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RESUMO 

Queijo é o nome genérico para um produto alimentar que é resultado 

da fermentação lática do leite. Durante o processo de maturação do queijo, é 

necessária a presença de diversos microrganismos como bactérias e fungos, 

que contribuem de forma positiva ou negativa, por meio da liberação das suas 

enzimas. O objetivo do trabalho foi identificar bactérias e leveduras isoladas em 

algumas etapas de produção de queijo colonial e avaliar a capacidade de 

produção de enzimas líticas por estes microrganismos. Foram analisadas 60 

amostras de bactérias e 24 de leveduras isoladas em trabalho anterior. Os 

microrganismos foram identificados por MALDI-TOF e/ou sequenciamento do 

gene RNA16S ou região ITS. A espécie bacteriana que predominou nas 

amostras foi Lactococcus lactis e as leveduras identificadas em maior número 

foram Candida guilliermondii, C. pararugosa e Trichosporon coremiiforme. A 

maior atividade lítica dos microrganismos identificados foi na temperatura de 30º 

C. A maior diversidade de espécies foi verificada no leite in natura e no queijo 

pronto. Proporcionalmente foi verificado maior número de cepas com atividade 

de lipase pelas leveduras e maior atividade proteolítica pelas bactérias. As 

leveduras apresentaram maior porcentagem de formação de coágulo no Litmus 

Milk e na fermentação da lactose do que as bactérias. Menor atividade de 

caseínase e lipase foi observada a 5°C demostrando a importância da 

refrigeração no controle da atividade microbiana. 

1Dissertação de Mestrado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente – Instituto de Ciências 

Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. 

Junho/2017.  
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ABSTRACT 

 

Cheese is the generic name for a food resulting from milk fermentation. During 

the cheese maturation process, there are a variety of microorganisms such as 

bacteria and fungi, which contribute in a positive or negative manner by the 

releasing of its enzymes. The objective of this work was to identify bacteria and 

yeasts isolated in some stages of production of Colonial cheese and verify their 

hability for the production of lytic enzymes. A total of 60 bacteria and 24 yeasts 

collected in a previous work were analyzed. The microorganisms were identified 

by MALDI-TOF and/or 16SRNA or ITS genes sequencing. The bacterium 

Lactococcus lactis was the species most predominant in the samples and 

Candida guilliermondii, C. pararugosa and Trichosporon coremiiforme were the 

most frequent yeasts identified. The highest lytic activity was observed at 30º C 

for bacteria and yeasts. A greater diversity of species was verified inrow milk and 

in cheese ready to eat. Yeasts showed more hability to lipase activity, and 

proteolytic activity was higher within bacteria. Yeasts had the highest percentage 

of clot formation in Litmus Milk and fermentation of lactose than bacteria. Lower 

proteinase and lipase activity was observed at 5°C demonstrating a refrigeration 

to control microbial activity. 

 

 

 

1Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology – Instituto de Ciências 

Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, 

Brazil.Jun,2017.
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1. INTRODUÇÃO 

 

Utilizar o leite de alta qualidade, tanto microbiologicamente como 

quimicamente, é essencial para a fabricação de um queijo também de boa 

qualidade (ICMSF, 2005). E um dos fatores determinante da taxa de crescimento 

bacteriano no leite não refrigerado é a temperatura (LÓPEZ et al., 2014). Os 

principais microrganismos predominantes são os aeróbios mesófilos, 

responsáveis pela fermentação da lactose e a capacidade de produzir enzimas 

proteolíticas e lipolíticas termorresistentes (IZIDORO et al., 2013; MONTEL et 

al., 2014). A proteólise do leite também pode ocorrer através da atividade de 

proteases naturais, afetando negativamente o processo de produção de queijos 

(COELHO et al., 2012). Outro grupo de bactérias envolvidas com contaminação 

do leite são as psicrotróficas. As psicrotróficas, por definição, são mesófilas 

capazes de se multiplicar em baixas temperaturas. A contaminação do leite por 

bactérias psicrotróficas é considerada o fator mais crítico e que influencia na 

manutenção da qualidade do leite refrigerado (IZIDORO et al., 2013). As 

superfícies dos tetos e os equipamentos de ordenha são as principais fontes de 

psicrotróficos no leite durante a sua produção. Durante o crescimento de 

bactérias psicrotróficas presentes no leite pode ocorrer a fermentação de 

carboidratos e/ou a degradação de proteínas e lipídeos (NORNBERG et al., 

2009). 

Leveduras também aparecem como contaminantes comuns em leite 

cru. Suas características como tolerância em baixo pH, altas concentrações de 

sal e a capacidade de crescer em ácidos orgânicos explicam a sua ocorrência 

em queijos (VASEK et al., 2013). A presença de leveduras intensamente 

proteolíticas pode resultar em queijos malcheirosos que lembram o cheiro de 

ovos podres e é frequentemente associada com a presença de pontos brancos 

na superfície dos queijos (MELVILLE et al., 2011). A atividade lipolítica pode 

levar à formação de sabores e aroma de ranço devido à presença de ácidos 

graxos livres (BORELLI et al., 2006). O tempo de vida de prateleira de queijos e 

o surgimento de alterações neste produto podem ser afetados pela presença dos 

fatores citados acima, em maior ou menor grau (COELHO et al., 2012; IZIDORO 
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et al., 2013; AYDEMIR et al., 2015). 

No Brasil já foram feitos alguns estudos que mostraram altas 

contagens de bactérias mesófilas em leite cru, ou seja, antes da produção do 

queijo (PINTO et al., 2006; ARCURI et al., 2008). No entanto ainda não há 

nenhum trabalho que fale sobre a presença e características destas bactérias e 

leveduras em queijo Colonial, que é um queijo produzido nas áreas rurais do Rio 

Grande do Sul. A microbiota presente em um alimento influencia no 

desenvolvimento das características organolépticas do produto final. Este 

trabalho visa conhecer qual a microbiota (bacteriana e leveduriforme) aeróbia 

mesófila presente nas principais etapas de produção do queijo colonial, bem 

como a verificação da capacidade de produção de enzimas por estes 

microrganismos. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Geral 

Identificar isolados de bactérias e leveduras, isoladas em trabalho 

anterior, presentes nas principais fases da produção de queijo colonial e a 

capacidade de produção de enzimas líticas. 

 

2.2 Específico 1 

Identificar as bactérias e leveduras isoladas nas principais fases de 

produção do queijo colonial. 

 

2.3 Específico 2 

Testar a capacidade de produção de enzimas das bactérias e 

leveduras identificadas nas temperaturas de 5 e 30°C. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

    3.1 Leite  

 

Entende-se por leite, sem outra especificação, o produto oriundo da 

ordenha completa e ininterrupta, em condições de higiene, de animais sadios, 

bem alimentados e descansados (BRASIL, 2011). O leite de vaca, o mais 

importante do ponto de vista comercial e industrial, é composto, em média, por 

87% de água e 13% de sólidos totais, distribuídos da seguinte forma: 3% a 3,5% 

de proteínas totais, 3,5% a 4% de gordura, 5% de lactose, além de 0,7% de 

minerais e vitaminas (MONTANHINI, 2012). Assim o leite é um substrato rico 

tornando-se ideal para o crescimento de microrganismos e, sob boas condições 

de conservação e manipulação, a microbiota predominante é Gram-positiva 

(MENEZES et al., 2014). A microbiota intrínseca do leite gira em torno de 10³ 

unidades formadoras de colônia (UFC/mL), é proveniente do úbere, dos canais 

de leite da vaca e, também, dos equipamentos utilizados durante a produção. A 

diversidade e quantidade de microrganismos encontrados no leite e seus 

derivados também é o reflexo dos cuidados de higiene ao longo de todo processo 

produtivo (SANTOS, 2007). Bactérias, fungos e vírus são os principais 

microrganismos envolvidos com a contaminação do leite. Dois grandes grupos 

de bactérias podem se desenvolver no leite: as mesófilas e as psicrotróficas. 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, com o objetivo 

de melhorar a qualidade do leite no país e aumentar as exportações de produtos 

lácteos, publicou inicialmente a Instrução Normativa (IN) 51, em 18 de setembro 

de 2002 (BRASIL, 2002) que regulamenta a identidade e qualidade do leite cru 

refrigerado. A IN 51 foi alterada e complementada pela IN 62, de 29 de dezembro 

de 2011 (BRASIL, 2011). A IN62/2011 regulamentou a produção, identidade e 

qualidade do Leite tipo A, leite cru refrigerado e leite pasteurizado, além de 

regulamentar a coleta e transporte de leite cru. O leite cru deve ser mantido 

refrigerado na propriedade rural e deve atingir a temperatura de 4ºC em tanques 

de expansão ou 7ºC em tanques de imersão, em um período não superior à 3h 
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após o término da ordenha. A permanência do leite nas propriedades poderá ser 

de, no máximo, 48h, sendo recomendado como ideal um período de tempo não 

superior a 24h. O leite deve ser coletado em caminhões providos de tanques 

isotérmicos e encaminhado aos estabelecimentos industriais para o 

processamento. Neste tocante, permite-se que o leite cru refrigerado sofra uma 

oscilação de até 3ºC da temperatura original, não sendo permitido que ultrapasse 

10ºC ao ser recebido na plataforma de recepção da indústria (BRASIL, 2011). 

Todo este cuidado na refrigeração do leite após a ordenha tem como objetivo 

diminuir a multiplicação de microrganismos aeróbios mesófilos que podem 

apresentar atividade enzimática, causando a modificação dos constituintes do 

leite, principalmente pela fermentação da lactose (LUIZ et al., 2010). No entanto, 

estocar o leite em baixas temperaturas favorece o crescimento de outro grupo 

de microrganismos, os psicrotróficos, que se desenvolvem muito bem na faixa 

dos mesófilos, de 20 a 45°C, mas também são capazes de se multiplicar em 

temperaturas de refrigeração (TONDO & BARTZ, 2011).  

A deterioração do leite ocorre devido à liberação e atividade das 

enzimas líticas, como as lipases e proteases (LÓPEZ et al., 2014). As lipases, 

por exemplo, possuem a capacidade de hidrolisar os triglicerídeos constituintes 

da gordura, em ácidos graxos de cadeia curta, como o capróico, butírico, cáprico 

e caprílico, que são responsáveis pela rancificação de queijos e formação de 

odores desagradáveis no leite (AYDEMIR et al., 2015). Produtores de queijo 

enfrentam diversos problemas de perdas de rendimento em decorrência da 

atividade de proteases bacterianas e de fermentação da lactose (TOFALO et al., 

2015).  

Segundo Izidoro et al. (2013), entre as enzimas produzidas por 

psicrotróficos, as lipases são consideradas mais importantes que as proteases 

no que diz respeito à alteração de sabor e odor em queijos. Isso ocorre porque 

essas enzimas são insolúveis em água, sendo assim elas são absorvidas pelas 

moléculas de gordura, ficando retidas na massa do queijo, enquanto as 

proteases são solúveis e acabam sendo perdidas no soro do leite. Outra 

influência das enzimas liberadas pelas bactérias psicrotróficas é que podem 

afetar a produção de queijos, modificando a taxa de fermentação das bactérias 



 

6 

 

láticas (AYDEMIR et al., 2015). A ação das proteases pode, em alguns casos, 

aumentar os teores de aminoácidos e peptídeos, estimulando assim o 

crescimento das bactérias láticas (PINTO et al., 2006). Desta maneira, se 

amostras de leite cru forem mantidas sob refrigeração por longos períodos de 

estocagem, o controle destas bactérias psicrotróficas é muito mais importante na 

matéria prima, do que após o processamento (ARCURI et al., 2008). 

Moreira & Montanhini (2014) verificaram a contaminação do leite na 

ordenha por microrganismos proteolíticos e lipolíticos e constataram que 44% 

das cepas isoladas apresentaram atividade lipolítica, enquanto 11% das cepas 

apresentaram atividade proteolítica. Sabe-se que a presença dessas enzimas no 

leite cru influencia diretamente na qualidade do produto final, pois as mesmas 

geram alterações de cor e odor no leite, perda da consistência pela formação do 

coágulo para fabricação de queijos e a geleificação do leite longa vida (CHEN et 

al., 2003; NORNBERG et al., 2009). Segundo Aydemir et al. (2015), durante o 

processamento do queijo tanto psicrotróficos como os mesófilos presentes na 

matéria prima e insumos adicionados influenciam na maturação do queijo pela 

produção das enzimas líticas. Esta atividade enzimática dependerá da 

composição do queijo e insumos, da microbiota inicial (quantidade e tipos 

microbianos), do pH, da temperatura e do tempo de exposição.  

A contaminação do leite por fungos pode representar um risco para o 

consumidor, além dos reflexos negativos na produção de subprodutos que 

também devem ser considerados (SPANAMBERG et al., 2009). Isso porque 

alterações nas características físicas e organolépticas podem influenciar na 

qualidade e no tempo de prateleira dos derivados lácteos (FLEET, 1990). É 

importante salientar a ação das leveduras como organismos de deterioração de 

alimentos, principalmente em leites fermentados e queijos (FERREIRA & 

VILJOEN, 2003). Os problemas mais comumente causados por leveduras são 

produção de gás, descolorações, alteração no sabor e flavor e mudanças na 

textura (GKATZIONIS et al., 2014). A adição de ingredientes em alguns 

derivados lácteos como açúcar, frutas, xaropes e outros produtos constituem um 

substrato nutritivo para o crescimento destes microrganismos (CEUGNIEZ et al., 
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2015). Por outro lado, sabe-se que a presença destes microrganismos é de 

fundamental importância durante as etapas de produção de queijos, pois 

contribuem no processo de maturação e desenvolvimento de sabor 

(GKATZIONIS et al., 2014). 

Vários estudos já avaliaram a presença de fungos em leite, 

encontrando uma diversidade de espécies como Candida sp., Cryptococcus sp., 

Geotrichum sp., Kluyveromyces marxianus, Pichia sp., Pichia guilliermondii, 

Pichia fermentans, Rhodotorula sp., Trichosporon sp. (SPANEMBERG et al., 

2004; BAI et al., 2010; AL-OTAIBI, 2012; QVIRIST et al., 2016). 

 

3.2 Queijo 

 

3.2.1 História do queijo 

 

O queijo é um dos alimentos mais antigos registrados em toda história 

da humanidade. A arte da fabricação de queijos teve o seu início há milhares de 

anos antes do nascimento de Cristo (FOX et al., 2004 apud PAULA et al., 2009). 

Acredita-se que o queijo tenha surgido no Iraque, em torno de 8000 anos atrás, 

após várias tentativas de armazenar o leite por longos períodos (ICMSF, 2005). 

Os egípcios estão entre os primeiros povos que cuidaram do gado e tiveram no 

leite e no queijo fonte importante de sua alimentação (PERRY, 2004).  

No Brasil, o queijo chegou no século 18, na região de Serro Frio, 

Minas Gerais, na tentativa dos portugueses de obter um alimento igual ao tipo 

Serra, comum em Portugal.  Eles utilizaram leite de vaca ao invés de leite de 

ovelhas e assim surgiu o famoso Queijo de Minas. O queijo então ganhou 

destaque e, de Minas Gerais para os outros estados do Brasil, hoje são 

produzidas mais de 700 variedades (PERRY, 2004). Segundo Montel (2014) 

independente de como é feito, o queijo é um produto em constante modificação, 

a qual está relacionada com uma comunidade microbiana cuja atividade afeta e 

influencia o queijo pelas mudanças químicas. A adição de culturas “starters” no 

queijo auxilia também na produção de compostos diacetil, que influenciam no 
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sabor e aroma do queijo. A presença de outros microrganismos durante o 

processo de produção também irá influenciar e trazer características que serão 

próprias para cada tipo de queijo (HASSAN & FRANK, 2001). 

 

3.2.2 Definição e Classificação 

 

Queijo é o nome genérico para um produto alimentar fermentado à 

base de leite, produzido de diversas formas e diferentes sabores em todo mundo 

(FOX et al., 2004).  De acordo com a Portaria n° 73/90 (BRASIL,1990) queijo é 

o produto fresco ou curado, de consistência variável, obtido por coagulação e 

dessoramento do leite ou do leite total ou parcialmente desnatado, mesmo que 

reconstituído e, também, da nata, do leitelho, bem como da mistura de alguns ou 

de todos estes produtos, incluindo o lactosoro, sem ou com adição de outros 

gêneros alimentícios. Esta Portaria estabelece ainda a classificação dos queijos 

e determina os ingredientes que podem ser adicionados durante a sua 

fabricação. De acordo com Fox et al. (2004), o processo de fabricação do queijo 

pode ser dividido em diversas etapas: 

• Transformação do leite cru ou pasteurizado em coalhada fresca 

por acidificação: adição de culturas comerciais de bactérias ácido 

láticas; 

• Coagulação: precipitação da caseína; 

• Desidratação: retirada do soro; 

• Molde: colocação em formas; 

• Salga: adição da salmoura; 

• Maturação: etapa onde se dá o desenvolvimento das 

características do queijo que está sendo produzido. 

 

As características sensoriais da maioria dos queijos são resultado da 

fermentação do leite (PAULA et al., 2009). Sendo assim, durante o processo de 

maturação do queijo é necessária a presença de diversos microrganismos, como 

bactérias, bolores e leveduras, que contribuem de forma positiva durante o 

processo, através da liberação das suas enzimas (MONTEL et al., 2014). As 
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leveduras podem desempenhar um papel benéfico conferindo sabor durante o 

amadurecimento na produção de queijos. Todavia sua presença também pode 

causar a deterioração do produto, alterando sabor, textura e a coloração se o 

número de microrganismos e condições de manufatura não forem controlados 

(GALINARI et al., 2014). 

 

3.2.3 Queijo Colonial 

O queijo Colonial é um produto artesanal produzido no sul do Brasil. 

É uma prática comum a produção informal de queijos nas propriedades rurais e 

sua qualidade microbiológica tem sido pesquisada (SCHMITT et al., 2011). O 

caráter informal deste tipo de produção, na maioria dos casos não contempla as 

exigências sanitárias vigentes e o leite utilizado para produzir estes queijos pode 

inclusive não sofrer tratamento térmico (OLIVEIRA et al., 2012). Além do risco 

de doenças, a presença de microrganismos de origens diversas pode resultar 

em alterações físico-químicas no produto, influenciando na eficiência dos 

processos utilizados no seu beneficiamento e nas suas características sensoriais 

(MARTINS & REIS, 2012). 

Em um estudo feito por Zegarra et al. (2009), foram demonstradas as 

condições precárias de higiene em que o queijo era produzido nas propriedades 

estudadas. E. coli foi isolada em contagens acima da legislação em diferentes 

etapas da produção, incluindo leite e queijo, indicando que a contaminação pode 

ter ocorrido antes, durante ou após a produção. A presença deste microrganismo 

no queijo, tem significado relevante, uma vez que as bactérias do grupo 

coliforme, além de responsáveis por toxinfecções, são consideradas como os 

principais agentes associados à deterioração de queijos, causando 

fermentações anormais e estufamento precoce (ALMEIDA & FRANCO, 2003). 

Não existem estudos que mostrem qual é a microbiota presente no queijo 

colonial e que tipo de atividade estes microrganismos podem produzir ao longo 

das etapas de produção do mesmo. 
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3.3 Bactérias Mesófilas, Psicrotróficas, Leveduras e o Queijo 

 

A microbiota do queijo é muito variada, tanto entre diferentes tipos 

como dentro de um mesmo tipo de queijo, e ela está diretamente relacionada 

com a microbiota do leite e do ambiente no qual o queijo é produzido (PAULA et 

al., 2009). 

A contagem total de microrganismos aeróbios mesófilos é usada 

como indicador da população bacteriana presente em uma amostra, em 

temperaturas de incubação entre 15 e 45°C, com temperatura média de 36°C 

(TONDO & BARTZ, 2011). A contagem de microrganismos aeróbios mesófilos 

indica se a limpeza, desinfecção e o controle de temperatura durante os 

processos de tratamento, transporte e armazenamento foram realizados de 

forma adequada, e é um dos indicadores microbiológicos de qualidade mais 

comumente utilizado (ICMSF, 1982). Os problemas com a produção de queijos 

artesanais no Brasil estão relacionados com as condições precárias do leite 

produzido, das inadequadas condições de fabricação e da inexistência ou 

ineficácia do sistema de refrigeração ao longo desta cadeia produtiva. Estas 

condições agravam a situação e criam condições de desenvolvimento e 

contaminação de microrganismos em diferentes etapas (SCHIMITT et al., 2011). 

Melo et al. (2009) avaliaram a qualidade microbiológica do queijo tipo minas e 

observaram que o produto testado apresentou uma elevada população de 

bactérias aeróbias mesófilas. Este resultado demonstrou a condição higiênico-

sanitária insatisfatória do ambiente no qual este queijo foi produzido. Zaffari et 

al. (2007) também avaliaram a qualidade bacteriológica de queijos artesanais. 

Das amostras analisadas, todas apresentaram contagens de coliformes 35°C 

acima da legislação. Um total de 84% das amostras apresentou contagens de 

coliformes a 45°C acima do previsto como limite máximo a ser encontrado em 

queijos. Também isolaram Listeria monocytogenes de alguns queijos. A 

presença destes microrganismos constitui perigo de infecção aos consumidores.  

Psicrotróficos são microrganismos capazes de se desenvolver em 

temperaturas inferiores a 7°C (TONDO & BARTZ, 2011). A maioria desses 

microrganismos é mesófilo (apresentam temperatura ótima de multiplicação ente 
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20 e 30°C) capazes de se adaptar ao frio através da alteração do seu 

metabolismo (MONTANHINI, 2012). Pseudomonas sp. e Bacillus sp. são as 

bactérias mais envolvidas na alteração do leite e seus derivados, por 

apresentarem cepas psicrotróficas e produtoras de enzimas termorresistentes 

(COSTA et al., 2001; AIRES et al., 2009; BAGLINIÈRE et al., 2012). Decimo et 

al. (2014) estudaram 80 cepas bacterianas psicrotróficas isoladas de diferentes 

leites de tanques a granel do noroeste da Itália, destinadas à produção de queijo 

Grana Padano. Pseudomonas sp. foram os contaminantes mais comuns, sendo 

P. fluorescens a espécie isolada predominante, juntamente com Enterobactérias, 

principalmente Serratia marcescens. Das 80 amostras analisadas, 50% das 

cepas psicrotróficas apresentaram alguma atividade enzimática. A atividade 

lipolítica foi mais predominante, seguido de atividades proteolíticas e lecitinases. 

A presença de bactérias psicrotróficas no leite têm sido motivo de crescente 

preocupação para indústria de produtos lácteos, devido aos prejuízos 

econômicos e aspectos anti-tecnológicos que estas bactérias e suas enzimas 

causam no produto e seus derivados (PINTO et al., 2006).  

As leveduras são contaminantes naturais encontrados no queijo, em 

superfícies molhadas, leite derramado e soro. A maior fonte é a salmoura cuja 

qualidade é de fundamental importância, tendo em vista que pode constituir-se 

também como uma fonte de contaminação (LISITA, 2005). Assim, queijos 

tratados em salmouras são os mais suscetíveis ao desenvolvimento de 

leveduras (ZACARCHENCO et al., 2011).  

Almeida et al. (2011) avaliaram a produção de enzimas hidrolíticas de 

leveduras isoladas de queijo coalho. A espécie Issatchenkia orientalis foi isolada 

com maior frequência dos queijos fabricados com leite cru, seguido das espécies 

Yarrowia lipolytica e Geotrichum candidum, isolados de queijos produzidos com 

leite pasteurizado. Amostras de Kluveromyces marxianus, Candida tropicalis, 

Candida intermedia e Kodamaea ohmeri também foram isoladas. Yarrowia 

lipolytica apresentou-se como melhor produtora de enzimas lipolíticas e 

proteolíticas.  
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3.4 Atividade enzimática de bactérias e de leveduras psicrotróficas 

 

O processo de fabricação do queijo começa com a seleção química e 

microbiológica do leite (GONZÁLEZ et al., 2016). Para a obtenção de um produto 

adequado é primordial que o leite escolhido seja de boa qualidade e livre de 

antimicrobianos (CALAMARI et al., 2015). A armazenagem sob refrigeração de 

leite cru antes do tratamento térmico na indústria de laticínios pode promover o 

crescimento de microrganismos psicrotróficos, que são conhecidos por sua 

capacidade de produzir enzimas termorresistentes (proteases e lipases) que 

afetam a eficiência de utilização do leite e a qualidade dos produtos fabricados 

(MACHADO et al., 2016). As atividades enzimáticas estão diretamente 

relacionadas com a microbiota do leite, das bactérias presentes na cultura starter 

e dos microrganismos que serão inclusos por contaminação ao longo do 

processo de produção. A importância destas atividades enzimáticas estará 

relacionada à quantidade de determinados microrganismos, sua capacidade de 

crescimento e utilização dos componentes do leite. Esta atividade pode ser 

benéfica, auxiliando a maturação e produzindo sabor e odor característicos, bem 

como deletéria, se predominarem as atividades que possam modificar sabor e/ou 

odor do produto (ÂNGELO et al., 2014). Muitas destas enzimas são produzidas 

por Pseudomonas fluorescens, uma bactéria psicrotrófica frequentemente 

encontrada no leite (BAGLINIÈRE et al., 2012). Como as enzimas hidrolíticas 

desta bactéria geralmente não são inativadas pela pasteurização ou mesmo pelo 

tratamento à temperatura ultraelevada (UHT), sua presença pode causar graves 

problemas na indústria de lacticínios. Por exemplo, causando o desenvolvimento 

de sabores estranhos e a hidrólise de proteínas do leite. Isso resulta na 

diminuição de rendimento durante a produção do queijo, redução de prazo de 

validade, perda de estabilidade ao calor e geleificação de leite UHT, tornando 

assim estes alimentos inadequados para o consumo (BAGLINIÈRE et al., 2012; 

MACHADO et al., 2016). Entretanto o processo de formação do sabor de queijos 

é extremamente complexo e resulta de um equilíbrio entre os compostos do 

metabolismo da lactose, proteínas e lipídeos (YVON & RIJNEN, 2001). Os 

compostos oriundos destas reações podem originar sabores desejáveis ou 
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indesejáveis (SILVA et al., 2006). 

As leveduras também podem contribuir para o desenvolvimento do 

sabor de queijos através da produção de etanol, etilacetato, acetaldeido e etil 

butirato, resultantes da fermentação da lactose (ŠURANSKÀ et al., 2016). Um 

número elevado de leveduras é observado em queijos e acredita-se fazer uma 

contribuição significativa para o processo de maturação (GKATZIONIS et al., 

2014). Sua presença pode ser atribuída à capacidade da levedura de crescer a 

temperaturas baixas, podendo assimilar ácidos orgânicos, como ácido succínico, 

ácido láctico e ácido cítrico, produzir enzimas proteolíticas e lipolíticas e resistir 

a elevadas concentrações de sal e à limpeza com alguns compostos sanitizantes 

(CEUGNIEZ et al., 2015). A origem destes microrganismos no queijo é complexa, 

elas aparecem como contaminantes naturais do ar, do leite cru, da água, da 

salga e das superfícies diversas de manipulação (MELVILLE et al., 2011). As 

leveduras crescem bem tantos nos estágios iniciais da fabricação, quanto no 

período de maturação (CEUGNIEZ et al., 2015). Yarrowia lipolytica é a espécie 

conhecida por sua forte atividade proteolítica e lipolítica, possui a capacidade de 

predominar sobre as leveduras que ocorrem naturalmente e é frequentemente 

encontrada em produtos lácteos (NAKAGAWA et al., 2004; CEUGNIEZ et al., 

2015).  

As bactérias que foram analisadas neste estudo foram isoladas de 

queijos e utensílios de duas empresas produtoras de queijo colonial (Zaffari, 

2017). Elas foram obtidas de placas utilizadas para a contagem de bactérias e 

fungos mesófilos. E, na época, não foram identificadas, apenas isoladas e 

congeladas em glicerol para estudo posterior.  

 

 

3.5 Métodos de Identificação de Microrganismos 

 

3.5.1 Identificação Clássica 

 

Existem técnicas convencionais de cultivo e isolamento de 

microrganismos que são comumente empregadas. Os métodos clássicos para 
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identificação de microrganismos baseiam-se em características morfológicas, 

fisiológicas e bioquímicas. As características morfológicas (estruturais) fornecem 

dados como a forma, arranjo, presença de flagelo, tipo de parede, etc. Para cada 

tipo de microrganismo, existem diversos testes fisiológicos e/ou bioquimicos para 

sua identificação (KRIEG et al., 1986; MACFADDIN, 2000).  A visualização e o 

cultivo são, em geral, as técnicas mais utilizadas para se realizar diagnóstico 

microbiológico por serem estas técnicas mais simples, requerem menor 

infraestrutura e possuem menor custo. A desvantagem destes métodos de 

identificação é que alguns microrganismos podem não estar viáveis e outros não 

cultiváveis, além do grande número de testes de identificação, da imprecisão e 

de problemas na interpretação, o que acaba favorecendo a chance de erro.  

 

 

3.5.2 MALDI-TOF  

 
O método diagnóstico MALDI-TOF tem se mostrado uma ferramenta 

padrão para a identificação microbiana, rápida e confiável. Ele consiste em uma 

técnica de espectrofotometria de massa, que detecta moléculas de massa maior, 

como as proteínas. O teste baseia-se na detecção de um grande espectro de 

proteínas, podendo então discriminar melhor as espécies (PASTERNAK, 2012; 

CALDERARO et al., 2014; KATO et al., 2016).  

A sigla MALDI-TOF significa Matrix Associated Laser Desorption-

Ionization – Time of Flight e consiste em um sistema onde há uma placa com 

uma matriz polimérica na qual o material biológico é colocado. Esse material é 

irradiado com um laser onde haverá vaporização da amostra e ionização das 

moléculas, que são então aspiradas e levadas a um detector através de um tubo 

de vácuo. Conforme a molécula, o tempo de chegada ao detector (time of flight) 

é diferente. Através de um gráfico que gera picos diferentes para cada espécie 

bacteriana ou fúngica, obtém-se um gráfico especifico. Estes dados obtidos 

através dos gráficos que representam estas leituras são comparados à uma base 

algorítmica que contém um grande número de espécies de relevância clínica, 

principalmente (BIZZINI, 2010; HRABÁK et al., 2013; KATO et al., 2016). 
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A vantagem deste método é que fornece uma identificação rápida com 

um mínimo de preparação da amostra, uma grande economia financeira e de 

tempo. Além disso, a técnica tem sido utilizada devido à sua capacidade de 

analisar moléculas de massas elevadas, misturas complexas de biomoléculas e, 

ainda, por apresentar alta sensibilidade mesmo em reduzida quantidade de 

amostra (KATO et al., 2016).  

Por outro lado, o custo para obtenção do aparelho é elevado, e por 

vezes esta técnica exige a construção de uma biblioteca suplementar, tendo em 

vista que os bancos de dados comerciais possuem, na sua maioria, espectros 

de referência voltados a microrganismos de importância clínica. 

 

 

3.5.3 Identificação Molecular 

 

 Desde a década de 80 tem sido possível estudar a ecologia e a 

diversidade de microrganismos por meio de técnicas de biologia molecular 

(ZILLI et al., 2003 apud AMANN et al., 2001). O princípio da identificação 

molecular é a aplicação de biomarcadores para detecção e identificação de 

microrganismos (HEAD et al., 1998). A identificação de espécies através do 

sequenciamento de DNA é a base para a taxonomia microbiana. A classificação 

de microrganismos tem sido empregada através da análise comparativa da 

sequência de determinados genes de macromoléculas conservadas (MUYZER, 

1993). O RNA ribossomal é o biomarcador comumente utilizado por ser uma 

macromolécula altamente conservada entre as bactérias. O sequenciamento do 

gene do RNA ribossomal 16S é considerado como método de referência de 

identificação bacteriana e tem sido usado com finalidade filogenética e 

taxonômica (WOESE, 1987). 

No caso das leveduras, os genes do RNA18S e o gene RNA28S do 

são separados por regiões denominadas sequências internas transcritas, que 

separam estes dois genes. Estas regiões podem ser amplificadas com 

oligonucleotídeos específicos permitindo a análise de diferentes níveis 

taxonômicos (FUNGAR0, 2000).  



 

16 

 

O sequenciamento de DNA é a etapa que permite a determinação da 

ordem das bases nitrogenadas adenina, guanina, citosina e timina na molécula 

de DNA. Em 1977, Maxam e Gilbert descreveram o sequenciamento de DNA 

pelo método de degradação química. Através de um processo químico que 

quebra a molécula de DNA em nucleotidios específicos, o DNA pode ser 

sequenciado. Ainda em 1977, Sanger et al., descreveram um novo método para 

determinar as sequências de nucleotídeos do DNA utilizando a síntese 

enzimática de uma fita complementar, cujo crescimento é interrompido pela 

adição de dois análogos dos di-desoxinucleotídeos normais, que atuam como 

inibidores específicos da terminação da cadeia da DNA polimerase.  

Como vantagem em relação aos métodos clássicos, os métodos 

moleculares são mais rápidos e precisos, porém mais caros. A desvantagem é 

que nem todos os microrganismos foram descritos, desta forma algumas 

espécies ainda não podem ser identificadas. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Isolados Microbianos 

 

Neste trabalho foram utilizados isolados bacterianos e de leveduras 

obtidas após quantificação de bactérias aeróbias mesófilas e leveduras em 

amostras das principais etapas de produção do queijo colonial (ZAFFARI et al., 

2017). 

Inicialmente havia 100 isolados de bactérias e 60 de leveduras que 

foram isoladas e mantidas congeladas em caldo infusão de cérebro e coração 

(BHI) e glicerol 30% em temperatura de -20º C (ZAFFARI, 2017). Os isolados 

foram identificados com numeração de acordo com as coletas que foram 

realizadas. Destas, foram recuperadas e utilizados 60 isolados de bactérias e 24 

de leveduras. A recuperação das bactérias foi feita por meio de cultivo inicial em 

caldo BHI (Kasvi) a 30°C e reisolamento de todas as cepas em ágar padrão para 

contagem (PCA Acumedia). As leveduras foram recuperadas em caldo GYP 

(glicose 2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5%) e reisolamento em ágar GYP 

(glicose 2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5% e ágar 2%). Após o 

isolamento, todas as cepas foram testadas quanto à capacidade de crescimento 

a + 5º C, para identificação das cepas psicrotróficas. 

 

 

4.2 Cultivo à 5°C 

 

As bactérias e leveduras foram semeadas em ágar PCA e GYP, 

respectivamente, e incubadas sob refrigeração à 5°C por 48h para verificação 

das cepas psicrotróficas. Foi utilizada uma cepa controle de Listeria sp. (cepa 

isolada de presunto). 
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4.3 Identificação das Bactérias e Leveduras 

 

As bactérias foram caracterizadas inicialmente por uma triagem 

utilizando-se os testes presuntivos de identificação clássica e após foi feita a 

identificação das espécies por MALDI-TOF e pelo sequenciamento, no caso da 

impossibilidade de identificação pelo MALDI-TOF. Foram utilizados os genes do 

RNA16S e a região intergênica ITS1-5.8S-ITS2 para o sequenciamento de 

bactérias e leveduras, res´pectivamente. 

 

 

4.3.1 Testes Morfológicos, Bioquímicos e Fisiológicos para as bactérias 

 

Todas as bactérias passaram por uma triagem inicial com os 

seguintes testes: coloração de Gram, catalase, oxidação-fermentação da glicose 

e teste da oxidase (gram-negativos). Após esta triagem foram efetuados outros 

testes de acordo com o tipo de bactéria conforme MacFaddin (2000) e Holt 

(1994) (apêndice 2). 

 

 

4.3.2 MALDI-TOF 

 

As cepas de bactérias e leveduras foram preparadas no laboratório 

de bacteriologia animal (DeMIP ICBS) e encaminhadas para identificação pelo 

método MALDI-TOF no Laboratório de Análise de Resíduos de Pesticidas e 

Medicamentos Veterinários, em parceria com o Laboratório Nacional 

Agropecuário do Rio Grande do Sul, Ponta Grossa, RS. Cada teste era feito em 

triplicata para cada isolado. E quando não ocorria a identificação, os testes eram 

repetidos mais duas vezes, no mínimo.  

Uma alçada de cada colônia era misturada em um tubo contendo 

300µL de água ultra-pura e homogeinizada em agitador (Vórtex) por 20 

segundos. Após esta etapa foram adicionados 900µL de etanol absoluto, 

homogeinizado em vórtex por 20s e então centrifugado a 11.000g por 2 min. O 
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sobrenadante foi desprezado e o tubo deixado secar à temperatura ambiente por 

2 a 3 min. Foi adicionado 25µL de ácido fórmico, homogeinizado por 20s. Após 

foi adicionado 25µL de acetonitrila e homogeinizado por mais 20s. As amostras 

foram então centrifugadas a 11.000g por mais 2 min e 1µL do sobrenadante de 

cada amostra foi pipetado em triplicata em uma placa MTP 384 TARGET PLATE 

GROUND STEEL BC, e deixado secar em temperatura ambiente. Por fim, 1µL 

da solução de HCCA (ácido α-Cyano-4-hydroxycinnamic 10 mg/mL, acetonitril 

50%, água 47.5%, ácido trifluoroacetico 2.5%) foi pipetada em cada amostra e 

deixado secar em temperatura ambiente. Por fim a placa era inserida no 

Equipamento Bruker, Autoflex Speed, no Software Aquisição: Flex Control 3.4 e 

os dados foram tratados no banco de dados MALDI Biotyper 3.1. 

 

 

4.3.3 Sequenciamento 

 

4.3.3.1 Extração de DNA pelo método de fervura para bactérias 

 

As amostras foram cultivadas em PCA e após crescimento transferiu-

se uma alçada da colônia em 100 µL de água ultra-pura em microtubo de 1,5mL 

e ferveu-se por 5 min uma vez. Imediatamente a amostra foi transferida 

diretamente para o gelo onde foi mantida por mais 5 min. Após esta etapa foi 

feita centrifugação a 11.000g por 5 min. O sobrenadante foi conservado em 

microtubos e congelado a -20°C (Riyaz-Ul-Hassan et al., 2008).  

 

 

 

4.3.3.2 Extração de DNA com acetato de potássio para leveduras 

 

O DNA de leveduras foi extraído com base no protocolo proposto por 

Osorio-Cadavid et al. (2009) com algumas modificações na fase inicial, que 

segue: cada isolado foi cultivado em ágar GYP a 36°C durante 18 horas. A 

biomassa foi transferida para um microtubo e ressuspensa em 400 μL de tampão 
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de lise (NaCl 0,5 M, EDTA 10 mM, SDS a 2%, Tris-HCl 50 mM, pH 8) e incubada 

durante 60 min a 65°C. Foi adicionado imediatamente 0,2mL de acetato de 

potássio 5M (pH 4,8), ressuspendido por 30s e colocado em banho de gelo por 

30 min. Após foi centrifugado a 11.000g por 5 min e o sobrenandante transferido 

para outro tubo. Foi adicionado então 1mL de isopropanol e agitado suavemente 

por 5 min, em temperatura ambiente. Foi então centrifugado a 11.000g por 10 

min e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 0,5mL de etanol 70% e 

centrifugou-se a 11.000g por 5 min, e o sobrenadante novamente descartado. O 

precipitado foi deixado secar à temperatura ambiente e após ressuspendido em 

50µL de TE (TRIS-EDTA pH 7,4). As amostras foram então conservadas a -

20°C. 

 

 

4.3.3.3 PCR das Bactérias Mesófilas e Psicrotróficas 

 

A PCR foi feita de acordo com Franco et al. (2016). Fragmentos do 

gene RNA16S foram amplificados usando os oligonucleotideos 515F e 806R, 

previamente identificados como adequados para bactérias e arqueias (BATES 

et al., 2011). A amplificação foi realizada em uma solução de amplificação de 20 

μL, consistindo em: 8,9μL de água ultra-pura, 2μL de DNA genômico, 1,5mM de 

MgCl2, 0,1μM de cada oligonucleotidio, 200μM dos quatro dNTPs (Ludwig 

Biotec), 2,5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 2μL tampão de reação 10X. 

Estes oligonucleotidios amplificam 291 pares de base da região hipervariável V3-

V4 do gene RNA16S. A amplificação foi realizada no Termociclador ProFlex PCR 

System (byosistems®) de acordo com o seguinte programa: desnaturação inicial 

a 94°C durante 2 min, seguida por 25 ciclos de 45s a 94°C, 45s a 55°C, 1 min a 

72°C e um ciclo final a 72°C durante 6 min. Para o sequenciamento foram feitas 

inicalmente avaliações morfológicas (morfologia celular e colonial) e testes 

fisiológicos-bioquímicos de todas as cepas bacterianas para observar a 

similaridade entre os isolados. Os isolados que apresentavam resultados 

incongruentes no MALDI-TOF foram sequenciados.  
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4.3.3.4 PCR Leveduras 

 

Todos os isolados foram identificados por amplificação da região 

ITS1-5.8S-ITS2 com os oligonucleotidios ITS4 e ITS5 (WHITE et al., 1990). A 

amplificação foi realizada em uma solução de amplificação de 25μL, consistindo 

em 13,9μL de água ultra-pura, 5μL de DNA genômico, 3mM de MgCl2, 0,64 

pmoles/uL de cada oligonucleotídio, 10uM dos quatro dNTPs (Ludwig Biotec), 

1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 2,5μL tampão de reação 1X. A 

amplificação foi realizada no Termociclador ProFlex PCR System (byosistems®) 

de acordo com o seguinte programa: Um ciclo inicial a 94°C durante 5 min, 35 

ciclos a 94°C durante 15s, 55°C durante 45s, 72°C durante 90s e um ciclo de 

extensão final a 72°C durante 6 min.  

 

 

4.3.3.5 Eletroforese 

 

Os produtos de PCR tanto para as bactérias como para as leveduras 

foram examinados por eletroforese em um gel de agarose a 0,5%, a 70V, durante 

60 min e corados com GelRed 0,5% para visualização sob luz ultravioleta. A 

captura de imagem digital foi feita utilizando o Transiluminador L-PIX image, 

Loccus biotecnologia. O tamanho dos fragmentos foi visualizado através da 

comparação com o marcador de peso molecular 100pb (Ludwig). 

 

 

4.3.3.6 Purificação dos produtos amplificados  

 

Os produtos de PCR para cada amostra de DNA foram purificados 

utilizando o kit de purificação PCR Clean-Up System (Promega Corporation, 

Madison, EUA) e, em seguida, quantificados no espectrofotômetro (NanoDrop 

Lite Spectrophotometer Thermo Fischer). 
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4.3.3.7 Sequenciamento das bactérias e leveduras 

 

Após purificação e quantificação dos fragmentos de DNA, todos os 

produtos de PCR foram encaminhados para sequenciamento na Unidade de 

Análises Moleculares e de Proteínas - Centro de Pesquisa Experimental do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Foi utilizado o equipamento ABI 3500 

Genetic Analyzer com capilares de 50 cm e polímero POP7 (Applied 

Biosystems). Os produtos de PCR foram marcados com 5,0 pmol do 

oligonucleotideo 5’-NNNNNNNNNNNNN-3’ e 1 μL do reagente BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) em um volume final 

de 10 μL. As reações de marcação foram realizadas em termociclador Veriti® 

96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturação 

inicial a 96°C por 1min, seguida de 35 ciclos de 96°C por 15 s, 50°C por 15 s e 

60°C por 4 min. Após marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitação 

com BigDye XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems) e eletroinjetadas 

no sequenciador automático. 

A edição e comparação foi feita no GenBank pelo programa Blast em 

busca de sequencias similares, como no mínimo 99% de homologia. 

 

 

4.4 Testes para Detecção de Produção de Enzimas Líticas pelas Bactérias 

e Leveduras 

 

A determinação da hidrólise da caseína e produção de lipase foram 

realizadas conforme metodologia descrita por Ben-Gigirey et al. (2000). DNAse, 

Litmus milk, Lecitinase e Fermentação da Lactose foram executados conforme 

MacFaddin (2000). Todos os testes foram executados em duas temperaturas: 5 

e 30ºC. A presença de halo foi considerada positiva independente do tamanho.  

Foram usadas cepas controle de Escherichia coli (ATCC 25922) e 

Staphylococcus aureus (ATCC 23235). Não foram obtidas cepas controle de 

leveduras, sendo as bactérias obtidas citadas acima usadas como controle. 
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4.4.1 Teste da Lipase 

 

Para a avaliação da atividade lipolítica, as cepas foram semeadas em 

ágar tributirina (0,5% proteose de peptona, 2,5% peptona de caseína, 0,3% 

extrato de levedura, 2% ágar) acrescido de 1% de tributirina. Após incubação à 

30°C e 5°C por 48h, verificou-se a formação de halo translúcido em torno da 

colônia, o tamanho do halo foi calculado medindo o diâmetro total (colônia + halo) 

e após subtraindo o diâmetro da colônia (BEN-GIGIREY et al., 2000).  

 

 

4.4.2 Teste da Caseinase 

 

Para avaliar a atividade proteolítica, as cepas foram semeadas em ágar 

leite. O ágar foi preparado com ágar padrão em placas (PCA) acrescido de 10% 

de leite desnatado (Molico, Nestlé). Após incubação a 30°C e 5°C por 48h, 

verificou-se a formação de halo translúcido em torno da colônia, o tamanho do 

halo foi calculado medindo o diâmetro total (colônia + halo) e após subtraindo o 

diâmetro da colônia (BEM-GIGIREY et al., 2000). 

 

4.4.3 Teste da DNase 

 

Os isolados foram semeados em ágar DNase (Acumedia), e 

incubadas à 30°C e 5°C por 48h. Posteriormente, foi acidificado com HCl 1N 

para a revelação da prova. A presença nítida de halo claro na parte inferior e em 

volta da colônia foi considerada positiva (MACFADDIN, 2000).  
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4.4.4 Teste do Litmus Milk 

 

Os isolados foram semeados em tubos contendo Litmus Milk (Fluka) 

e incubadas a 30°C e 5°C por 48h. Quando ocorre a fermentação da lactose e/ou 

dextrose com produção de ácido, o indicador do meio torna-se rosa. Se a lactose 

não for fermentada e as proteínas forem usadas, a solução ficará alcalina e mais 

azul. A caseína do leite pode ser digerida. Isto irá coagular o leite para formar 

uma coalhada (um sólido). Outra reação possível é a de peptonização, quando 

a caseína é metabolizada até aos aminoácidos individuais. Esse último processo 

resulta em um líquido claro não leitoso, normalmente de cor escura (marrom).  

 

 

4.4.5 Fermentação da Lactose 

 

Os isolados foram semeados em caldo lactose (Acumedia) com tubo 

de Durhan.  Após incubação em 5 e 30°C por 48h, se houve formação de gás 

e/ou acifificação, o teste foi considerado positivo.  

 

4.4.6 Teste da Lecitinase 

 

Os isolados foram semeados em ágar Baird Parker (Acumedia) e se 

houve a formação de halo opaco em torno da colônia após incubação a 30°C e 

5°C, o teste foi considerado positivo.  

 

4.5 Análise dos dados 

 

Os dados foram avaliados de forma qualitativa, divididos em positivos 

e negativos, calculados a porcentagem de positivos e apresentados em %. 
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4.6 Descarte de resíduos 

 

Todos os produtos biológicos foram autoclavados antes do descarte. 

Após autoclavação, os produtos biológicos foram descartados no lixo orgânico. 

Plásticos e papéis foram descartados no lixo reciclável e os produtos químicos 

foram encaminhados para tratamento pelo Centro de Gestão e Tratamento de 

Residuos Qumicos do Instituto de Química da UFRGS. Produtos como luvas, 

géis e máscaras foram encaminhados para incineração. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Identificação dos isolados 

 

Dos 60 isolados de bactérias, foram observadas 7 espécies de Gram-

positivas e três de Gram-negativas (Tabelas 1 e 2). Dos 24 isolados de leveduras 

foram observadas quatro espécies (Tabelas 3). Nos apêndices 1 e 2 podemos 

observar os resultados dos testes de identificação dos microrganismos.  

Todas as cepas de bactérias e leveduras foram testadas pelo MALDI-

TOF. Os isolados cuja identificação não foi possível pelo MALDI-TOF foram 

sequenciados. O teste de MALDI-TOF identificou 92% dos isolados de bactérias, 

sendo que todos os isolados não identificados eram do gênero Paenibacillus, 

que são bactérias ambientais, e por este motivo não são localizadas no banco 

de dados. 

Das 24 cepas de leveduras, somente 46% das cepas foram 

identificadas pelo teste do MALDI-TOF, sendo que nenhum dos isolados de 

Trichosporon coremiiforme foi identificado e seis dos oito isolados de Candida 

pararugosa também não foram identificados. Em todas estes isolados não 

identificados foram observados bons espectros de leituras em todas as 

repetições. Existem relatos de dificuldade de identificação de bactérias 

esporuladas Gram-positivas pelo MALDI-TOF o que foi também observado em 

nosso trabalho. A maior dificuldade de identificação das leveduras se deve ao 

fato de que o banco de dados utilizado pelo MALDI-TOF não possui uma grande 

diversidade de dados de fungos e a maioria dos pesquisadores vai inserindo ao 

banco perfis de espécies ainda não presentes no mesmo (WEIG et al., 2011; 

BECKER et al., 2014). Como foram feitos sequenciamentos somente de um 

representante de cada tipo morfológico diferente, pode ser que estes isolados 

estejam identificados erradamente e sejam de outras espécies. O 

sequenciamento de cada um destes isolados deverá ser feito novamente para 

confirmar a identificação.  

Tabela 1. Identificação de espécies de bactérias gram-positivas 
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encontradas em cada etapa de produção do queijo colonial utilizando os testes 

MALDI-TOF e/ou sequenciamento do RNA16S. 

  N° de cepas isoladas em cada etapa de produção 

Espécie Identificação 

Cepa 
Leite  Coalhada  Pós-salga  Queijo  

Bacillus sp. 1,2,6,7,8 5 -* - - 

Bacillus sp. 4 - 1 - - 

Lactococcus lactis 5,21,28,90,91 5 - - - 

Lactococcus. lactis 
3,9,10,11,12,41,42

44,100,101 - 10 - - 

Lactococcus lactis 17,18,26,34,46 - - 5 - 

Lactococcus lactis 
16,19,20,27,47,81,

96, 109 - - - 8 

Paenibacillus sp. 102,107,108 - - 3 - 

Paenibacillus sp. 105,110 - - - 2 

Staphylococcus saprophyticus 39 1 - - - 

Staphylococcus saprophyticus 23,24,43 - 3 - - 

Staphylococcus saprophyticus 35 - - 1 - 

Staphylococcus saprophyticus 36,37,38 - - - 3 

Staphylococcus aureus 29,40 2 - - - 

Staphylococcus aureus 30,31 - 2 - - 

Staphylococcus aureus 25,32,33 - - 3 - 

Total de bactérias isoladas em 

cada etapa 
 

13 16 12 13 

*- indica ausência de crescimento de microrganismos nesta etapa 

 

Tabela 2. Identificação de espécies de bactérias Gram-negativas encontradas 

em cada etapa de produção do queijo colonial utilizando os testes MALDI-TOF 

e/ou sequenciamento do RNA16S. 

Espécie  N° de cepas isoladas em cada etapa de 

produção 

 Identificação 

Cepa 
Leite Coalhada Pós-salga Queijo 

Citrobacter freundii 13 -* - 1 - 

Klebsiella sp. 14 - - 1 - 

Klebsiella sp. 15 - - - 1 

Raoutella sp. 83,85,98 3 - - - 

Total de bactérias isoladas 

em cada etapa 
 3 0 2 1 

*- indica ausência de crescimento de microrganismos nesta etapa 

Quando positiva a identificação do microrganismo pelo método 
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MALDI-TOF foram obtidos os mesmos resultados para gênero e espécie 

observados após sequenciamento, que é considerado o teste padrão ouro. O 

método MALDI-TOF tem sido apontado como um meio eficiente e rápido na 

identificação de microrganismos e esta técnica permite diagnósticos 

microbiológicos mais complexos (PASTERNAK, 2012). A utilização deste 

método realmente se apresentou bastante rápido, prático e mais barato, 

desconsiderando o custo inicial da compra do sistema. Mas ainda pudemos 

observar que ele apresenta problemas na identificação de alguns isolados 

devido, provavelmente, à ausência de dados de microrganismos menos usuais 

à clínica médica, caso de nossos isolados. Por exemplo, o banco de dados do 

método MALDI-TOF possuía em 2016 um baixo número de espécies de 

leveduras (em torno de 193 espécies) e as que constavam eram de origem 

clínica. Também alguns autores relataram problemas de identificações errôneas 

por este método (LALLEMAND et al, 2017). 

Nesse estudo houve predomínio da microbiota Gram-positiva, 

especialmente da espécie Lactococcus lactis. A presença de L. lactis em todas 

as etapas de preparo do queijo, comparada com as outras espécies encontradas, 

sugere sua capacidade de competir com o restante da microbiota. O predomínio 

de bactérias láticas nas composições microbianas de queijos artesanais já foi 

relatado por outros autores (LEROY & DE VUYST 2004; El-BARADEI et al., 

2007; ERCOLINI et al., 2008). 

A presença de L. lactis em queijos deve-se ao fato desta bactéria fazer 

parte da microbiota do animal, do tambo e por ser empregada como cultura 

“starter”. Elas produzem grande quantidade de ácido láctico, causando a 

acidificação do leite e promovendo as reações de amadurecimento do queijo, 

através da liberação de enzimas intracelulares hidrolíticas, após a autólise 

(BERESFORD et al., 2001).  
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Tabela 3. Identificação de espécies de Leveduras encontradas em cada etapa 

de produção do queijo colonial utilizando os testes MALDI-TOF e/ou 

sequenciamento da região ITS. 

  N° de cepas isoladas em cada etapa de produção 

Espécie Identificação 

Cepa 
Leite Coalhada Pós-salga Queijo 

Candida sp. 
1A,1C,34L1,49

L1 4 -* - - 

Candida sp. 75L2,75L3 - - - 2 

Candida pararugosa 
51L1,55L1,55L

2,55L3 4 - - - 

Candida pararugosa 

59L1,59L2,60L

1,60L2,60L3, 

72L1 - - - 6 

Rhodotorulla mucilaginosa 2L 1 - - - 

Trichosporon coremiiforme 52L1 1 - - - 

Trichosporon coremiiforme 

57L1,57L2,57L

3, 

58L1,58L2,58L

3 - - - 6 

      

Total de leveduras isoladas 

em cada etapa 
 

10 0 0 14 

*- indica ausência de crescimento de microrganismos nesta etapa 

 

Feirtag e McKay (1987) relataram pela primeira vez este fenômeno 

para Lactococos e associaram sua atividade lítica ao desenvolvimento do sabor 

acentuado no queijo. Para avaliar as questões organolépticas, Peláez & 

Requena (2005) pesquisaram um grupo de bactérias ácido láticas e relataram 

que estes microrganismos têm um papel central na formação de sabores típicos 

de muitos queijos artesanais. Estes microrganismos contribuem para o aroma e 

o sabor específico, e único, de muitas variedades de queijos. São também 

conhecidos pelo seu efeito antimicrobiano pela produção de ácidos orgânicos e 

de bacteriocinas (DELVES-BROUGHTON et al., 1996; Di CAGNO et al., 2008; 

SKELIN et al., 2012). Sob este aspecto, alguns autores já testaram a atividade 

de bacteriocinas produzidas por bactérias ácido láticas e relataram inibição de 

espécies como L. monocytogenes, importante patógeno oportunista encontrado 

contaminando alimentos (FLÓREZ & MAYO 2006; UNLU et al., 2015; 
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SCATASSA et al., 2015; HEREDIA-CASTRO et al., 2015; MACALUSO et al., 

2016). Podemos observar que L. lactis estava presente no leite, antes da adição 

da cultura “starter”, o que confirma a presença dos microrganismos já no 

ambiente de fabricação. 

Ruggirello et al. (2016) avaliaram a persistência e a viabilidade deste 

microrganismo durante a fabricação e amadurecimento de queijos, onde as 

amostras também foram analisadas em diferentes etapas (leite após inoculação, 

coalhada após corte, coalhada após prensagem e drenagem, queijo 

imediatamente após o salga do queijo durante seis meses). As populações de L. 

lactis foram detectadas em todos os queijos até o sexto mês de maturação, 

confirmando a presença de células viáveis durante todo o processo de 

amadurecimento, inclusive nos estádios tardios. Esses resultados demonstram 

a importância de se avaliar a possível produção de enzimas líticas por estes 

microrganismos, já que eles são relatados com frequência durante a produção 

de queijos. 

Outros cocos Gram-positivos (Staphylococcus saprophyticus e S. 

warneri, S. xylosus) também foram encontrados nas etapas de fabricação do 

queijo analisadas neste estudo. Estafilococos é o principal grupo de bactérias 

que habitam a pele, membranas mucosas de seres humanos, outros mamíferos 

e aves. Podem ser isolados também a partir de uma grande variedade de fontes 

ambientais como solo, água, ar, plantas, alimentos e superfícies de utensílios 

(VOS et al., 2009).  Dos 15 isolados de estafilococos deste estudo, sete eram 

coagulase positivo. A espécie coagulase positiva mais relacionada com 

intoxicação alimentar é S. aureus e a presença destes estafilococos coagulase 

positivos em amostras de leite e queijos (em contagens acima do permitido) já 

foi relatada por outros autores (KONGO et al., 2008; FRECE et al., 2016). 

Nenhum dos isolados de estafilocos deste estudo cresceu sob-refrigeração. 

Resultado semelhante foi relatado por de Araujo et al. (2017), onde os autores 

avaliaram o crescimento de S. aureus no queijo coalho e constataram que as 

amostras de queijo armazenadas a 12°C apresentaram maior crescimento do 

que as armazenadas sob refrigeração. Kümmel et al. (2016) também testaram  

amostras de diferentes etapas do processo de fabricação de queijo para rastrear 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%C3%BCmmel%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27790200
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a presença de S. aureus do leite até o produto final. Este microrganismo foi 

encontrado no leite e também nas etapas de processamento deste queijo na 

indústria de produtos lácteos estudada. O controle de S. aureus é de grande 

importância econômica na indústria de laticínios, e a alta prevalência de S. 

aureus em amostras de queijos adverte sobre a necessidade de reduzir os níveis 

de contaminação desde o leite utilizado para produção de queijos, assim como 

o monitoramento e controle da produção (FRECE et al., 2016). 

Bacillus sp. foram encontrados no leite e na coalhada e Paenibacillus 

sp. nas etapas de pós-salga e queijo. Martinez et al. (2017) também relataram a 

presença de espécies de Bacillus e Paenibacillus sp. em seu estudo com leite 

concentrado.  Fotou et al. (2011) relatou contagens de Bacillus sp. em leite cru 

de ovelha em 29% das amostras analisadas.  Paenibacillus, anteriormente 

pertencente ao gênero Bacillus, são encontrados principalmente em solos e 

águas, são produtores de enzimas extracelulares, antibióticos e compostos 

antifúngicos (VOS et al., 2009). Representantes do gênero Bacillus são 

contaminantes comuns do leite que podem causar deterioração e alterações de 

sabor de produtos lácteos pela produção de enzimas lipolíticas e proteolíticas 

(Okshevsky et al., 2017). Do ponto de vista microbiológico, o maior problema da 

contaminação de queijos por bactérias formadoras de esporos como o gênero 

Bacillus é que estes microrganismos são resistentes ao calor e capazes de 

sobreviver no leite após a pasteurização (Buňková L & Buňka F, 2017).  

 A presença de bactérias do gênero Bacillus e Paenibacillus neste 

estudo reforça a importância da utilização de boas práticas de fabricação para 

evitar a presença destes microrganismos que podem causar alterações no 

produto final. 

No grupo de bactérias Gram-negativas, foram identificadas as 

espécies Klebsiella sp., Citrobacter freundii e Raoutella sp. São Enterobactérias 

encontradas em diversos ambientes e já foram relatadas por outros autores em 

queijos (TULIO et al., 2015; PINTO et al., 2015). Durante as etapas de 

processamento de queijos, uma maneira de reduzir o número de Enterobactérias 

a fim de evitar problemas no produto final é controlar a etapa de maturação e 

temperatura da estocagem, realizar correta pasteurização do leite e a higiene 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okshevsky%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28126940
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bu%C5%88kov%C3%A1%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26357897
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bu%C5%88ka%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26357897
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dos utensílios, ambiente e de quem vai manipular este produto.  

No presente estudo, as leveduras foram encontradas nas etapas do 

leite e do queijo, sendo as espécies Candida sp, C. pararugosa e Trichosporon 

coremiiforme as identificadas em maior número. Candida sp. e C. pararugosa 

são leveduras amplamente distribuídas no ambiente e, também, fazem parte da 

microbiota da pele e de mucosas de seres humanos (KURTZMAN et al., 2011). 

As leveduras frequentemente fazem parte da microbiota de queijos devido à sua 

capacidade de sobreviver em condições desfavoráveis e de metabolizar os 

constituintes do leite. Estes microrganismos desempenham um papel 

significativo na deterioração dos produtos bem como no amadurecimento de 

algumas variedades de queijo (IRLINGER & MOUNIER, 2009). 

Entre as contribuições positivas das leveduras para a produção de 

queijo, a capacidade de contribuir para o desenvolvimento de sabor e textura 

está bem estabelecida. Tal característica está diretamente atribuída à sua 

capacidade de fermentar a lactose, produzir compostos aromáticos e suas 

atividades proteolíticas e lipolíticas (WESTALL & FILTENBORG, 1998). No 

entanto, o crescimento excessivo de leveduras e a deterioração dos produtos 

têm sido relatada por diversos autores e podem causar sabor frutado, produção 

de gás, descoloração e alterações na textura (WESTALL & FILTENBORG, 1998; 

JACQUES & CASAREGOLA, 2008). Aponte et al. (2010) observaram que as 

espécies de leveduras Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces cerevisiae 

representam parte da microbiota natural e contribuem para as características 

organolépticas em seu estudo feito com queijo mozzarella de búfala.  

A presença de Candida. sp.  e C. pararugosa no queijo é 

provavelmente causada pela contaminação do leite, pelo ar, roupas, mãos, 

aparelhos e equipamentos com os quais o queijo entra em contato durante o 

processo de produção (SUZZI et al., 2000). Outros autores já relataram a 

presença de desta espécie em seus estudos feitos com queijos e leite (SANTOS 

& MARIN 2005; DELAVENNE et al., 2011; GIANNINO et al., 2011). Seis isolados 

de T. coremiiforme foram encontrados no queijo, e apenas um no leite. T. 

coremiiforme é uma levedura de origem ambiental e tem sido isolada de solos, 
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águas e amostras clínicas. Estudos têm sido realizados com esta levedura 

devido à sua capacidade de utilizar uma gama de substratos, havendo grande 

interesse industrial na utilização de células de Trichosporon sp. em processos 

de biorremediação, metabolizando compostos poluentes (KURTZMAN et al., 

2011). Há poucos relatos da presença de T. coremiiforme em queijos. Somente 

Padilla et al. (2014) relataram pela primeira vez a presença desta levedura em 

queijos. Um único isolado de Rhodotorula mucilaginosa foi encontrada no leite. 

Esta levedura é encontrada em ambientes terrestres e aquáticos e 

frequentemente isolada de seres humanos. Esta espécie tem sido considerada 

um patógeno emergente frequentemente associada a infecções em humanos 

(KURTZMAN et al., 2011). 

A ocorrência de poucas espécies de leveduras confirma que o 

ecossistema do queijo é caracterizado por condições e composição que 

promovem a seleção de uma microbiota uniforme e bem definida (JAKOBSEN & 

NARVHUS, 1996). 

 

5.2 Verificação do crescimento das cepas isoladas sob refrigeração (5ºC) 

 

Com relação ao crescimento sob refrigeração, os resultados são 

apresentados na tabela 4. 

Das 60 bactérias e 24 leveduras reisoladas inicialmente, somente três 

cepas de bactérias e 14 cepas de leveduras cresceram sob-refrigeração (5°C). 

O leite e queijo foram as etapas onde se encontrou mais cepas com crescimento 

sob-refrigeração, sendo o queijo pronto para consumo o que apresentou maior 

número de isolados. As leveduras apresentaram uma maior atividade 

psicrotrófica quando comparadas com as bactérias. 

 
 
 
 
 
 



 

34 

 

Tabela 4. Bactérias e leveduras que cresceram sob refrigeração  

  N° de cepas isoladas em cada etapa de produção 

Espécie Identificação Cepa Leite Coalhada Pós-salga Queijo 

Bacillus sp. 6 1 -* - - 

Bacillus sp. 4 - 1 - - 

Lactococcus lactis 5 1 - - - 

Candida sp. 34L1,49L1 2 - - - 

Candida sp. 75L2,75L3 - - - 2 

Candida pararugosa 51L1,55L1 2 - - - 

Candida pararugosa 59L1,59L2,60L1 - - - 3 

Trichosporon coremiiforme 

57L1,57L2,57L3,58L

1,58L2 - - - 5 

Total de microrganismos 

isolados em cada etapa 
 

6 1 0 10 

*- indica ausência de crescimento de microrganismos nesta etapa 

 

Corbo et al. (2001) caracterizaram cepas de leveduras isoladas de 

leite de origem animal e de queijos, e relataram que os isolados mais prevalentes 

(Trichosporon cutaneum, Candida catenulata e Y. lipolytica) também mostraram 

aptidão psicrotrófica. 

Das bactérias psicrotróficas, Bacillus sp. cresceu em duas etapas 

iniciais da produção do queijo (coalhada e no leite). Importante salientar que esta 

bactéria não foi isolada nas amostras do produto final. A qualidade de um produto 

está diretamente relacionada com a qualidade da matéria-prima empregada na 

sua elaboração. A microbiota inicial influencia na qualidade do leite cru e 

consequentemente nos produtos com ele fabricados. Altas contagens de 

psicrotróficos antes da fabricação de produtos lácteos frequentemente são 

causadas por técnicas inadequadas do manuseio do leite cru. Vários estudos 

comprovaram a presença de psicrotróficos em leite cru refrigerado (PINTO et al., 

2006; ARCURI et al., 2008; STULOVA et al., 2010; ANGELO et al., 2014). Estes 

microrganismos, através de suas atividades proteolíticas e lipolíticas, produzem 

substâncias indesejáveis e que podem alterar o produto final (HANTSIS-

ZACHAROV & HALPERN, 2007; GAUCHER et al., 2008; IZIDORO et al., 2013; 

ANGELO et al., 2014). Alguns autores têm demonstrado que as proteases 

termoestáveis produzidas mesmo por baixo número de Pseudomonas 
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fluorescens, por exemplo, podem ativar o sistema plasmina no leite e acelerar a 

proteólise em queijos (STULOVA et al., 2010; DE JONGHE et al., 2011). 

Interessante observar que esta espécie não foi isolada de nenhuma etapa de 

processamento analisada, embora seja considerada frequente em leite e queijos. 

Um grande número de leveduras apresentou crescimento em baixa 

temperatura e a maioria foi isolada do produto final. Talvez elas possam estar 

contribuindo com as características organolépticas do queijo colonial.  

 

 

5.3 Determinação da capacidade de produção de enzimas líticas 

 

Foi testada a capacidade de produção de enzimas de todas as 

bactérias e leveduras identificadas nas principais etapas de produção do queijo 

colonial nas temperaturas de 5 e 30°C.  

Nenhuma das cepas, tanto de bactérias quanto de leveduras 

apresentou atividade de DNAse e lecitinase nas duas temperaturas testadas. 

A metodologia utilizada para verificação da produção de lipase e 

caseinase foi através da medição de halo de acordo com a bibliografia utilizada. 

Como não foi testada a atividade lipolítica e proteolítica e sim apenas a presença 

ou ausência de lipólise e proteólise, a formação de halo de qualquer tamanho foi 

considerada positiva em ambos os testes. 

 

 

5.3.1 Lipólise  

 

A maior produção de lipase por bactérias e leveduras foi na 

temperatura de 30°C (Tabelas 5, 6 e 7). Nenhuma levedura apresentou lipólise 

à 5°C. Este fato era esperado, pois as cepas utilizadas neste trabalho foram 

isoladas em trabalho anterior em temperatura de mesófilos. Das 24 leveduras, 

19 (79%) apresentaram lipólise somente a 30°C e a maioria isolada do queijo. 

Das 60 cepas de bactérias, 18 (30%) foram lipolíticas somente a 30º C, quatro 

(7%) somente à 5º C e 10 (17%) em ambas as temperaturas. Das 28 cepas de 
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L. lactis, oito (13%) foram lipolíticas somente a 30°C, duas (3%) a 5°C e três (5%) 

em ambas as temperaturas. 

As espécies L. lactis e S. saprophyticus foram as únicas espécies com 

cepas isoladas em todas as etapas de produção do queijo colonial e 

apresentaram cepas lipolíticas em todas as etapas da produção do queijo e nas 

duas temperaturas testadas (Tabelas 5 e 7). L. lactis é uma das bactérias ácido 

láticas encontradas na microbiota do leite e, também, é normalmente utilizada 

como cultura starter de muitos fermentos, explicando assim sua presença em 

todas as etapas (ALEGRÍA et al., 2009). A capacidade de lipólise destes 

microrganismos no queijo e capacidade de crescer em ambas as temperaturas 

sugere que, mesmo durante o tempo de vida de prateleira e até mesmo sob 

refrigeração eles continuam viáveis. A hidrólise dos trigliceridios do leite pode 

acarretar na formação de sabores desagradáveis no queijo se houver a presença 

de outros microrganismos indesejáveis com alta atividade lipolítica (IRLINGER 

& MOUNIER 2009; TOFALO et al., 2015; ESTEBAN-TORRES et al., 2016). 

Bezerra (2015) fez um estudo da proteólise, lipólise e perfil volátil de 

queijo coalho adicionado de bactérias probióticas (bactérias láticas). Ele verificou 

que as culturas láticas, independente do tipo, quando adicionadas aos queijos 

de coalho, apresentaram ação lipolítica durante o armazenamento, provocando 

a redução dos ácidos graxos de cadeia longa e aumento dos ácidos graxos de 

cadeia curta. Os ácidos liberados influenciaram diretamente nos compostos do 

aroma peculiar do produto, principalmente, o aroma característico de queijo de 

leite caprino, com aumento dos ácidos caprílico, caproico e cáprico.  

Proporcionalmente as leveduras apresentaram maior número de 

cepas lipolíticas quando comparadas às bactérias (79% de leveduras lipolíticas 

e 30% bactérias lipolíticas à 30°C). Todas as espécies encontradas (C. 

pararugosa, T. coremiiforme e R. mucilaginosa) apresentaram cepas lipoliticas à 

30°C, mas não à 5°C. 
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Tabela 5. Bactérias e leveduras positivas no teste Lipase somente à 30°C 

  N° de cepas isoladas em cada etapa de produção 

Espécie Identificação Cepa Leite Coalhada Pós-salga Queijo 

Bacillus sp. 6,7,8 3 -* - - 

Klebsiella sp. 14 - - 1 - 

Klebsiella sp. 15 - - - 1 

Lactococcus lactis 5,21 2 - - - 

Lactococcus lactis 10,11,42,44 - 4 - - 

Lactococcus. lactis 18 - - 1 - 

Lactococcus lactis 47 - - - 1 

Raoutella sp. 98 1 - - - 

Staphylococcus saprophyticus 38 - - - 1 

Staphylococcus aureus 31 - 1 - - 

Staphylococcus aureus 25,33 - - 2 - 

Candida sp. 34L1 1 - - - 

Candida sp. 75L2,75L3 - - - 2 

Candida pararugosa 51L1,55L1,55L2,55L3 4 - - - 

Candida. pararugosa 59L1,59L2,60L1,60L2 - - - 4 

      

Rhodotorula mucilaginosa 
2 1 - - - 

Trichosporon coremiiforme 52L1 1 - - - 

Trichosporon coremiiforme 

57L1,57L2,57L3,58L1,

58L2,58L3 - - - 6 

Total de microrganismos 

isolados em cada etapa 
 

13 5 4 15 

*- indica ausência de crescimento de microrganismos nesta etapa 

 

Tabela 6. Bactérias positivas no teste Lipase somente na temperatura de 5°C 

Espécie  N° de cepas isoladas em cada etapa de 

produção 

 Identificação Cepa Leite Coalhada Pós-salga Queijo 

Lactococcus lactis 41 *- 1 - - 

Lactococcus lactis 96 - - - 1 

Paenibacillus sp. 105 - - - 1 

Raoutella sp. 85 1 - - - 

Total de microrganismos 

isolados em cada etapa 

 1 1 0 2 

*- indica ausência de crescimento de microrganismos nesta etapa 

 

Outros autores relataram atividade lipolítica de algumas espécies 

de leveduras como Y. lipolytica, Kluyveromyces lactis, Debaryomyces hansenii, 
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P. guilliermondii, P. fermentans e S. cerevisiae em queijos (ROOSTITA et al., 

1996; FERREIRA & VILJOEN 2003; FADDA et al., 2004; SPANEMBERG et al., 

2009; GOLIĆ et al., 2013; ATANASSOVA et al., 2016). Considerando que o leite 

e o queijo, em todas suas etapas de produção são mantidos em temperaturas 

abaixo de 10°C, as leveduras identificadas neste estudo não devem causar 

efeitos nocivos ao produto. Já as 14 cepas de cinco espécies de bactérias 

apresentaram atividade lipolítica à 5°C. O papel do L. lactis é esperado na 

maturação do queijo. As outras espécies Paenibacillus sp., R. sp, S. 

saprophyticus e S. aureus talvez possam ter um papel negativo, embora não seja 

possível afirmar pois não foram feitas análises sensoriais ou de rendimentos 

nestes queijos. 

 

Tabela 7. Bactérias positivas no teste Lipase em ambas temperaturas (5 e 

30°C)  

Espécie  N° de cepas isoladas em cada etapa de 

produção 

 Identificação 

Cepa 
Leite Coalhada 

Pós-

salga 
Queijo 

Lactococcus lactis 28,91 2 -* - - 

Lactococcus lactis 34 - - 1 - 

Raoutella sp. 83 1 - - - 

Staphylococcus saprophyticus 39 1 - - - 

Staphylococcus saprophyticus 24 - 1 - - 

Staphylococcus saprophyticus 35 - - 1 - 

Staphylococcus saprophyticus 36 - - - 1 

Staphylococcus aureus 29 1 - - - 

Staphylococcus aureus 30 - 1 - - 

Total de bactérias isoladas em 

cada etapa 

 5 2 2 1 

*- indica ausência de cepa isolada nesta etapa 

 

 

5.3.2 Proteólise 

 

Das 10 espécies de bactérias identificadas nas principais etapas de 

produção do queijo colonial, oito apresentaram proteólise somente à 30°C, 
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sendo 35 cepas isoladas com esta característica. Também algumas cepas (12%) 

de B. sp., K. sp., L. lactis, S. saprophyticus e S. aureus apresentaram proteólise 

tanto à 30°C quanto à 5°C, representando 12% do total de cepas identificadas. 

Associadas aos resultados de lipólise observa-se que o maior número de 

isolados positivos é presente na temperatura de 30°C, o que reforça a 

importância da refrigeração a fim de evitar danos ao produto. 

Nas Tabelas 8 e 9 estão apresentadas as espécies de 

microrganismos que apresentaram proteólise somente em temperatura de 30°C, 

e em ambas as temperaturas (5 e 30°C). 

L. lactis é a espécie que novamente predomina sob quase todas as 

etapas de produção do queijo, e sob as duas temperaturas testadas. A proteólise 

pode ocorrer no leite, na sua coagulação induzida enzimaticamente e na 

maturação do queijo. A proteólise tem sido apontada como responsável pelo 

desenvolvimento do sabor e da textura da maioria dos tipos de queijos (LAW, 

1987; FOX, 1989). Diversos autores relataram a presença de bactérias que 

causam a proteólise em outros tipos de queijos (SPANEMBERG et al., 2009; 

ALBENZIO et al., 2010; MURTAZA et al., 2014; TRANI et al., 2016). 

A presença e a capacidade de L. lactis de persistir na maturação tardia 

mostra provavelmente o papel tecnológico deste microrganismo na maturação 

do queijo, com um possível impacto na formação de sabor. Muitos fermentos 

industriais são produzidos a partir de cepas de L. lactis e utilizados como cultura 

“starter” para produção de queijos. Sob este aspecto, Hayaloglu et al. (2005) 

avaliaram a influência de culturas starter de Lactococcus em queijo branco e 

concluiram que o uso de diferentes bactérias nestas culturas causa diferenças 

significativas na qualidade do queijo e, também, que cada cultura iniciadora 

contribui para a proteólise em um grau diferente. Bezerra (2015) também utilizou 

cultura “starter” de Lactococcus sp. para avaliar proteólise de queijo coalho e 

constatou que a utilização da combinação de culturas influenciou a proteólise, 

proporcionando maior teor de proteína solúvel, maior índice proteolítico de 

profundidade e maior liberação de aminoácidos no primeiro dia após o 

processamento.  
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Tabela 8. Bactérias e leveduras positivas no teste da caseína somente à 30°C  

Espécie  N° de cepas isoladas em cada etapa de 

produção 

 Identificação Cepa 
Leite Coalhada 

Pós-

salga 
Queijo 

Bacillus sp. 2,6,7,8 4 -* - - 

Bacillus sp. 1 1 - - - 

Citrobacter freundii 13 - - 1 - 

Lactococcus lactis 5,28 2 - - - 

Lactococcus lactis 3.,10,11,12,42,44,100,101 - 8 - - 

Lactococcus lactis 17,18,26,34,46 - - 5 - 

Lactococcus lactis 16,20,47,81,96,109 - - - 6 

Paenibacillus sp. 108 - - 1 - 

Paenibacillus sp. 110 - - - 1 

Staphylococcus saprophyticus 39 1 - - - 

Staphylococcus saprophyticus 24 - 1 - - 

Staphylococcus aureus 29 1 - - - 

Staphylococcus aureus 30 - 1 - - 

Staphylococcus aureus 25 - - 1 - 

Staphylococcus aureus 40 - 1 - - 

Candida sp. 34L1 1 - - - 

Trichosporon coremiiforme 57L2,58L2 - - - 2 

Total de microrganismos isolados 

em cada etapa 

 10 11 8 9 

*- indica ausência de crescimento de microrganismos nesta etapa 

 

Tabela 9. Bactérias positivas no teste da caseína em ambas as temperaturas (5 

e 30°C)  

Espécie  N° de cepas isoladas em cada etapa de 

produção 

 Identificação 

Cepa 
Leite Coalhada 

Pós-

salga 
Queijo 

Bacillus sp. 4 -* 1 - - 

Klebsiella sp. 15 - -  1 

Lactococcus lactis 9,41 - 2 - - 

Lactococcus lactis 19 - - - 1 

Staphylococcus saprophyticus 43  1   

Staphylococcus aureus 31 - 1 - - 

Total de microrganismos isolados 

em cada etapa 

 0 5 0 2 

*- indica ausência de crescimento de microrganismos nesta etapa 
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Nenhum microrganismo apresentou atividade na caseína apenas à 

5°C. Das leveduras isoladas, uma cepa de C. sp. e T. coremiiforme 

apresentaram proteólise somente à 30°C. Outros autores também relataram em 

seus estudos a atividade proteolítica de Candida sp. e Trichosporon 

coremiiforme em leite e queijos (MELVILLE et al., 2011; PADILLA et al., 2014). 

Assim como as bactérias, algumas espécies de leveduras já foram estudadas 

com relação à sua atividade como culturas adjuntas. Dias et al. (2012) avaliaram 

o efeito da adição do Geotrichum candidum, como cultura adjunta, na aceitação 

e composição do queijo tipo Cammembert. Concluiram que um aumento na 

concentração desta levedura levou a um aumento da média de aceitação dos 

provadores. Por outro lado, Atanassova et al. (2016) comprovaram que seis 

isolados de K. lactis e três isolados de P. guilliermondii peptonizaram o leite 

pasteurizado após 48 h de incubação. Esta capacidade de peptonizar o leite 

pasteurizado relacionado com uma alta atividade proteolítica não é favorável 

para a utilização destas leveduras na fabricação de queijo, devido a prováveis 

perdas de rendimento. 

 Desta forma, mais estudos devem ser feitos para avaliar o papel da 

presença destas bactérias e leveduras em queijo colonial e se afetam de fato as 

características organolépticas e de rendimento no produto final. 

 

 

5.3.3 Teste do Litmus Milk 

 

Litmus milk é um meio complexo que diferencia os microrganismos 

com base nas suas múltiplas reações. Este meio possui vários componentes que 

podem ser metabolizados: glicose, lactose e caseína (MACFADDIN, 2000). 

Quando a caseína é digerida pelos microrganismos, isto coagula o leite e forma 

uma coalhada. Esta foi a reação observada em todos os microrganismos que 

foram positivos neste teste, com exceção da cepa 108, um Paenibacillus sp. na 

etapa de pós salga, que fermentou a lactose e produziu ácido, e da cepa 105, 

também Paenibacillus sp. no queijo, que utilizou as proteínas do meio tornando 

este alcalino (Tabela 10). A formação de coalhada é esperada pela ação de 
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bactérias como L. lactis, que são bactérias ácido láticas presentes em fermentos 

utilizados na produção de queijos. Este é o primeiro trabalho que avalia a 

atividade de microrganismos no meio Litmus Milk, e os resultados encontrados 

demonstram a importância de mais estudos sobre o comportamento de 

microrganismos neste meio e seus efeitos nas caracteristicas organolépticas e 

de rendimento em queijos. 

 

Tabela 10. Bactérias e leveduras positivas no Litmus Milk a 30°C  

Espécie  N° de cepas isoladas em cada 

etapa de produção 

 Identificação Cepa 
Leite Coalhada 

Pós-

salga 
Queijo 

Bacillus sp. 6,8 2 -* - - 

Bacillus sp. 4 - 1 - - 

Klebsiella sp. 15 - - - 1 

Lactococcus lactis 5,21,90 3 - - - 

Lactococcus lactis 12,41,100,101 - 4 - - 

Lactococcus lactis 26,46 - - 2 - 

Lactococcus lactis 20 - - - 1 

Paenibacillus sp. 107,108 -  2 - 

Paenibacillus sp. 105 - - - 1 

Raoutella sp. 83 1 - - - 

Staphylococcus saprophyticus 39 1 - - - 

Staphylococcus saprophyticus 23,24,43 - 3 - - 

Staphylococcus saprophyticus 35 - - 1 - 

Staphylococcus saprophyticus 36 - - - 1 

Staphylococcus aureus 29 1 - - - 

Staphylococcus aureus 30 - 1 - - 

Staphylococcus aureus 25,32 - - 2 - 

Candida sp. 34L1 1 - - - 

Candida pararugosa 51L1,55L1,55L2 3 - - - 

Candida pararugosa 59L1,59L2,60L1,60L2 - - - 4 

Rhodotorulla mucilaginosa 2L 1 - - - 

Trichosporon coremiiforme 52L1 1 - - - 

Trichosporon coremiiforme 57L1,57L2,58L2 - - - 3 

Total de microrganismos isolados 

em cada etapa 

 14 9 7 11 

*- indica ausência de crescimento de microrganismos nesta etapa 
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No teste do Litmus Milk houve grande discordância com os resultados 

de caseínase em placa. Das 38 cepas positivas no teste em placa somente 18 

foram positivas no Litmus Milk. Em contrapartida oito cepas negativas no teste 

em placa foram positivas no Litmus Milk. O teste em placa apresentou maior 

eficiência. 

Nenhum microrganismo apresentou qualquer atividade no Litmus Milk 

na temperatura de 5°C. L. lactis e S. saprophyticus foram as bactérias com maior 

atividade e presentes em todas as etapas de produção. As leveduras positivas 

em maior número nesse teste foram as espécies C. pararugosa e T. 

coremiiforme, nas etapas do leite e queijo. 

 

5.3.4 Teste de Fermentação da Lactose 
 

Das 10 espécies de bactérias identificadas, cinco delas apresentaram 

cepas com capacidade de fermentação da lactose. Das quatro espécies de 

leveduras, três apresentaram cepas com capacidade de fermentação da lactose 

(Tabela 11). 

 

Tabela 11. Bactérias e leveduras positivas no teste de fermentação da lactose a 

30°C  

Espécie  N° de cepas isoladas em cada etapa de 

produção 

 Identificação 

Cepa 
Leite Coalhada Pós-salga Queijo 

Citrobacter freundii 13 -* - 1 - 

Klebsiella sp. 14 - - 1 - 

Lactococcus lactis 12 - 1 - - 

Lactococcus lactis 26 - - 1 - 

Lactococcus lactis 19,20,27 - - - 3 

Paenibacillus sp. 102,108 - - 2 - 

Raoutella sp. 85,98 2 - - - 

Candida sp. 75L2,75L3 - - - 2 

Candida pararugosa 55L2,55L3 2 - - - 

Candida pararugosa 60L1,60L2 - - - 2 

Trichosporon coremiiforme 57L1,58L2 - - - 2 

Total de microrganismos isolados em cada etapa  4 1 5 9 

*- indica ausência de crescimento de microrganismos nesta etapa 
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L. lactis foi a bactéria com maior positividade na fermentação da 

lactose, foi encontrado um isolado positivo na etapa da coalhada, um na pós 

salga e prevalecendo com maior número de isolados na etapa do queijo. Este 

resultado é esperado, já que a fermentação da lactose pela ação destas 

bactérias utilizadas em culturas starter é desejada para levar à formação da 

coalhada na etapa inicial de preparo do queijo colonial. 

Interessante observar que das 28 cepas de L. lactis isoladas, somente 

cinco fermentaram a lactose e nenhuma delas isolada do leite. Das leveduras 

positivas neste teste, as espécies de Candida sp., C. pararugosa e Trichosporon 

coremiiforme também prevaleceram na etapa do queijo.  

Os resultados demonstram que as cepas isoladas não eram 

fermentadoras da lactose, e esta atividade lítica só foi observada na temperatura 

de 30°C, reforçando ainda mais a importância da refrigeração para o controle 

destes microrganismos.  
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6. CONCLUSÔES 

 

Todas as 60 bactérias (16 cepas no leite, 16 na coalhada, 14 na pós 

salga e 14 no queijo) e 24 leveduras (10 cepas no leite e 14 no queijo) nas 

principais fases de produção do queijo colonial foram identificadas. 

Lactococcus lactis foi a espécie com maior número de cepas identificadas 

entre as bactérias e Candida pararugosa entre as leveduras.  

Foi realizada uma triagem dos microrganismos pelo método de 

microbiologia clássica, que foram posteriormente identificadas usando 

MALDI-TOF e/ou sequenciamento. O método MALDI-TOF apresentou 

deficiência principalmente na identificação de leveduras por não possuir um 

banco de dados ainda completo com microrganismos ambientais.  

 A maior atividade lítica dos microrganismos identificados foi na 

temperatura de 30°C e a maior diversidade de espécies foi verificada no leite 

e no queijo. Nos testes enzimáticos realizados, as bactérias demonstraram 

maior atividade proteolítica, enquanto que as leveduras foram mais lipolíticas 

e também apresentaram maior porcentagem de formação de coágulo no 

Litmus Milk e na fermentação da lactose. 

 Os testes realizados em temperaturas de 5oC demonstram a 

importância da refrigeração no controle da atividade microbiana.   
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APÊNDICE 1 

Listagem de bactérias e leveduras isoladas de várias etapas da produção do queijo Colonial, identificadas pelos 

métodos de MALDI-TOF MS e/ou Sequenciamento parcial do gene RNA16Sr* 

No da amostra  Etapa  

MALDI TOF 
(Escore) 

Sequenciamento RNA 16S 
(% homologia) Identificação  

1 leite 2.096 99 Bacillus sp. 
2 leite 2.105 NE Bacillus sp. 
5 leite 2.290 NE Lactococcus lactis 
6 leite 2.055 NE Bacillus sp. 
7 leite 2.121 99 Bacillus sp. 
8 leite 2.086 99 Bacillus sp. 
21 leite 2.250 NE Lactococcus lactis 
28 leite 2.382 NE Lactococcus lactis 
29 leite 2.110 97 Staphylococcus aureus 
39 leite 2.115 NE Staphylococcus saprophyticus 
83 leite 2.549 100 Raoutella ornithinolytica 
85 leite 2.438 NE Raoutella ornithinolytica 
90 leite 1.893 99 Lactococcus lactis 
91 leite 2.238 NE Lactococcus lactis 
98 leite 2.360 NE Raoutella ornithinolytica 
1A leite 2.109 NE Candida guilliermondii 
1C leite 1.945 NE Candida guilliermondii 
2L** leite 1.922 99 Rhodotorulla mucilaginosa 
34L1 leite 2.062 NE Candida guilliermondii 
49L1 leite 2.182 NE Candida guilliermondii 
51L1 leite 1.988 NE Candida sp. 
52L1 leite ENC NE Não identificada 
55L1 leite ENC NE Tricosporum sp.  
55L2 leite ENC NE Tricosporum sp. 
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APÊNDICE 1 Continuação... 

No da amostra 
 

Etapa 
 

MALDI TOF 
(Escore) 

Sequenciamento RNA 16S 
(% homologia) 

Identificação 
 

55L3 leite ENC NE Não identificada 
3 coalhada 2.387 NE Lactococcus lactis 
4 coalhada 2.112 NE Bacillus mycoides 
9 coalhada 2.339 NE Lactococcus lactis 
10 coalhada 2.338 NE Lactococcus lactis 
11 coalhada 2.338 NE Lactococcus lactis 
12 coalhada 2.163 96 Lactococcus lactis 
23 coalhada 2.072 99 Staphylococcus saprophyticus 
24 coalhada 2.271 100 Staphylococcus saprophyticus 
30 coalhada 2.137 NE Staphylococcus warneri 
31 coalhada 2.60 99 Staphylococcus warneri 
40 coalhada 2.216 99 Staphylococcus xylosus 
41 coalhada 2.285 NE Lactococcus lactis 
42 coalhada 2.337 NE Lactococcus lactis 
43 coalhada 2.029 96 Staphylococcus saprophyticus 
44 coalhada 2.311 NE Lactococcus lactis 
100 coalhada 2.360 NE Lactococcus lactis 
101 coalhada 2.006 NE Lactococcus lactis 
13 pós salga 2.301 99 Citrobacter freundii 
14 pós salga 2.523 NE Klebsiella varicola 
17 pós salga 3.337 NE Lactococcus lactis 
18 pós salga 2.301 96 Lactococcus lactis 
25 pós salga 2.341 NE Staphylococcus saprophyticus 
26 pós salga 2.341 NE Lactococcus lactis 
32 pós salga 2.045 NE Staphylococcus warneri 
33 pós salga 2.163 NE Staphylococcus warneri 
34 pós salga 2.172 NE Lactococcus lactis 
35 pós salga 2.348 100 Staphylococcus saprophyticus 
46 pós salga 2.390 NE Lactococcus lactis 
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APÊNDICE 1 Continuação... 
No da amostra 

 
Etapa 

 
MALDI TOF 

(Escore) 
Sequenciamento RNA 16S 

(% homologia) 
Identificação 

 
102 pós salga 2.563 99 Paenibacillus humicus 

107 pós salga 2.363 NE Paenibacillus humicus 

108 pós salga 2.502 NE Paenibacillus humicus 

15 queijo 2.427 NE Klebsiella varicola 

16 queijo 2.246 NE Lactococcus lactis 

19 queijo 2.308 NE Lactococcus lactis 

20 queijo 2.332 NE Lactococcus lactis 

27 queijo 2.311 NE Lactococcus lactis 

36 queijo 2.042 96 Staphylococcus saprophyticus 

37 queijo 2.042 NE Staphylococcus saprophyticus 

38 queijo 2.071 NE Staphylococcus saprophyticus 

47 queijo 2.228 NE Lactococcus lactis 

81 queijo 2.359 NE Lactococcus lactis 

96 queijo 2356 NE Lactococcus lactis 

105 queijo 2.571 99 Paenibacillus humicus 

109 queijo 2.326 NE Lactococcus lactis 

110 queijo 2.528 NE Paenibacillus humicus 

57L1 queijo ENC NE Não identificada 

57L2 queijo ENC NE Não identificada 

57L3 queijo ENC NE Não identificada 

58L1 queijo ENC NE Não identificada 

58L2 queijo ENC NE Não identificada 

58L3 queijo ENC 100 Trichosporon coremiiforme 

59L1 queijo 2.344 NE Candida pararugosa 

59L2 queijo 2.347 100 Candida pararugosa 

60L1 queijo ENC NE Não identificada 

60L2 queijo ENC NE Não identificada 

60L3 queijo ENC NE Trichosporon sp.  

72L1 queijo 2.003 NE Candida pararugosa 

75L2 queijo 2.084 100 Candida pararugosa 
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APÊNDICE 1 
 Continuação    

No da amostra 
 

Etapa 
 

MALDI TOF 
(Escore) 

Sequenciamento RNA 16S 
(% homologia) 

Identificação 
 

75L3 queijo 2.091 NE Candida guilliermondii 

 
 

* Tabela atualizada após a defesa da dissertação.  Cepas não identificadas. Não foi possível o reisolamento.  
**. Em negrito: isoldados que foram sequenciados até o momento.  
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APÊNDICE 2 

Resultados dos testes morfológicos, fisiológicos e bioquímicos feitos com bactérias e leveduras isoladas de 

várias etapas da produção do queijo Colonial 

No da 
Gelad.1 

Lipase  Lipase  Casein2. Casein.2 Lac.3 
Litmus 
 milk Gram4 End.5 Cat.6 OF7 Coag.8  Hem.9 TSI SIM  SIM  SIM  Ureia 

C.. 
10 

amostra 
 5°C 

30°C 
(mm) 

 5°C 
(mm) 30°C (mm)  5°C mm 30°C  30°C        H2S mot Indol   

1 N11 N N 1 N N N b GN NV12 NF13 NF NF NF AA14 P15 N N P N 

2 N N N 1 N N N b GN NV NF NF NF NF AA P N N P N 

5 P 1 N 5 N N COA16 cb GP NV N NN17 NF NF NF N N N NF NF 

6 P 1,5 N 5 N N COA b GP P P NF NF NF NF P NF NF NF NF 

7 N 1 N 4 N N N b GP NV NF NF NF NF AA P N N N N 

8 N 2 N 5 N N COA b GP P P NF NF NF NF P N NF NF NF 

21 N 4 N N N N COA cb GP NV P PP18 NF NF NF N M19 N NF NF 

28 N 2 1 3 N N N cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

29 N 4 1 2 N N COA c GP NV P NN P NF NF NF NF NF NF NF 

39 N 2 1 4 N N COA c GP NV P PP P NF NF NF NF NF NF NF 

83 N 1,5 1 N N N COA b GN NV NF NF NF NF AA NF N N N N 

85 N N 1 N N P N b GN NV NF NF NF NF 
Alc-
Alc20 P N N N P 

90 N N N N N N COA c GP NV P NN N NF NF NF NF NF NF NF 

91 N 3 1 N N N N c GP NV P NN N NF NF NF NF NF NF NF 

98 N 1,5 N N N P N b GN NV NF NF NF NF AA P N N N N 

1A N N N N N N N lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

1C N N N N N N N lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

2L N 2 N N N N COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

34L1 P 2 N 4 N N COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

49L1 P N N N N N N lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

51L1 P 1 N N N N COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

52L1 N 2 N N N N COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

55L1 P 2 N N N N COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

55L2 N 2 N N N P COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

55L3 N 1 N N N P N lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 
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APÊNDICE 2 Continuação... 

No da 
Gelad.1 

Lipase  Lipase  Casein2. Casein.2 Lac.3 
Litmus 
 milk Gram4 End.5 Cat.6 OF7 Coag.8  Hem.9 TSI SIM  SIM  SIM  Ureia 

C.. 
10 

amostra 
 5°C 

30°C 

(mm) 

 5°C 

(mm) 30°C (mm)  5°C mm 30°C  30°C        H2S mot Indol   

3 N N N 2 N N N cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

4 P N N 1 2 N COA b GP NV P NF NF NF NF P N NF NF NF 

9 N N N 1 4 N N cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

10 N 2 N 4 N N N cb GP NV P PP NF NF NF N N N NF NF 

11 N 2 N 5 N N N cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

12 N N N 2 N P COA c GP NV N NF N N NF NF NF NF NF NF 

23 N N N N N N COA cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

24 N 2 1 4 N N COA cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

30 N 4 1 3 N N COA c GP NV P NN P NF NF NF NF NF NF NF 

31 N 1 N 3 3 N N c GP NV P NN P NF NF NF NF NF NF NF 

40 N N N 1 N N N c GP NV P PP P NF NF NF NF NF NF NF 

41 N N 1 2 1 N COA cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

42 N 2 N 1 N N N cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

43 N N N 1 1 N COA c GP NV P PP P NF NF NF NF NF NF NF 

44 N 3 N 2 N N N cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

100 N N N 2 N N COA cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

101 N N N 1 N N COA c GP NV P NN N NF NF NF NF NF NF NF 

13 N N N 4 N P N b GN NV NF NF NF NF AA P N N N N 

14 N 1 N N N P N b GN NV NF NF NF NF Alc-Alc N N N P P 

17 N N N 2 N N N cb GP NV P PP NF NF NF N N N NF NF 

18 N 2 N 3 N N N cb GP NV P PP NF NF NF N N N NF NF 

25 N 3 N 1 N N COA c GP NV P NN P NF NF NF NF NF NF NF 

26 N N N 2 N P COA cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

32 N N N N N N COA c GP NV P NN P NF NF NF NF NF NF NF 

33 N 4 N N N N N c GP NV P NN P NF NF NF NF NF NF NF 

34 N 2 2 2 N N N cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

35 N 3 1 N N N COA c GP NV P PP P NF NF NF NF NF NF NF 

46 N N N 2 N N COA cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

102 N N N N N P N cb GP NV P FP NF NF NF P N N NF NF 

107 N N N N N N COA cb GP NV P FP NF NF NF P N N NF NF 
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APÊNDICE 2 Continuação... 

No da 
Gelad.1 

Lipase  Lipase  Casein2. Casein.2 Lac.3 
Litmus 
 milk Gram4 End.5 Cat.6 OF7 Coag.8  Hem.9 TSI SIM  SIM  SIM  Ureia 

C.. 
10 

amostra 
 5°C 

30°C 
(mm) 

 5°C 
(mm) 30°C (mm)  5°C mm 30°C  30°C        H2S mot Indol   

108 N N N 3 N P ROSA cb GP NV P FP NF NF NF P N N NF NF 

15 N 1 N 3 3 N COA b GN NV NF NF NF NF Alc-Alc P N N P P 

16 N N N 3 N N N c GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

19 N N N 2 1 P N c GP NV N NF NF N NF NF NF NF NF NF 

20 N N N 1 N P COA cb GP NV P PP NF NF NF N N N NF NF 

27 N N N N N P N c GP NV N NF NF N NF NF NF NF NF NF 

36 N 2 1 N N N COA c GP NV P PP P NF NF NF NF NF NF NF 

37 N N N N N N N c GP NV P PP P NF NF NF NF NF NF NF 

38 N 1 N N N N N c GP NV P PP P NF NF NF NF NF NF NF 

47 N 3 N 5 N N N cb GP NV N NN NF NF NF N N N NF NF 

81 N N N 1 N N N c GP NV N NN NF NF NF NF NF NF NF NF 

96 N N 1 2 N N N c GP NV N NN NF NF NF NF NF NF NF NF 

105 N N 1 N N N AZUL cb GP NV P FP NF NF NF P N N NF NF 

109 N N N 1 N N N c GP NV N FP NF NF NF NF NF NF NF NF 

110 N N N 1 N N N cb GP NV P FP NF NF NF P N N NF NF 

57L1 P 5 N N N P COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

57L2 P 4 N 2 N N COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

57L3 P 2 N N N N N lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

58L1 P 2 N N N N N lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

58L2 P 2 N 1 N P COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

58L3 N 1 N N N N N lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

59L1 P 1,5 N N N N COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

59L2 P 4 N N N N COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

60L1 P 1 N N N P COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

60L2 N 1 N N N P COA lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

60L3 N N N N N N N lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

72L1 N N N N N N N lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

75L2 P 2 N N N P N lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 

75L3 P 2 N N N P N lev NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF NF 
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APÊNDICE 2 Continuação... 

1. Crescimento a 5oC em geladeira. 2. Teste de proteinase. Ágar leite desnatado; 3. Teste de Fermentação da lactose; 4. Morfologia após coloração 

de Gram: c+coco, b+bacilo, cb= cocobacilo, lev=levedura, GN=gram negativa, GP Gram positiva; 5. Visualização de endósporo; 6. Prova da 

Catalase; 7. Teste de Oxidação-Fermentação Glicose; 8. Teste da Coagulase em tubo; 9. Teste de hemólise, sangue ovino; 10. C, Teste de 

citrato. 11. Negativo para o teste. 12. não visualizado; 13. Não executado. 14. AA=. ácido base-ácido bisel. 15. Positivo para oteste. 16. 

Coagulação. 17. NN=negativo para oxidação e para fermentação. 18. PP=  Positivpo para oxidação e para fermentação. 19. Motilidade positiva. 

20. alcalino-alcalino.  

 


