (16% (p/ v)) e incubou-se, a 

37 °C, durante 10 minutos. A produção de diacetil foi indicada por um anel vermelho 

formado nos tubos (King, 1948) e, de acordo com a intensidade da cor do anel, os resultados 

foram classificados como fraco, médio e forte. Os testes foram realizados em duplicata. 

 

2.2.2.9. Tolerância ao NaCl 

 

Os isolados foram testados quanto à tolerância a concentrações de NaCl entre 4% e 

6,5%, de acordo com o método do Yavuzdurmaz (2007). Os meios contendo indicador 

púrpura de bromocresol foram preparados de acordo com as concentrações apropriadas e 

transferidos para tubos de 5 mL. Os tubos foram inoculados com 1% da cultura com 

crescimento de 24 horas e, em seguida, incubados, a 37 °C, durante 7 dias. A mudança de cor 

de púrpura para amarelo era evidência de crescimento celular. 
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2.2.2.10. A identificação dos isolados de BAL 

 

O gênero e as espécies foram confirmados por meio de identificação molecular. O 

DNA bacteriano a partir de cada isolado foi extraído por intermédio de um DNA PureLink 

Genomic Mini Kit (Invitrogen). As reações de PCR foram realizadas em volume final de 50 

μL contendo 25 μL de TopTaq Master Mix (Qiagen), 1 μL de cada primer (27 f / 1512r), 2 μL 

do DNA e 21 μL de água livre de RNase. Os produtos da PCR foram purificados com o kit de 

purificação de PCR PureLink (Invitrogen). Os produtos da PCR purificados foram 

sequenciados por Macrogen Inc. (Seoul, Coreia do Sul), utilizando um ABI3730 XL 

sequenciador de DNA automático. As sequências foram então comparadas com as do banco 

de dados GenBank, utilizando o algoritmo BLAST (National Center for Biotechnology 

Information, Maryland, EUA). 

 

2.2.2.11. Inibição de Escherichia coli em queijo de cabra artesanal 

 

Os queijos caprinos foram elaborados para avaliar a ação inibitória das BAL contra 

Escherichia coli (ATCC 8739). Os queijos foram elaborados em conformidade com o 

procedimento tradicional utilizado por pequenos produtores na região do semiárido de 

Pernambuco. Três queijos de cabra (1, 2) e o controle foram preparados no laboratório, em 

condições assépticas. A diferença na preparação entre os três queijos foi a adição ou a 

ausência do inóculo. A acidez e o ponto de congelamento do leite de cabra utilizado foram 

determinados, primeiramente, de acordo com o método descrito por Brasil (2006). O leite foi, 

então, pasteurizado a 65±1°C, durante 30 minutos, seguido por arrefecimento a 30 °C. No 

primeiro queijo (queijo 1), um inóculo contendo bactérias patogênicas de E. coli foi suspenso 

em 33,8 ml (volume de leite a 1%) de água destilada estéril, com uma população de 10
8 

UFC/ml, adicionado como um controle positivo. No segundo tipo de queijo (queijo 2), 33,8 

mL de água destilada estéril contendo 10
8
 UFC/mL de E. coli e 10

2
 UFC/mL de uma mistura 

de BAL selecionadas foram adicionados. No terceiro queijo, não houve inoculação 

microbiana, o queijo foi o controle negativo. Na sequência, aos três queijos foram adicionados 

0,5 mL/L de solução de cloreto de cálcio 50% e 0,9 mL/L coagulante comercial (Ha- La ®, 

Christian Hansen Ind. & Com. Ltd., Valinhos, SP, Brasil). Após 30 minutos de repouso, a 

coalhada foi suavemente cortada em cubos, dessorada e salgada (0,9 g/L de NaCl). A massa 

de queijo foi distribuída em formas perfuradas para queijo de 250 g e pressionada por 2 horas 

à temperatura ambiente. Após a retirada da forma, os produtos foram pesados para o cálculo 
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de rendimento (kg de queijo/L de leite), embalados em sacos plásticos estéreis (Cryovac, 

Brasil) e armazenados, a 4 °C, com 90% de umidade relativa, durante um total de 20 dias. 

Testes para enumeração bacteriana, pH e lactose foram realizados nos dias 0, 5, 10, 15 e 20 

após a preparação dos queijos. 

  

2.2.2.11.1. Enumeração bacteriana 

 

Vinte e cinco gramas de queijo foram removidos assepticamente da parte central de 

cada um e, em seguida, homogeneizados no Stomacher® (Mayo homogenius HG 400) com 

225 mL de água peptonada a 1% (Himedia) (IDF, 1995). As diluições em série foram 

realizadas. A enumeração das BAL foi conduzida utilizando-se o meio de cultura MRS e as 

placas foram incubadas, a 37 °C, durante 24 horas. Caldo LMX fluorocult foi utilizado para 

contagem de E. coli. Após incubação a 37 °C, durante 24 a 48 horas, sob luz ultravioleta (366 

nm de comprimento de onda), tubos azuis, que apresentaram fluorescência, foram 

considerados positivos, e confirmados com o teste do indol. Os tubos positivos foram 

semeados em ágar eosina azul de metileno (EMB, Merck). As colônias típicas de cada meio 

foram enumeradas. 

 

2.2.2.11.2. Análises físico-químicas 

  

O valor do pH foi determinado por homogeneização de 10 g de queijo em 10 mL de 

água destilada, usando um medidor de pH (PHS-3B, Labmeter Modelo pH equipado com um 

elétrodo T818-A, Xangai, China). A lactose foi mensurada de acordo com o método de Lane-

Eynon (Brasil, 2006). 

 

2.2.2.12. A análise estatística 

 

Para a seleção da BAL como inóculo de queijo caprino, todos os testes realizados 

neste estudo foram analisados por meio de análise de componentes principais (ACP) usando o 

software XLSTAT 7.5.2 (Addinsoft, New York, NY, EUA). 

Um delineamento experimental inteiramente casualizado foi utilizado para verificar a 

inibição de E. coli em queijo caprino e os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 3 

x 5: 3 queijos (queijo contendo inóculo de E. coli, queijo com inóculo de E. coli e inóculo de 

BAL e sem inóculo) e 5 pontos de tempo (0, 5, 10, 15 e 20 dias). Os dados foram analisados 
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por meio de análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott. Os dados 

quantitativos foram analisados por meio de regressão. A análise estatística foi realizada 

utilizando-se software SISVAR® (Lavras, Brasil), versão 4.5. 

 

2.2.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.2.3.1. Análises microbiológicas 

 

A média das BAL no leite caprino in natura analisado na região semiárida do Vale do 

São Francisco, Nordeste do Brasil, foi de 3,93 log UFC/ mL. Na classificação por coloração 

diferencial pelo método de Gram, os isolados foram identificados como culturas de bactérias 

Gram-positivas, apresentando-se nas formas de bastonetes e cocos. Os isolados foram, então, 

classificados como catalase, motilidade e oxidase negativa. A morfologia das colônias foi 

caracterizada por sua forma circular, borda arredondada, diâmetro ≤ 2 mm, elevação convexa, 

superfície lisa, consistência mucoide, densidade opaca e cor branca. Cinquenta isolados foram 

selecionados para os testes posteriores. BAL são predominantes no leite de cabra in natura e, 

quando selecionadas, contribuem para um aumento do valor funcional do alimento (SILVA et 

al., 2013). 

 

2.2.3.2. Aspectos de segurança, tecnológicos e características probióticas dos isolados 

UNIVASF CAP 

 

Os resultados obtidos pela exposição dos isolados de BAL ao pH 2,0, fluido 

pancreático, bile a 2% e fluido intestinal são observados na Tabela 1. Trinta e seis isolados 

demonstraram elevada taxa de sobrevivência ao pH 2. Oito isolados apresentaram taxas de 

sobrevivência de 80% a 89%, e seis isolados apresentaram taxas de sobrevivência de 70% a 

79%. Taxas de sobrevivência superiores a 90% ao pH 2 é considerada como boa resistência à 

baixa acidez. Para que as estirpes de BAL tenham um efeito benéfico sobre a saúde do 

intestino as mesmas devem sobreviver às baixas condições ácidas (Liu et al., 2013). No 

estudo de Solieri et al. (2014), o limite crítico para a sobrevivência sob exposição às 

condições ácidas foi o  pH 2,0. Este valor de pH foi  completamente eficaz para inativar quase 

todas as estirpes. 

Em resposta ao fluido pancreático (Tabela 1), a taxa de sobrevivência foi superior a 

91% para os 49 isolados testados. Quando expostos à bile, todos os isolados apresentaram 
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taxas de sobrevivência superiores a 95%. No fluido intestinal, a taxa de sobrevivência foi 

superior a 92% para 48 isolados e 2 isolados obtiveram taxas mais baixas. Bao et al. (2010) e 

Monteagudo-Mera et al. (2012) relataram que o fluido pancreático não teve nenhum efeito 

significativo sobre a viabilidade das estirpes após a simulação in vitro. Isolados que 

apresentam elevada taxa de sobrevivência na simulação in vitro ao TGI são potenciais 

candidatos para atravessar com sucesso a barreira fisiológica do TGI de humanos (DIAS et 

al., 2013).  

  

Tabela 1. Número de isolados de BAL (total de 50) tolerantes ao pH 2, fluido pancreático, 

bile (2%) e suco intestinal. 

 

Taxa de Sobrevivência (%) 

Número de isolados sobreviventes 

pH 2 Bile 2% Suco Pancreático Suco intestinal 

100 ≥ % ≥ 90 36 50 49 48 

89 ≥ % ≥ 80 8 0 1 1 

79 ≥% ≥ 70 6 0 - 1 

 

Na caracterização dos fatores de virulência dos micro-organismos, todos os isolados 

testados foram negativos para os testes de coagulase e DNAse e demonstraram atividade γ-

hemolítica, quando cultivados em ágar sangue. A determinação do potencial de virulência dos 

micro-organismos é necessária para garantir a segurança, até mesmo para grupo de bactérias 

que é geralmente reconhecida como segura (GRAS) (FAO / WHO, 2002). 

O padrão de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados foi elevado (Tabela 2). Para 

os seis antimicrobianos testados, 27 isolados foram sensíveis aos seis antimicrobianos (54%), 

nove, sete e seis isolados foram susceptíveis a cinco, quatro e três antimicrobianos, 

respectivamente. O isolado UNIVASF CAP 6 foi resistente a todos os antimicrobianos 

testados. Baixa sensibilidade foi apresentada pelos isolados para oxacilina, em que 15 

isolados foram resistentes. Danielsem e Wind (2003) reportaram também BAL resistentes à 

oxacilina. Quarenta e oito amostras foram sensíveis ao cloraneficol. De acordo com Klare et 

al. (2007), BAL, geralmente, são suscetíveis a este antimicrobiano. A investigação do padrão 

de resistência dos isolados de BAL candidatos a probióticos é essencial, uma vez que 

bactérias podem servir como hospedeiras de genes de resistência a antimicrobianos, e estes 

serem transferidos para bactérias patogênicas (Danielsen; Wind, 2003). 
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Tabela 2. Susceptibilidade dos isolados de BAL aos antimicrobianos e número de 

antimicrobianos testados. 

Susceptibilidade a antimicrobianos Número de isolados sensíveis (n = 50) 

   Antimicrobianos  

Cloranfenicol 48 

Oxacilina 35 

Vancomicina 42 

Tetraciclina 42 

Ciprofloxacina 36 

Penicilina G 45 

 Número de antimicrobianos testados  

6 27 

5 9 

4 7 

3 6 

2 - 

1 0 

0 1 

  

Cinquenta isolados foram testados frente a oito diferentes micro-organismos 

patogênicos (Tabela 3). Como resultado da atividade antibacteriana, os halos ao redor do 

disco foram mensurados (mm). Os isolados testados apresentaram diferentes níveis de ação 

inibitória contra os patógenos e demonstraram ter uma característica intrínseca específica. 

Maior número de isolados de BAL inibiu Listeria monocytogenes. O isolado UNIVASF CAP 

123 apresentou maior atividade antibacteriana contra o patógeno E. coli com uma zona de 

inibição de 5,5 mm de raio. Segundo Ahmadova et al. (2013), uma zona clara de inibição de 

pelo menos 2 mm de diâmetro é considerada positiva para a atividade antagonista. E, ainda, 

de acordo com Aymerich et al. (2000), bactérias Gram-positivas são mais sensíveis ao 

espectro de ação dos lactobacilos. No entanto, a inibição de bactérias Gram-negativas por 

BAL foi confirmada por Aslim et al. (2005), Schirru et al. (2012) e Iranmanesh et al. (2014). 

Neste estudo, seis isolados de BAL, UNIVASF CAP 7, 12, 35, 36, 43 e 53 inibiram o 

crescimento de quatro patógenos. 
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Tabela 3. Atividade antibacteriana dos isolados de BAL contra oito patógenos e número de 

patógenos inibidos por isolado.  

Atividade antibacteriana Número de isolados (n = 50) 

Patógenos  

Escherichia coli 15 

Salmonella Typhi 5 

Listeria monocytogenes 18 

Staphylococcus aureus 10 

Shigella flexineri 8 

Enterococcus faecalis 6 

Bacillus cereus 6 

Klebsiella pneumoniae 12 

Inibição a número de patógenos  

4 6 

3 6 

2 12 

1 13 

0 13 

 

A produção de EPS dos isolados de BAL variou de 10 mg/L a 100 mg/L (Tabela 4). A 

produção média foi de 27,60 mg/L. Vinte e um isolados produziram acima do valor médio. O 

isolado UNIVASF CAP 29 apresentou maior produção de EPS. A quantidade de EPS 

produzido por BAL é fortemente influenciada pela fermentação da cultura e condições 

relacionadas a pH, temperatura e composição do meio (DUEÑAS-CHASCO et al., 1998). Os 

EPS sintetizados naturalmente por alguns micro-organismos podem agir como agentes 

texturizantes em alimentos fermentados, sendo uma característica tecnológica desejável 

(BADEL et al., 2011) e também benéfico à saúde do hospedeiro, como o efeito 

imunomodulador exercido em células epiteliais intestinais (PATTEN et al., 2014). 

Dos isolados avaliados, seis apresentaram produção de gás a partir da glicose (Tabela 

4). Apenas UNIVASF CAP 24, 28, 41, 54, 122 e 124 apresentaram a capacidade de produzir 

CO2. Tecnologicamente, de acordo com Franciosi et al. (2009), estirpes com produção de CO2 

não devem ser utilizadas em certos tipos  de queijo, devido à possibilidade de formação de 

olhaduras. A produção de diacetil por BAL a partir do leite de cabra cru foi semelhante nesse 

estudo, todos os isolados foram caracterizados por produção fraca. O diacetil (2,3-
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butanodiona) é um produto volátil do metabolismo do citrato produzido por certas BAL. Este 

composto contribui diretamente para a formação do sabor, sendo uma característica de grande 

importância industrial (RINCON-DELGADILLO et al., 2012). 

Nos testes para a atividade proteolítica, 19 estirpes foram caracterizadas como 

positivas (Tabela 4). Variabilidade intra e interespecífica para proteólise é comumente 

relatada para as estirpes provenientes de fontes naturais (FRANCIOSI et al., 2009). Embora 

BAL não sejam consideradas como bactérias fortemente proteolíticas, o seu sistema 

proteolítico é essencial para o crescimento ótimo no leite e contribui significativamente para o 

desenvolvimento do flavour em produtos de leite fermentado (LOPEZ-KLEINE; MONNET, 

2011). A proteólise também poderia contribuir para a prevenção de alergias frequentes em 

crianças menores de três anos de idade, devido à má digestão das proteínas do leite 

(PESCUMA et al., 2009). 

 

Tabela 4. Produção de exopolissacarídeos (EPS), gás, diacetil, atividade proteolítica e 

tolerância ao NaCl dos 50 isolados de BAL. 

Características Número de isolados (n = 50) 

Produção de EPS (mg/L)  

10.00-19.00 10 

20.00-29.00 19 

30.00-49.00 6 

50.00-59.00 11 

60.00-69.00 1 

70.00-79.00 1 

80.00-89.00 - 

90.00-100.00 1 

  

Produção de gás 6 

  

Atividade proteolítica 19 

  

Produção de diacetil (fraca) 50 

 

Tolerância ao NaCl 50 
 

Todos os isolados utilizados neste estudo foram tolerantes à concentração de NaCl 

(Tabela 4). Para a aplicação industrial de BAL como fermento em queijo, esses micro-

organismos devem ser capazes de tolerar e permanecer viáveis às condições estressantes, 

como acidez, temperatura, salinidade e liofilização. Para tolerar concentrações de NaCl estes 

micro-organismos desenvolvem alguns mecanismos, como, por exemplo, a absorção ou a 

síntese de um número limitado de solutos (BREMER; KRAMER, 2000). 
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Para separar os isolados de BAL neste estudo de acordo com suas propriedades gerais, 

a Análise de Componentes Principais (ACP) foi realizada com base nas características 

probióticas. Os primeiros sete componentes responderam por 71,44% da variância total. Entre 

eles, PC1 e PC2 responderam por 16,26% e 12,70% da variância total, respectivamente. As 

características estudadas foram marcadamente separadas nos planos do gráfico (Figura 1). No 

quadrante esquerdo inferior, os isolados UNIVASF CAP 14, 20 e 43 foram diferenciados pela 

sobrevivência ao pH 2 e pancreatina, resistência ao NaCl e a atividade antibacteriana sobre 

Klebsiella. No quadrante esquerdo superior, UNIVASF CAP 4 e 29 foram diferenciados por 

resistência ao suco intestinal e atividade antibacteriana contra Salmonella e Listeria. No 

quadrante direito inferior, UNIVASF CAP 27, 38, e 139 foram caracterizados pela produção 

de diacetil e atividade antibacteriana para Bacillus, Staphylococcus e Enterococcus; e no 

quadrante direito superior, UNIVASF CAP 35 e 138 foram caracterizados por atividade 

proteolítica, produção de EPS, atividade antibacteriana para E. coli e Shigella. Estes 

resultados sugerem que um coquetel desses 10 isolados podem ter características probióticas 

relevantes e conduzir a um aumento da segurança microbiológica no queijo caprino artesanal.  

 

Figura 1. Análise de Componente Principal (ACP), com base nos dados de características probióticas de 50 

isolados de BAL. Os sete primeiros componentes explicaram 62,50% da variância total; entre eles, PC1 e PC2 

explicou 16,26% e 12,70% da variância total, respectivamente. 
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Os dez isolados discriminados na ACP foram identificados por análise comparativa 

das sequências de genes RNAr 16S e identificados com uma similaridade de 98% a 99% para 

Lactobacillus plantarum (UNIVASF CAP 4, 14, 20, 35, 38 e 139 - número de acesso no 

Genbank: NR_075041.1), Lactobacillus casei (UNIVASF CAP 27 e 43 - número de acesso 

no Genbank: NR_075032.1) e Enterococcus faecium (UNIVASF CAP 29 e 138 - número de 

acesso no Genbank: NR_115764.1). O potencial efeito probiótico e a atividade antimicrobiana 

de isolados de L. plantarum, L. casei (MINERVINI et al., 2009) e Enterococcus faecium 

(AHMADOVA et al., 2013) já foram descritos. 

 

2.2.3.3. Queijo caprino: inibição de agente patogénico, pH e lactose 

 

O queijo caprino foi elaborado a partir do leite com acidez de 18° D e um índice 

crioscópio de -0,587 ºH. O leite foi pasteurizado e E. coli não foi detectada nas amostras de 

controle negativo. O rendimento do queijo foi 13,27%, 13,28% e 13,30%, para o controle 

negativo, o controle positivo (queijo 1) e queijo inoculado com o coquetel de BAL (queijo 2), 

respectivamente. Resultados semelhantes foram relatados por Hayaloglu et al. (2013) que 

encontraram valores de rendimento de queijo que variaram entre 13,87% a 18,89%. Segundo 

os autores, as raças caprinas, ao contrário das culturas iniciadoras, têm maior influência sobre 

o rendimento de queijos. 

Nas amostras de controle positivo (queijo 1), BAL naturalmente presentes foram 

detectadas a 7 log UFC/g (Tabela 5). No queijo 2, houve a inoculação de E. coli e isolados de 

BAL. Isolados de BAL foram distinguidos pela ACP e UNIVASF CAP 4, 14, 20, 27, 29, 35, 

38, 43, 138 e 139 foram selecionados (L. plantarum, L. casei e Enterococcus faecium). A 

população total BAL no queijo 2 no dia 0 foi de 9 log UFC/g (10
7 
UFC/g para a população 

indígena de BAL no queijo + 10
2
 UFC/g da adição do coquetel de isolados de BAL). 

 Foi encontrada correlação significativa (P<0,05) entre queijo e tempo de análise para a 

enumeração de E. coli (Tabela 5). As populações de patógenos foram menores em queijo 

inoculado com o coquetel dos isolados de BAL (queijo 2) e diminuiu linearmente 0,24 

unidades log por dia. Para o controle positivo houve uma diminuição linear menor ao longo 

do tempo, de 0,0796 unidades log por dia. Caridi et al. (2003) afirmam que a redução de 

coliformes totais e E. coli observada durante o tempo de armazenamento de queijos deve-se à 

ação de BAL selecionadas,  altamente competitivas, que prevalecem no produto ao longo do 

tempo. No estudo realizado, observou-se que a adição de BAL acelerou o declínio de E. coli. 

Os isolados de BAL foram eficazes na inibição da E. coli em testes in vitro e em queijo 
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caprino. Delbès-Paus et al. (2013) relataram uma interação sinérgica entre Hafnia alvei B16 e 

um consórcio microbiano, resultando em uma redução de 0,7 log na contagem de E. coli 

O26:H11, após 8 dias de maturação de queijo. 

 Durante o período de armazenamento, as contagens de BAL foram significativamente 

diferentes (P<0,05) nos queijos com e sem isolados de BAL. A população de BAL aumentou 

linearmente, até o período final, 0,0132 e 0,046 unidades log por dia no queijo 1 e 2, 

respectivamente (Tabela 5). A observação da manutenção da cultura viável até ao final do 

período de armazenamento foi importante porque este é um dos critérios de seleção para as 

estirpes candidatas ao potencial uso probiótico (VASILJEVIC; SHAH, 2008). Para exercer as 

suas propriedades funcionais, probióticos precisam chegar ao local de ação desejado na forma 

ativa e viável. Resultados semelhantes foram encontrados em queijo de minas frescal, por 

Buriti et al. (2005), onde as contagens viáveis de Lactobacillus paracasei, uma estirpe 

probiótica, aumentaram durante 21 dias de armazenamento. 

Nas amostras de queijo 1 e queijo 2 foram encontradas interações significativas (P 

<0,05) entre pH e o tempo de avaliação (Tabela 5). Os valores de pH do queijo com e sem 

BAL diminuiu linearmente ao longo do tempo, 0,0362 e 0,042 unidades pH por dia, 

respectivamente. No dia 5, foi encontrada uma diferença de pH entre as amostras do queijo 1 

e do queijo 2. Os valores de pH do queijo 2 começaram a diminuir somente após o 15º dia. 

Durante este tempo, a população de E. coli diminuiu 5,380 para 3,380 log UFC/g e houve 

aumento na  população de BAL. Em geral, o pH do derivado do leite caprino é mais elevado 

que quando elaborado a partir de leite de vaca. Segundo Galina et al. (2007), o leite de cabra 

apresenta capacidade de alcalinidade e tamponamento mais pronunciados que o leite de vaca, 

que é relacionado, principalmente, com os sistemas de associação de caseína e fosfato. 

Houve correlação significativa (P<0,05) para o conteúdo lactose entre os queijos e o 

tempo de avaliação (Tabela 5). O teor de lactose diminuiu linearmente, ao longo do tempo, 

em 0,0309 e 0,033 unidades por dia, nos queijos 1 e 2, respectivamente. No queijo 2, o teor de 

lactose foi maior até o dia 15, quando a redução do pH ocorreu e a população de E. coli caiu 

para 3,380 log UFC/g, em comparação com o queijo 1. Os valores do teor de lactose em 

queijo mostram variação. Sant'Ana et al. (2013) determinaram um teor de lactose 1,26% em 

queijos minas frescal feitos com leite de cabra no Brasil. Franco et al. (2003) relataram a 

presença de lactose residual (1,6 g 100 g
_1

) no final da maturação de 60 dias. No entanto, Niro 

et al. (2014) constataram a ausência de lactose em todas as amostras, após 30 dias de 

maturação. A presença de lactose, mesmo no final do período de cura, depende do grau de 
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remoção de soro de leite, da atividade glicolítica dos micro-organismos presentes e do efeito 

das condições ambientais na sua atividade (FRANCO et al., 2003). 

 

Tabela 5: Contagem de E. coli e BAL, valores de pH e lactose em queijo sem (queijo 1) e 

com (queijo 2) coquetel de BAL UNIVASF CAP durante 20 dias de armazenamento a 4 ºC. 

                                        E. coli
 
log UFC/g

1
   

Queijos 
                               Tempo (dias)   

0 5 10 15 20 Média Equação 

Queijo 1 8.041
a
 7.041

b
 6.568

b
 6.380

b
 6.380

b
 6.882

b
 

y = - 0.0796x + 7.679 

R² = 0.8050 

Queijo 2 8.041
a
 6.041

a
 5.380

a
 3.380

a
 3.380

a
 5.244

a
 

y = - 0.24x + 7.641 

R² = 0.9309 

Média 8.041 6.541 5.974 4.880 4.880 6.063 *** 

                                         BAL log UFC/g
 2

   

Queijos 
                           Tempo (dias)   

0 5 10 15 20 Média Equação 

Queijo 1 7.293
a
 7.14

a
 7.425

a
 7.368

a
 7.509

a
 7.347

a
 

y = 0.0132x +7.215 

R² = 0.5544 

Queijo 2 9.415
b
 9.434

b
 9.92

b
 10.136

b
 10.212

b
 9.823

b
 

y =0.046x+9.365 

R² = 0.9145 

Média 8.354 8.287 8.672 8.752 8.86 8.585 *** 

                                          pH
3
   

Queijos 
                           Tempo (dias)   

0 5 10 15 20 Média Equação 

Queijo 1 6.563
a
 6.42

a
 6.13

a
 6.056

b
 5.84

b
 6.20 

y = -0.0362x + 6.564 

R² = 0.9767 

Queijo 2 6.573
a
 6.48

b
 6.186

b
 5.90

a
 5.80

a
 6.18 

y = -0.042533x + 6.613 

R² = 0.9680 

Média 6.568 6.45 6.158 5.978 5.82 6.195 *** 

                                          Lactose
4
   

Queijos 
                           Tempo (dias)   

0 5 10 15 20 Média Equação 

Queijo 1 1.566
a
 1.156

a
 1.049

a
 0.956

b
 0.894

b
 1.124 

y = -0.0309x + 1.433 

R² = 0.8420 

Queijo 2 1.566
a
 1.182

b
 1.092

b
 0.906

a
 0.861

a
 1.122 

y = -0.033x + 1.459 

R² = 0.8988 

Média 1.566 1.169 1.070 0.931 0.877 1.123 *** 
Para cada coluna, os valores médios com letras diferentes são significativos (P <0,005) de acordo 
com o teste de Scott-Knott.*** P <0,005. 

1
Erro Padrão (EP) = 0,029.   

2
EP= 0,0975.    

3
EP = 0,012.   

4
EP = 0,006 

 

 

Em conclusão, este estudo revela que as BAL isoladas do leite caprino apresentaram 

elevado potencial para aplicação probiótica, com boa produção de EPS, sobrevivência a um 

baixo pH e inibição in vitro de patógenos O coquetel de isolados UNIVASF CAP 
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selecionados  melhorou a segurança microbiológica de queijo caprino artesanal contra E. coli, 

o principal micro-organismo detectado em leite caprino na região semiárida de Pernambuco. 

Outros estudos estão em andamento, no grupo de pesquisa, para avaliar a capacidade dos 

isolados para inibir outros patógenos em derivados do leite caprino e os efeitos benéficos 

sobre a saúde com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento da caprinocultura nesta 

região do Brasil. 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A partir do estudo realizado, o isolamento e seleção de BAL autóctones de leite 

caprino com alto potencial probiótico nos testes in vitro de segurança, funcional e 

tecnológico, apresentaram resultados promissores na atividade antibacteriana, frente E. coli, 

em queijo caprino artesanal associado a uma fermentação homogênea, isento de conservantes, 

vida útil prolongada e com propriedades probióticas. 

Novos estudos estão sendo desenvolvidos para avaliar outras características 

probióticas desses isolados de BAL autóctones de leite caprino, no intuito de se utilizar essas 

bactérias em novos produtos, como, por exemplo, iogurte, e avaliar a presença de genes 

relacionados à produção de bacteriocinas, de resistência aos estresses causados pelo ácido e 

bile, capacidade de antagonismo a bactérias patogênicas, e outras características que possam 

identificar de forma precisa os mecanismos realizados por esse grupo de bactérias. 

Resultados são promissores quando se destaca o emprego da biotecnologia para a 

elaboração de produtos funcionais, sendo uma nova vertente do processamento de lácteos e 

pode vir a contribuir com pequenos produtores, pois eles terão acesso a tecnologias 

alternativas para agregar valor e qualidade ao seu produto lácteo. 

 

. 
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