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RESUMO
De queijos minas padrão artesanal provenientes de diferentes localidades de 
Minas Gerais, foram isoladas bactérias do ácido láctico. A pré-identificação 
das bactérias foi baseada em testes fenotípicos, como morfologia da célula, 
coloração de gram, ausência de catalase, esporos e mobilidade. Foram 
recuperados 21 isolados, dos quais 4 foram testados para a viabilidade em 
leite desnatado a 4°C durante 28 dias. Observou-se uma redução da carga 
microbiana de um ciclo log nos 14 primeiros dias em todos os isolados, 
mas após este período, eles voltaram a crescer. Os isolados mais resistentes 
ao resfriamento foram o M28 e QS9 e por isso, foram submetidos ao 
congelamento a -20°C por 30 dias. O isolado M28 apresentou a melhor 
resposta. Demonstrou-se assim, que o resfriamento e o congelamento não 
comprometeu a viabilidade celular dos isolados, o que pode favorecer seu 
emprego em produtos probióticos.

Palavras-chave: Bactéria do ácido lático, estocagem, queijo minas artesanal, 
sobrevivência em baixa temperatura.

INTRODUÇÃO

O queijo minas artesanal é considerado um patrimônio histórico 
e cultural do estado de Minas Gerais, e trata-se de um dos principais 
produtos da agroindústria familiar mineira, sendo um alimento de consumo 
tradicional em todo o estado. Para ser caracterizado como queijo Minas 
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Artesanal, o processo de produção deve seguir algumas normas, definidas 
na Lei estadual nº 14.185 de 2002, bem como ser fabricado a partir do 
leite cru, apresentar cor e sabor próprios, massa uniforme, sendo isento de 
corantes e conservantes1. 

Há muito tem sido relatado os benefícios do consumo de determinados 
tipos de alimentos para a saúde do indivíduo. Alguns desses alimentos 
contêm microrganismos que contribuem para o equilíbrio fisiológico 
do hospedeiro2,3. Tais alimentos são conhecidos como probióticos, cuja 
definição se refere a suplementos alimentares com bactérias vivas que 
quando ingeridas, produzem efeitos benéficos ao hospedeiro, favorecendo 
o equilíbrio de sua microbiota normal4. Trabalhos mostram a relevância das 
bactérias do ácido lático, principalmente espécies de Lactobacillus isoladas 
de vários ambientes, como sendo as principais bactérias com efeitos 
probióticos5,6. Vale ressaltar que uma cepa para ser considerada probiótica 
deve ficar viável por longo período até seu consumo, isto é, sobreviver 
aos processos tecnológicos do alimento e à estocagem, tolerar o baixo pH 
gástrico, resistir à ação da bile e das secreções pancreáticas e intestinais, 
bem como possuir capacidade de adesão no trato gastrointestinal, trazendo 
benefícios à saúde comprovados7,8,9. 

Assim, o presente trabalho teve como objetivos isolar de queijo minas 
padrão artesanal bactérias do ácido lático e verificar a viabilidade dos 
isolados frente ao resfriamento e ao congelamento.

MATERIAL E MÉTODOS

Os microrganismos foram isolados de queijos minas padrão artesanal 
oriundos de cidades do interior de Minas Gerais. Cerca de 25g das amostras 
foram homogeneizadas em 225 ml de salina e após diluições seriadas foi 
realizado o plaqueamento em ágar MRS, as quais ficaram incubadas a 37°C 
durante 48h em anaerobiose. Após a incubação, colônias em uma mesma 
placa apresentando morfologias diferentes foram coletadas e incubadas 
em caldo MRS a 37°C por 24h. 
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As bactérias láticas foram identificadas segundo o manual de 
Bergey10 como sendo gram-positivas, catalase negativas, não móveis e 
não esporulantes. Somente as bactérias com forma de bastonete foram 
estocadas a -80°C em caldo MRS suplementado com glicerol (20%v/v) para 
posterior uso.

Para verificar a resistência destas bactérias durante o resfriamento, 
utilizou-se a metodologia descrita por Zacarías et al11com modificações. 
Os isolados foram crescidos em caldo MRS durante 24h a 37°C e 10μL 
dessa cultura foram adicionados em 1,5 ml de caldo MRS, o qual foi 
incubado nas mesmas condições anteriores. Após crescimento, as culturas 
foram centrifugadas (10.000 rpm, 10 min, 4°C), lavadas duas vezes com 
tampão PBS pH7,4. Os precipitados foram homogeneizados em 500μL do 
mesmo tampão e em seguida, adicionados em 15ml de leite desnatado 
reconstituído a 10% (w/v) com pH6,5. Estes foram estocados a 4°C por 28 
dias. As contagens foram realizadas em triplicata pelo plaqueamento de 
aliquotas da cultura em ágar MRS no tempo zero e semanalmente até que 
se completassem os 28 dias. Dois isolados foram testados para a resistência 
a estocagem a -20°C. As contagens foram realizadas no tempo zero e com 
30 dias.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foram isolados dos queijos vinte e uma bactérias e destas, quatro 
provenientes de diferentes amostras foram selecionadas para os testes 
de resfriamento e congelamento. Na figura 1A observa-se que as células 
sofreram uma pequena redução da carga microbiana (aproximadamente 
um ciclo log) nos primeiros 14 dias, voltando a crescer após este período, 
demonstrando assim, uma fase de adaptação àquele ambiente. O isolado 
M28 apresentou melhor resistência ao resfriamento e os isolados QS9 e QS2 
tiveram o mesmo comportamento até 21 dias, porém enquanto QS2 parou 
seu crescimento após este período, QS9 continuou a crescer. Desta forma, 
M28 e QS9 atingiram cerca de 109 células/ml após os 28 dias de estocagem. 

Os dois isolados que obtiveram melhor resposta ao resfriamento (M28 e 
QS9) foram submetidos ao congelamento a -20°C (Figura 1B). O isolado 
M28 também foi o que apresentou melhor resistência, pois continuou seu 
crescimento durante a estocagem.

O congelamento e resfriamento são técnicas amplamente utilizadas 
na indústria de probióticos para manter a viabilidade celular12. Entre os 
fatores que vão influenciar a sobrevivência celular estão o pH do meio e a 
temperatura na qual ele é conservado.

A permeabilidade do oxigênio no recipiente é outro fator que pode 
diminuir a viabilidade celular durante o resfriamento e o congelamento, 
como desmonstrado por Kurtmann et al.13 Por isso, é importante realizar 
a refrigeração ou congelamento em recipiente totalmente vedado, com 
volume completo para que não haja diminuição da viabilidade celular.

Figura 1. Sobrevivência de bactérias láticas ao resfriamento a 4°C (A) e ao congelamento a 
-20°C (B).

A
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B

CONCLUSÔES

O armazenamento das bactérias láticas em leite desnatado 
reconstituído a 10% com pH 6,5 em 4°C por 28 dias e em 20°C por 30 dias 
é indicado, uma vez que não eliminou nem comprometeu a viablidade 
das bactérias. Os isolados mais resistentes ao resfriamento foram M28 e 
QS9, sendo o M28 resistente também ao congelamento. Estes isolados 
são candidatos a prosseguirem os testes para verificarem seu potencial 
probiótico.
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