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1 INTRODUÇÃO 
 

O uso dos alimentos como veículo de promoção do bem-estar e saúde e, ao 

mesmo tempo, como redutor dos riscos de algumas doenças, tem incentivado 

pesquisas e desenvolvimento de novos produtos, além da criação de outros nichos 

de mercado.  

Deste modo surgiu o conceito de alimentos funcionais, que são aqueles que 

proporcionam benefícios à saúde pelos mecanismos não previstos na nutrição 

convencional, sendo a prevenção de doenças uma de suas características. Desta 

forma, os fabricantes de alimentos possuem uma maior necessidade em elaborar 

produtos mais saudáveis e que atendam aos parâmetros de qualidade e segurança 

exigidos pelos consumidores e pela legislação.  

Bactérias láticas além de agregarem valor aos alimentos, promovem também 

a sua conservação, devido à competição e inibição da microbiota deteriorante e/ou 

agentes patogênicos. Como exemplo tem-se os probióticos, que são microrganismos 

vivos que exercem diversos efeitos benéficos à saúde do consumidor. 

Os laticínios são considerados a maior fonte de probióticos, sendo que os 

seus atributos peculiares proporcionam a maior viabilidade das cepas. Destacam-se 

os leites fermentados e iogurtes, sendo os principais produtos comercializados neste 

tipo de mercado. Os queijos aparecem em menor frequência, apesar das 

características favoráveis como uma consistência mais sólida, maior teor de gordura 

e pH, que proporcionam um ambiente favorável para a viabilidade da cepa no trato 

gastrointestinal. 

As sobremesas lácteas são consideradas como produtos alternativos fontes 

de probióticos, considerando o lançamento de marcas bem aceitas entre os 

consumidores. Os sistemas tecnológicos aplicados na indústria de laticínios e os 

ingredientes inovadores têm proporcionado a produção de sobremesas com novas 

características sensoriais e com maior valor nutritivo.  

Mas além do aspecto tecnológico e comercial, deve-se atentar à necessidade 

de proporcionar um alimento inócuo, garantindo a segurança do consumidor. É 

amplamente reconhecido que alimentos de origem animal constituem a via mais 

importante de transmissão de inúmeros patógenos tais como Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus, Salmonella spp, Listeria monocytogenes e Escherichia coli. 

Grande preocupação tem-se com E. coli produtora de toxina shiga (STEC), já que 
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bovinos são o principal reservatório animal. Surtos de STEC O157:H7 foram 

relatados a partir do consumo de produtos lácteos, destacando-se iogurte e queijos 

como importantes veículos de transmissão desse patógeno.    

Nas indústrias de alimentos a preocupação é constante com as Boas Práticas 

de Fabricação (BPF), no intuito de reduzir os perigos de contaminação e com isso 

garantir uma boa qualidade do produto final. Porém, é importante ressaltar que a 

adesão e formação de biofilme por microrganismos patogênicos em contato com as 

superfícies nas plantas de processamento de alimentos, é um problema de Saúde 

Coletiva. 

Considera-se de grande importância o estudo do efeito de probióticos sobre a 

inibição de patógenos. Além disso, há maior necessidade de pesquisas relacionadas 

ao comportamento de probióticos sobre os microrganismos patogênicos veiculados 

por alimentos, cada patógeno possui um comportamento, de acordo com o tipo de 

alimento. 

Com base nos fatos supracitados, no presente trabalho objetivou-se: 

 Avaliar os efeitos antibacterianos in vitro de diferentes probióticos como 

Bifidobacterium bifidum e cultura mista (Streptococcus thermophilus e 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) sobre patógenos 

alimentares;  

 Avaliar a viabilidade de Lactobacillus acidophilus em sobremesa láctea 

(SL) sabor chocolate e a ação sobre patógenos alimentares; 

 Avaliar a viabilidade de Lactobacillus casei durante o armazenamento 

do queijo Minas Frescal e a ação sobre Escherichia coli O157:H7; 

 Avaliar a capacidade de formação de biofilme de E. coli O157:H7 

produtora de toxina Shiga em superfície de aço inoxidável. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS 
 

O papel da dieta da população vem sendo um desafio para as indústrias 

alimentícias em atender o desejo dos consumidores em adquirirem produtos 

saborosos, visualmente atrativos e que promovam a saúde e o bem estar (SAAD, 

CRUZ, FARIA, 2011). É de grande relevância que o estado nutricional da população 

é afetado pelo elevado consumo de açúcares, sal, gorduras trans e saturadas, baixo 

consumo de fibras, vitaminas e minerais. Esses hábitos alimentares aliados ao 

sedentarismo são os principais causadores de doenças crônicas como câncer, 

obesidade, hipertensão arterial, hipercolesterolemia e doenças cardiovasculares 

(HU, 2011; JUSTFOOD, 2006;). Considera-se que tais doenças desencadeiam altas 

taxas de mortalidade, sendo que as cardiovasculares são responsáveis por 48% das 

mortes, seguidas pelo câncer (21%) e pelo diabetes (3%) (POHLENZ; GATLIN, 

2014).  

A fim de reduzir os riscos de doenças, o desenvolvimento de novos produtos 

alimentícios que contêm substâncias biologicamente ativas tem sido proposto 

(ROBERFROID, 2002). Os alimentos funcionais estão nessa categoria, por 

proporcionarem benefícios clínicos e efeitos nutricionais conhecidos (SAAD et al., 

2011). 

A definição legal de alimento funcional foi estipulada em 1991, quando da 

criação de uma legislação específica, caracterizada pela Foods for Specified Health 

Use (FOSHU), referente a alimentos para uso especial da saúde (SANDERS, 1998). 

São considerados alimentos funcionais aqueles que promovem a saúde pelos 

mecanismos não previstos na nutrição usual (BAGCHI, 2008; HENRY, 2010). Alguns 

critérios foram estabelecidos para determinação de um alimento funcional, tais 

como: exercer ação metabólica ou fisiológica que contribua para a saúde física e 

para a diminuição de morbidades crônicas; integrar a alimentação usual; os efeitos 

positivos devem ser obtidos em quantidades não tóxicas, perdurando mesmo após 

suspensão de sua ingestão; e, por fim, os alimentos funcionais não são destinados 

ao tratamento ou cura das doenças (BAGCHI, 2008; BORGES, 2000;). 

Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova concepção lançada pelo 

Japão na década de 80, por um programa de governo que objetivou desenvolver 
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alimentos saudáveis para uma população que envelhecia e apresentava uma grande 

expectativa de vida (MARTINS; PINTO; FERREIRA, 2004) Sendo assim, as 

indústrias alimentícias, aliado ao retorno financeiro, passaram a investir na pesquisa, 

desenvolvimento e marketing de novos produtos (ANJO, 2004). 

No Brasil a legislação sobre alimentos funcionais é regulamentada pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária do Ministério da Saúde (ANVISA), onde a 

Comissão de Assessoramento Técnico-Científica em Alimentos Funcionais e Novos 

Alimentos tem a responsabilidade de avaliar os relatórios técnico científicos exigidos 

e as alegações de propriedades funcionais. Na Resolução número 18, de 30 de abril 

de 1999 foi aprovado o regulamento técnico onde constam as diretrizes básicas para 

análise e comprovação de propriedades funcionais e/ou de saúde alegadas na 

rotulagem de alimentos (BRASIL, 1999a). E na Resolução número 19, de 30 de abril 

de 1999 estão regulamentados os procedimentos para o registro de alimento com 

alegação de propriedades funcionais e de saúde na rotulagem (BRASIL, 1999b).  

 

2.2 BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS (BAL) 

 

O grupo das bactérias ácido lácticas é composto por doze gêneros: 

Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Vagococcus, Lactobacillus, 

Pediococcus, Leuconostoc, Carnobaterium, Lactosphaera, Oenococcus, 

Tetragenococcus e Weissella (JAY, 2005). 

As BAL estão amplamente distribuídas na natureza, particularmente no leite, 

são também habitantes dos tratos gastrointestinal, respiratório superior e urogenital 

inferior dos animais (HOVE, NORGAARD, MORTENSEN, 1999). O grupo inclui 

bastonetes e cocos não esporulados, aeróbios, microaerófilos ou anaeróbios 

facultativos. A maioria é inativada a temperaturas superiores a 70°C. Bactérias 

lácticas que utilizam, preferencialmente, a lactose como fonte de carbono são 

homofermentativas ou heterofermentativas (SALMINEN; VON WRIGHT, 1993). 

O gênero Bifidobacterium caracteriza-se como microrganismos Gram-

positivos, não formadores de esporos, desprovidos de flagelos, catalase-negativos e 

anaeróbios, podendo apresentar formas variadas que incluem bacilos curtos e 

curvados a bacilos bifurcados (HOLT,WILLIAMS, WILLINS, 1994). O aumento do 

valor nutritivo e terapêutico trazido pelas bifidobactérias gerou interesse no sentido 
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de incorporação dessas bactérias em determinados alimentos, sendo os veículos 

mais usuais os alimentos infantis, os leites fermentados, outros produtos lácteos e 

algumas preparações farmacêuticas (MAZO et al., 2009). 

O gênero Lactobacillus é descrito como um grupo heterogêneo de bastonetes 

regulares, Gram-positivos e não-esporulados. Com o desenvolvimento das análises 

filogenéticas nos anos 1980, houve muitas alterações nesse gênero. O gênero 

Lactobacillus inclui cerca de 80 espécies reconhecidas (AXELSSON, 2004), embora 

cinco espécies heterofermentativas do gênero Lactobacillus tenham sido transferidas 

para o gênero Weissella. Destacam-se nesse grupo os lactobacilos típicos do 

hospedeiro humano, os quais incluem as espécies Lactobacillus casei, Lactobacillus 

paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacilus acidophilus, além de Lactobacillus 

zeae (HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002). As espécies Lactobacillus casei, 

Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus possuem importante valor 

comercial para a indústria alimentícia, devido ao seu emprego na produção de leites 

fermentados e como culturas iniciadoras de fermentação na fabricação de queijos 

para a melhoria de sua qualidade (FERRERO  et al., 1996). 

Os Lactobacillus acidophilus são bacilos em forma de bastão com as 

extremidades arredondadas, geralmente medindo de 0,6-0,9 X 1,5-6,0 µm 

(micrômetros), crescendo isoladamente, em pares ou formando curtas cadeias; 

tendo como temperatura ótima de crescimento, com raras exceções, 45°C (ibid.). É 

considerado um homofermentador obrigatório e um microrganismo microaerófilo, 

sendo que o desenvolvimento é geralmente favorecido pela anaerobiose (VIEGAS, 

2008). Tem sido utilizado pela indústria de laticínios como probiótico na elaboração 

de vários produtos, os quais podem ter inúmeras aplicações na nutrição humana 

como suplementos alimentares, suspensões orais, comprimidos, iogurtes e leites 

fermentados (CHIODA et al., 2007). 

Os Lactobacillus delbrueckii são homofermentativos e fazem parte de três 

subespécies: delbrueckii, bulgaricus e lactis. L. delbrueckii subsp. bulgaricus 

fermenta apenas frutose, glicose, lactose, manose e sorbitol (ibid.). Proveniente do 

leite, tem a capacidade de competir com os lactobacilos probióticos no processo de 

fermentação e, durante o armazenamento sob refrigeração, produz peróxido de 

hidrogênio e ácido lático, que também afetam a sobrevivência de bactérias 

probióticas (LUCAS et al., 2004). 
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As bactérias do gênero Streptococcus são Gram positivas, células esféricas 

ou ovóides, medindo de 0,5-2,0 μm de diâmetro, ocorrendo aos pares ou em cadeias 

quando em meio de crescimento líquido. São catalase negativo e possuem 

metabolismo fermentativo, produzindo predominantemente ácido lático, porém sem 

produção de gás. Podem produzir pequenas quantidades de ácidos acético e 

fórmico, etanol e dióxido de carbono. Todas as espécies fermentam a glicose, 

gerando principalmente em ácido lático, imóveis e não formam esporos. São 

anaeróbias facultativas, requerem meio para crescimento rico em nutrientes e 

podem necessitar de 5% de dióxido de carbono. (HARDIE, 1986; HARDIE; WHILEY, 

1997). O Streptococcus thermophilus é utilizado com predominância em associação 

com outras culturas “starter” na elaboração de queijos e iogurtes (TAMINE, 1990). 

Bactérias ácido láticas possuem capacidade de reduzir ou inibir a 

contaminação por microrganismos deteriorantes e/ou patogênicos, devido a 

produção de bacteriocinas, ácido acético, lático, peróxido de hidrogênio, dióxido de 

carbono, diacetil, acetaldeído e de outras substâncias antimicrobianas (CLEVELAND 

et al., 2001; DEEGAN et al., 2006; LAU, LIONG, 2014). 

A ação antagonista de espécies de BAL contra microrganismos indesejáveis 

em alimentos tem sido descrita em vários trabalhos. Muitas BAL isoladas de leite e 

queijos possuem capacidade de inibição frente a patógenos e 

deteriorantes,como Staphylococcus spp., Listeria spp., Salmonella spp., Bacillus 

spp., Pseudomonas spp. e bactérias do grupo coliforme (ALEXANDRE et al., 2002; 

CARIDI, 2003). Na literatura é demonstrada a importância do uso desses 

microrganismos para a preservação de alimentos e para o controle de patógenos. 

 

2.3 PROBIÓTICOS  

 

O termo “probiótico” foi introduzido pela primeira vez em 1965. Define-se ao 

probiótico como “uma preparação ou um produto, contendo microrganismos viáveis 

e definidos em número suficiente, que alteram a microbiota (por implantação ou 

colonização) em uma parte do trato gastrointestinal do hospedeiro e, por esses 

meios, exercem efeitos benéficos na saúde do mesmo” (SCHREZENMEIR; DE 

VRESE, 2001).  

Os microrganismos probióticos podem ser incluídos na preparação de uma 

ampla gama de produtos, incluindo alimentos, medicamentos e suplementos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lau%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25856101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liong%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25856101
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dietéticos. As formas mais comuns para veicular os probióticos são os produtos 

lácteos e os alimentos fortificados com probióticos. No entanto, também existem no 

mercado comprimidos, cápsulas e sachês que contêm bactérias em forma liofilizada 

(WGO, 2008). 

Ross et al. (2005) consideram que a inserção de culturas probióticas em 

produtos lácteos se deve pela contribuição para a sobrevivência das cepas ao suco 

gástrico, particularmente por seu efeito tamponante e protetor. 

As espécies mais frequentemente empregadas na produção dos produtos 

probióticos do leite são de origem intestinal humana por serem mais toleradas, 

adaptadas as necessidades fisiológicas do hospedeiro, e pela facilidade de colonizar 

o intestino, comparando com culturas originárias do cólon de outros animais 

(PUUPPONEN-PIMIÄ et al, 2002). Destaca-se o gênero Lactobacillus, cujo habitat é 

o intestino delgado e Bifidobacterium encontrado no intestino grosso. L. acidophilus 

é o microrganismo probiótico muito utilizado pela indústria de alimentos 

(O’SULLIVAN, 2006). 

São considerados probióticos os seguintes microrganismos: Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacilus casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus, 

Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus lactis, 

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis), 

Bifidobacterium longum, Enterococcus faecium (BRASIL, 2008). 

Para que uma cultura seja considerada probiótica, algumas características 

devem estar presentes como: segurança para o uso; resistência a ácidos, enzimas 

pancreáticas e digestivas; adesão à mucosa epitelial do intestino; tolerância à bile; 

velocidade específica de crescimento elevada; imunomodulação sem efeito pró 

inflamatório; diminuição ou eliminação de microrganismos patogênicos do epitélio 

intestinal; ausência de patogenicidade e carcinogenicidade; ausência de genes 

determinantes de resistência; capacidade de colonização e persistência no trato 

gastrointestinal; capacidade para produção de substâncias que levem ao 

antagonismo do crescimento de patógenos beneficiando a microbiota intestinal 

(BRANDÃO, 2007; DANIEL, et al., 2006; HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002; 

OLIVEIRA et al., 2002). 

Na tecnologia de fabricação de produtos probióticos, além da seleção das 

cepas que se enquadrem nos critérios mencionados anteriormente, as culturas 

devem possuir boa multiplicação no leite, promover propriedades sensoriais 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224402000201
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adequadas no produto e serem estáveis e viáveis durante o armazenamento. Desta 

forma, podem ser manipuladas e incorporadas em produtos alimentícios sem perder 

a viabilidade e a funcionalidade, resultando em produtos com textura e aroma 

adequados (OLIVEIRA et al., 2002). 

 

2.3.1 Ação e benefícios dos probióticos 

 

Dentre os benefícios atribuídos à ingestão de alimentos contendo probióticos, 

alguns já foram provados cientificamente e outros ainda requerem mais estudos em 

humanos (GRANATO et al., 2010). 

A dose de probióticos necessária varia segundo a cepa e o produto. Embora 

muitos produtos de venda livre proporcionem entre 1–10 bilhões de UFC/dose, 

alguns produtos foram eficazes a níveis mais baixos, enquanto outros requerem 

quantidades muito maiores (WGO, 2008). 

O consumo regular de alimentos fontes de probióticos proporciona benefícios 

à saúde (CRUZ et al, 2009), devido as ações sobre o sistema imune, aumentando a 

resistência à infecções e doenças gastrointestinais (De VRESE et al., 2006, WEST 

et al., 2011). Observou-se em pesquisas que os probióticos favorecem a atividade 

fagocítica inespecífica dos macrófagos alveolares, sendo indicativo da ação 

sistêmica por secreção de mediadores que estimulariam o sistema imune (CROSS, 

2002).  

A dose mínima diária da cultura probiótica considerada terapêutica é de 108 a 

109 UFC, realizada pela ingestão de 100 g de produto contendo 106 – 107 UFC/g ou 

mL. (BRASIL, 2008). Tais concentrações de microrganismos probióticos devem ser 

mantidas em todos os passos do processamento do alimento, desde a sua 

fabricação até a ingestão pelo consumidor, como também devem ser capazes de 

sobreviver ao sistema gastrointestinal (CRUZ et al., 2009). 

Os efeitos benéficos à saúde do consumidor relacionados aos probióticos 

incluem o controle e estabilização da microbiota intestinal; redução da população de 

microrganismos patogênicos, relacionado a produção de compostos 

antimicrobianos; promoção da digestão da lactose por indivíduos intolerantes à 

lactose; aumento da absorção de minerais; produção de vitaminas do complexo B, 

vitamina K e alguns aminoácidos e estimulação do sistema imune pelo aumento da 
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produção de IgA e IgM de mucosa, células de defesa e citocinas (BARRANTES et 

al, 2004; BRITO; FARO, 2004; COPPOLA; GIL-TURNES, 2004). 

O uso dos probióticos no suporte terapêutico de certas patologias também 

tem sido reconhecido. Atribui-se o seu uso no tratamento das alergias alimentares, 

eczema atópico, intolerância à lactose, infecção urinária, candidíase vaginal, 

gatroenterites bacterianas e parasitoses intestinais (ISOLAURI et al., 2000; PÉREZ 

et al., 2014). 

A capacidade de produzir fatores antimicrobianos é outra característica dos 

microrganismos probióticos (JACK, TAGG, RAY, 1995). Além disso, destaca-se a 

adesão das cepas probióticas à mucosa intestinal de maneira mais eficaz do que as 

cepas patogênicas, tendo desta forma vantagem competitiva por espaço (TORO, 

2005).  

 

2.3.2 Queijo como produto probiótico 

 

 Os queijos são considerados como alternativas para a incorporação de 

cepas probióticas viáveis, conferindo, portanto, benefícios à saúde (BUTIRI; 

ROCHA; SAAD, 2005). Verificou-se em estudos relacionados à adição de cepas 

probióticas em queijos tem demonstrado a viabilidade desta prática, uma vez que as 

propriedades tecnológicas são alcançadas no produto final. Estes produtos são boas 

alternativas como veículos de cepas probióticas até o intestino, como resultado de 

algumas pesquisas (GARDINER et al., 1998; GOBBETTI et al., 1998; , KARIMI, 

MORTAZAVIAN, KARAMI, 2012; MADUREIRA et al., 2011). 

 Os queijos são produtos lácteos fonte de contaminação por E. coli  O157:H7, 

uma vez que o leite cru pode ser utilizado como matéria-prima na elaboração desse 

produto (CANDORI et al., 2013). A presença deste patógeno em queijo é 

preocupante, por ser um produto muito consumido pela população brasileira, além 

de ser armazenado sob refrigeração por longos períodos, o que pode permitir a 

multiplicação bacteriana (MOREIRA et al., 2003) 

Os queijos frescos, como o Minas Frescal, possuem características que 

conferem proteção às bactérias probióticas contra a ação do oxigênio, baixo pH e 

sais biliares, durante a sua passagem pelo trato gastrintestinal. As características 

destes produtos são a alta atividade de água, baixa concentração de sal, pH acima 

de 5.0, quantidade de gordura relativamente elevada e consistência mais sólida  
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(BURITI, DA ROCHA, SAAD, 2005; KARIMI, MORTAZAVIAN, KARAMI, 2012). 

Alguns autores comprovaram que os queijos são mais adequados como veículos 

para os probióticos do que os leites fermentados e iogurtes (BERGAMINI et al., 

2005; HELLER et al., 2003), sendo apontadas evidências de que especificamente o 

queijo Minas Frescal seja um veículo apropriado para a incorporação de cepas 

probióticas Buriti, Da Rocha, Saad (2005) estudaram a viabilidade de Lactobacillus 

acidophilus e Lactobacillus paracasei  em queijo Minas Frescal e observaram que as 

cepas probióticas estavam presentes durante 21 dias de armazenamento. Vinderola 

et al. (2000) concluíram que o queijo fresco argentino foi considerado como veículo 

de probióticos usando B. bifidum, Bifidum sp., L. acidophilus e L. casei em diferentes 

combinações. 

 

2.3.3 Sobremesa láctea como produto probiótico 

 

 Sobremesas lácteas são produtos obtidos a partir do leite, que pela ação de 

agentes espessantes adquirem consistência semi-sólida (NUNES et. al, 1998).   

A utilização de bactérias probióticas na elaboração de sobremesas lácteas e o 

impacto nas características química, textual e sensorial têm sido avaliados. 

Entretanto, informações sobre os efeitos destas bactérias no crescimento de 

patógenos durante o armazenamento do alimento são limitadas (ARAGON-ALEGRO  

et al., 2007; CARDARELLI et al., 2008). 

Este tipo de produto tem mostrado um grande potencial de mercado para 

consumidores interessados em alimentos alternativos funcionais (DYMINSKI et al, 

2000; PINTO et al., 2003). Pesquisadores demonstraram que as sobremesas são 

consideradas ótimos veículos, como mousse, manjar e sobremesas a base de 

chocolate (ARAGON-ALEGRO et al, 2007; CARDARELLI et al, 2008). 

  As indústrias têm enfrentado desafios no que diz respeito à estabilidade e 

viabilidade dos microrganismos probióticos nos produtos. Acredita-se que o 

sinergismo entre prebióticos e probióticos resulte em um resultado safisfatório 

(MATILLA-SANDHOLM et al, 2002). 
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2.4 FATORES ANTIMICROBIANOS 

 

Dentre as substâncias antimicrobianas, destacam-se as bacteriocinas, que 

são peptídeos sintetizados no ribossomo das células bacterianas e liberados no 

meio extracelular, que possuem ação bactericida ou bacteriostática sobre 

importantes patógenos, como as bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, 

protozoários, vírus e fungos (DEEGAN et al. 2006; DE VUYST; LEROY, 2007; 

REDDY; YEDERY; GUPTA, 2009).  

A produção das bacteriocinas ocorre tanto na fase logarítmica quanto no 

início da fase estacionária (PIARD, DESMAZEAUD, 1992). Atuam na dissipação da 

força próton-motriz, como consequência da formação de poros na membrana 

citoplasmática que induz um desbalanço iônico e efluxo de íons fosfato, resultando 

na inativação ou morte celular (ROSA et al., 2002). 

Condições ambientais como temperatura, pH, aeração, concentração de 

açúcar, capacidade tamponante do meio e o tempo de incubação afetam a produção 

das bacteriocinas (LEWUS, 1991). Alguns fatores podem contribuir para que as 

células bacterianas sejam resistentes às bacteriocinas, como a composição da 

parede e membrana celular e a presença de proteases juntos à célula alvo (EIJSINK 

et al., 2002). A habilidade da inibição de bacteriocinas está associada ao nível de 

contaminação do microrganismo alvo, pois a contaminação inicial sendo elevada, a 

atividade da bacteriocina será baixa, portanto não haverá a inibição do 

desenvolvimento e contaminação do microrganismo (RILLA, MARTÍNEZ, 

RODRÍGUEZ, 2004) 

 As bacteriocinas são divididas em três classes (DRIDER et al., 2006): 

 Classe I ou lantibióticos 

Composta por pequenos peptídeos (19 a 38 resíduos de aminoácidos), 

termoestáveis e possuem lantionina ou β-lantionina. Exemplos: nisina, subtilina, 

epidermina 

 Classe II 

Composta por pequenos peptídeos (37 a 48 resíduos de aminoácidos), 

termoestáveis e são divididos em três subclasses: IIa (pediocina), (enterocina), IIb 

(lactocina G) e IIc (lactocina B).  
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 Classe III 

Composta por peptídeos termolábeis de alta massa molar (>30 kDa). Exemplo: 

herveticina J. 

As indústrias de alimentos possuem grande interesse em utilizar as 

bacteriocinas para aumentar a segurança e validade comercial dos alimentos 

(GARCIA et al., 2006; ROSA et a., 2002). Além disso, as bacteriocinas são 

consideradas um conservante natural, sendo sua utilização em alimentos muito 

promissora, levando em conta os riscos de intoxicação pela frequente ingestão de 

aditivos químicos. Com isso, torna-se importante o desenvolvimento de pesquisas 

relacionadas à identificação de culturas láticas que possam produzir compostos 

antimicrobianos, levando à aplicação na preservação dos alimentos 

(GHARSALLAOUI et al., 2015; GOMEZ; 2007; PEREIRA).  

Bactérias ácido láticas e as respectivas bacteriocinas têm sido aplicadas com 

sucesso como antimicrobianos em carnes (McMULLEN, STILES,1996; STILES, 

HASTINGS, 1991). DEEGAN et al., (2006) afirmaram que as bacteriocinas ou 

espécies produtoras de bacteriocinas podem ser usadas como conservantes 

naturais em derivados lácteos e da carne. 

A nisina é naturalmente produzida em produtos fermentados, especialmente 

os derivados lácteos. Isolada de BAL, tem seu uso aprovado em mais de 50 países 

incluindo o Brasil, onde é aprovada para o uso em todos os tipos de queijos 

(BOWER et al., 2002).  Considerada não tóxica para seres humanos, é rapidamente 

inativada pela α-quimiotripsina, enzima produzida no pâncreas e liberada no 

intestino delgado (DELFINO, 2008). 

Observa-se que duas bacteriocinas, bifidin e bifidocin B, são as únicas 

bacteriocinas produzidas por bifidobacteria e que estão relacionadas com a inibição 

do crescimento de importantes patógenos alimentares, como espécies de Listeria, 

Enterococcus, Bacillus, Lactobacillus e Pediococcus (YILDIRIM, JOHNSON; 1998; 

YILDIRIM, WINTERS, JOHNSON, 1999). 

A principal função das BAL nos alimentos é promover a acidificação, 

impedindo o desenvolvimento de bactérias indesejáveis pela produção de ácidos 

orgânicos (SHAH, 2007). Assim como as bacteriocinas, os ácidos orgânicos são 

considerados substâncias antimicrobianas. Os mais conhecidos são o ácido acético 

e o lático, no qual possuem a capacidade de reduzir o pH, e inibir o crescimento de 

microrganismos patogênicos e permitir o desenvolvimento de certas espécies de 
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Lactobacillus (AKSU, BAYTOK, BOLAT, 2004; GARCIA et al., 2006; SHAH, 2007). 

Pesquisadores revelam que estes ácidos possuem uma ação potencial contra 

bactérias patogênicas, especialmente as Gram-negativas. Alguns autores sugerem 

que a produção de ácidos orgânicos é considerada o principal fator antimicrobiano 

de bifidobacterias (MARTINEZ et al, 2013).  

Devido a redução do pH, são evidenciadas modificações na permeabilidade e 

no potencial elétrico da membrana celular, onde ocorre a inibição do transporte 

ativo, permitindo que esses componentes orgânicos se difundam, reduzindo o pH 

intracelular e prejudicando as funções metabólicas. No interior da célula, as 

moléculas se dissociam liberando ânions e consequentemente alterando o equilíbrio 

osmótico. Por fim, devido ao rompimento da membrana celular, toxicidade por 

acúmulo de ânions e estresse osmótico e inibição das reações metabólicas 

principais, estas alterações intracelulares ocasionam prejuízos para a célula (BRUL; 

COOTE, 1999, SILVA, 2005). 

O ácido acético costuma ser empregado em alimentos como conservante. 

Leny (2005) em seu estudo empregou o ácido acético na água de frangos 

submetidos à restrição alimentar, no período de oito horas que antecede ao abate. O 

principal objetivo foi reduzir a carga de salmonelas do inglúvio e consequentemente 

das carcaças.  

O ácido lático pode ser obtido em metabolismo fermentativo por muitas 

espécies de microrganismos entre os quais Lactobacillus delbrueckii, Streptococcus 

faecalis, Lactobacillus helvecticus, Lactobacillus amylophilus e pelo fungo Rhizopus 

oryzae. (OHARA; YAHATA; 1996). Contribui ao desenvolvimento do sabor, aroma e 

textura nos alimentos e também com sua estabilidade pela inibição de 

microrganismos deteriorantes. O mecanismo de inibição está baseado na 

dissociação dos ácidos orgânicos no meio, provocando um gradiente de prótons que 

excede a capacidade tamponante do citoplasma desequilibrando a bomba de 

prótons, ocasionando como consequência a desnaturação dos componentes 

estruturais ou o esgotamento das reservas energéticas da célula interferindo com 

sua viabilidade (OUWEHAND, SALMINEN, 1998). 

A substância antimicrobiana peróxido de hidrogênio (H2O2) é produzida como 

fator de proteção frente ao oxigênio, já que as BAL são anaeróbias facultativas ou 

microaeróbias, pela ação das oxidades ou NADH peroxidades (CONDON, 1987). 

Como os lactobacilos não possuem a enzima catalase, ocorre o acúmulo de 
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peróxido de hidrogênio nos produtos fermentados. Este composto possui ação 

antimicrobiana devido ao seu efeito oxidante, pela peroxidação dos lipídeos da 

membrana e a destruição da estrutura básica molecular das proteínas celulares 

(TORO, 2005). 

Em estudo realizado com inibição in vitro de nove isolados de L. acidophilus, 

com a ação de bacteriocinas, ácidos orgânicos e peróxido de hidrogênio, sobre 

cepas patogênicas Escherichia coli, Salmonella enterica e Clostridium perfringens, 

observou-se que a maioria dos isolados produziu forte halo de inibição contra as 

bactérias testadas (GARCIA et al., 2006). 

A presença de cepas probióticas no intestino é de grande importância, visto 

que estas compõem um ecossistema, impedindo a colonização por Listeria 

monocytogenes, Salmonella spp, Escherichia coli pelo efeito competitivo ou pela 

produção de compostos inibitórios (JACOBSEN et al, 1999). Há evidências de que 

algumas cepas de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.  são capazes de inibir o 

crescimento de Helicobacter pylori devido à liberação de bacteriocinas e/ou ácidos 

orgânicos, além da redução da aderência destes patógenos no epitélio intestinal 

(GOTTELAND, BRUNSER, CRUCHETM, 2006). 

 Segundo Delfino (2008), algumas espécies de Lactobacillus são 

homofermentativas, transformam a lactose em ácido lático, enquanto outras também 

originam etanol, acetato e dióxido de carbono, sendo consideradas 

heterofermentativas. Com o aumento do ácido lático há a diminuição do pH 

intestinal, dificultando desta forma a sobrevivência de microrganismos patogênicos.  

Além das substâncias antimicrobianas, a competição por nutrientes e por 

sítios de ligação, alteração do metabolismo microbiano, estimulação do sistema 

inumológico e exclusão competitiva são fatores importantes (CARLI, 2006). 

 

2.5 AGENTES ETIOLÓGICOS VEICULADOS POR ALIMENTOS 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) (1984) “a alimentação deve 

ser disponível em quantidade e qualidade nutricionalmente adequadas, além de ser 

livre de contaminações que possam levar ao desenvolvimento de doenças de origem 

alimentar” (BOULOS, 1999). Os agentes etiológicos veiculados por alimentos têm 

sido reconhecidos como o problema de Saúde Coletiva mais abrangente no mundo 

atual e causa importante de diminuição de produtividade e perdas econômicas que 
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afetam países, empresas e consumidores (TAUXE et al., 2009). Adicionalmente, 

Buzby; Roberts (2009) relataram que infecções do trato gastrointestinal, 

especificamente todas as de origem alimentar e teoricamente evitáveis, são 

consideradas despesas para a economia mundial.  

Um alimento é considerado seguro quando não apresenta nenhum tipo de 

risco à saúde de quem o consome, ou seja, livre de contaminações físicas, químicas 

e microbiológicas (TOLEDO, 2001). A contaminação microbiológica pode ocorrer em 

qualquer etapa da cadeia produtiva pela falta de cuidados durante o preparo 

(PEREIRA, 2005; WELKER et al., 2010).  

Segundo dados do Ministério da Saúde (MS) e Secretaria de Vigilância em 

Saúde (SVS), ocorreram 8.919 mil casos de surtos no Brasil entre os anos 2000 até 

2012, com uma média de 740 surtos por ano. A Organização Mundial da Saúde 

(OMS) estima que, mais de um terço da população, incluindo países desenvolvidos, 

são acometidos por surtos alimentares. A maioria tem origem microbiológica, 

atribuindo-se este fato a manipulação e condições higiênicas inadequadas 

(SANTOS; JUNIOR; BORTOLOZO, 2011). As informações sobre agentes 

etiológicos, alimentos, fatores predisponentes e pessoas expostas ao risco são 

importantes à adoção de medidas de prevenção e controle por parte das autoridades 

sanitárias (NASCIMENTO, 2013).  

O leite é um alimento consumido extensivamente pela população brasileira, 

sendo essencial na dieta de adultos e crianças e considerado o mais completo 

alimento natural (NERO et al. 2009). Admite-se que, a despeito do impedimento 

legal, parte significativa do leite cru chegaria a consumidores e seria empregado na 

fabricação de produtos lácteos, oferecendo riscos de transmissão de patógenos e 

zoonoses. Portanto, existe uma grande possibilidade de que o leite não processado 

possa veicular agentes infecciosos, inclusive STEC. Além disso, devido à sua 

composição química, o leite é um produto com grande facilidade de contaminação 

por microrganismos (DOYLE et al., 1997; CHYE et al., 2004). 

Existe uma falta de padronizaçao na produção de produtos lácteos devido, 

principalmente, à deficiência em fiscalização nas indústrias brasileiras. Portanto, 

os cuidados higiênicos sanitário devem começar desde a ordenha até a 

distribuiçao dos produtos (ROCHA et al., 2006). Dentre eles destacam-se os 

cuidados com o úbere, os hábitos higiênicos do ordenhador, do ambiente, além 
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de cuidados com o armazenamento do leite coletado, devendo estar sob 

refrigeração no local de ordenha (TRONCO, 2003). 

 

2.6 PRINCIPAIS PATÓGENOS DE PRODUTOS LÁCTEOS 

 

2.6.1 Escherichia coli 

Escherichia coli, pertencente à família Enterobacteriaceae, é um bacilo Gram 

negativo, móvel ou imóvel, anaeróbio facultativo presente em grande número no 

intestino grosso de mamíferos e aves domésticas e selvagens, onde desempenha, 

como espécie comensal da microbiota, um importante papel na fisiologia digestiva 

(LEVINE et al., 1987).  

O papel de E. coli  como microrganismo indicador do grupo coliforme já é há 

muito tempo bem estabelecido.  E. coli, por ser habitante exclusiva do trato 

gastrointestinal, uma vez detectada no alimento, é indicativa que o produto 

apresenta contaminação microbiana de origem fecal e, portanto, está em condições 

higiênicas insatisfatórias. Além do seu papel como microrganismo indicador, outro 

aspecto a ser considerado é que diversas linhagens de E. coli são 

comprovadamente patogênicas para os seres humanos e para os animais 

(FRANCO, 2002). Cepas patogênicas de E. coli conhecidas como causadoras de 

gastroenterite são classificadas com base na sua propriedade de virulência em: 

EPEC (E. coli enteropatogênica), EIEC (E. coli enteroinvasiva), ETEC (E. coli 

enterotoxigênica), STEC/EHEC (E. coli produtora de toxina Shiga/E. coli 

enterohemorrágica), EAEC (E. coli enteroagregativa) e DAEC (E. coli  de aderência 

difusa) (ADAMS; MOSS, 2008; FARROKH et al., 2013). E.coli O157:H7 pertence a 

um grupo de cepas patogênicas de E. coli, conhecidas como entero-hemorrágicas 

(EHEC) ou produtoras de verotoxina (VTEC). Essas linhagens caracterizam-se pela 

produção de uma toxina chamada de verotoxina (VT) ou “shiga-like” toxina (ST), 

similar à produzida pela bactéria Shigella dysenteriae tipo I (WEAGANT; BRYANT; 

JINNEMAN, 1995). 

Animais domésticos e selvagens, principalmente ruminantes como bovinos, 

ovinos e caprinos são considerados os principais reservatórios de STEC (BEUTIN et 

al., 1993), podendo ser contaminantes na produção de alimentos. Como 
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consequência, produtos de origem animal como carne, leite e derivados são fontes 

potenciais de contaminação por STEC (HUSSEIN; SAKUMA, 2005).  

 O principal meio de transmissão de STEC no leite é pelas fezes durante a 

ordenha (CHIUEH, LIUM SHIH, 2002). Padhye; Doyle (1991) detectaram E. coli 

O157:H7 em amostras de leite cru e queijo. Isolados de STEC também foram 

encontrados nesses produtos no Canadá, Bélgica, Alemanha, Reino Unido e nos 

Estados Unidos (WHO, 1998). Além disso, a presença de STEC no ambiente pode 

gerar uma elevada contaminação de produtos lácteos como queijos frescos 

produzidos com leite não pasteurizado (GERMANO; GERMANO, 1995; OMBUI et 

al., 1994).  

  

2.6.2 Listeria monocytogenes 

 

O gênero Listeria é constituído por bactérias em forma de bastonetes Gram 

positivos, não formador de esporos, anaeróbio facultativo, móvel com flagelos 

peritríquios, catalase positiva, oxidase negativa. Possui crescimento entre 

temperatura de 2,5 à 44ºC sendo capaz de se desenvolver sob refrigeração, e 

podendo proliferar em alimentos mantidos nessas condições, a faixa de pH para seu 

desenvolvimento varia de 4,5 a 9,5 (FRANCO; LANDGRAF, 2002; ICMSF, 1998). 

O gênero Listeria é constituído por sete espécies: L. monocytogenes, L. 

innocua, L. seeligeri, L. grayi, L. ivanovii subsp. ivanovii e L. ivanovii subsp 

londoniensis. A L. inoccua e L. grayi são consideradas não patogênicas, enquanto a 

L.seeligeri, L.ivanovii e L. welshimeri raramente causam infecção em humanos 

(ICMSF, 1998). 

Listeria monocytogenes é um dos microrganismos patogênicos de maior 

severidade à saúde humana, associada a vários surtos de origem alimentar, e tem 

como veículo, o ambiente e alimentos (vegetais, carnes, leite e derivados) 

destacando-se os queijos (LONCAREVIC et al., 1998). Quando a bactéria é isolada 

no alimento, geralmente é devido a contaminações pós-processamento ou falha no 

processo de pasteurização. 

A porta de entrada de L. monocytogenes em uma indústria é muito 

diversificada, solo arrastado pelo calçado e vestuário, pelo transporte de materiais, 

através de animais que excretam o microrganismo, por matérias primas 

contaminadas por pessoas portadoras saudáveis (GUERRA; BERNARDO, 2004). 
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Devido à severidade das infecções de L. monocytogenes, em que a taxa de 

mortalidade pode alcançar cerca de 50% e por não ser conhecida ainda a dose 

mínima infectiva, o Food and Drug Administration dos E.U.A. estabeleceu o padrão 

de “tolerância zero” para o microrganismo em alimentos prontos para consumo. Os 

padrões microbiológicos da legislação brasileira estabelecem para alguns produtos 

ausência em 25g de alimento (ALMEIDA et al,1999; BRASIL, 2001;). 

O desenvolvimento da listeriose depende de fatores como: número de 

organismos ingeridos, estado imunológico do indivíduo e virulência da cepa 

envolvida. Entre os neonatos, idosos, pessoas imunocomprometidas e gestantes, 

pode causar septicemia, encefalite, meningite, aborto espontâneo e morte. Em 

surtos e casos de listeriose há predominância dos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b 

(VÁZQUEZ-BOLAND et al., 2001). 

Kabuki (2004) analisou 246 amostras do ambiente de produção de queijo 

fresco (tipo latino) e 111 amostras do queijo, encontrando L. monocytogenes em 

11,0% das amostras do ambiente e em 6,3% dos queijos. Todos os queijos foram 

fabricados com leite pasteurizado. 

Silva et al. (1998) analisaram 103 amostras de queijos brasileiros obtidos no 

comércio do Rio de Janeiro e verificaram que, 10,68% estavam contaminadas com 

L.monocytogenes, 12,62% com L. innocua, 5,83% com L. grayi e 0,97% com 

L.welshimeri. 

 

2.6.3 Staphylococcus aureus 

 

As bactérias do gênero Staphylococcus são cocos Gram positivos, anaeróbios 

facultativos, catalase positivos, imóveis e não formadores de esporos, quando 

visualisados em microscópio, aparecem em formas de cachos de uva. 

A intoxicação estafilocócica é uma enfermidade transmitida por alimentos 

quando estes estão contaminados por espécies de estafilococos capazes de 

produzirem enterotoxinas. Relata-se ser necessária entre 105 e 106 UFC de S. 

aureus/g de alimentos, para que a enterotoxina seja formada em níveis capazes de 

provocar intoxicação alimentar. Os principais sintomas da intoxicação são: náuseas, 

vômitos, diarréias, sudorese, cãibras abdominais dolorosas, dores de cabeça e 

calafrios. O período de incubação varia de 30 minutos a 8 horas, após a ingestão do 

alimento contaminado (FRANCO; LANDGRAF, 2002). 
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Os alimentos mais comumente associados às intoxicações causadas pelos 

estafilococos são: carnes (vaca, porco e frango), produtos cárneos (presuntos, 

salames e cachorro quente), saladas (com presunto, frango, batatas, ovos e 

maionese) e produtos lácteos. Muitos destes produtos são contaminados depois do 

processamento ou cozimento, quando os microrganismos competidores são 

eliminados (BENNET; BELAY, 2001). 

Segundo Silva e Gandra (2004) S. aureus é a espécie mais prevalente em 

surtos de intoxicação alimentar. 

Em uma pesquisa realizada por Carmo et al. (2002) com amostras de queijos 

e leite cru, observou-se relação com dois surtos em Minas Gerais. No primeiro surto, 

50 pessoas adoeceram após a ingestão de queijo Minas Frescal, e no segundo 

surto, 328 pessoas apresentaram os sintomas após ingestão de leite cru. As 

análises mostraram que S. aureus estava presente (2,4 x102
 à 2,0 x 108

 UFC/g). 

 
2.6.4 Bacillus cereus 

 

Bacillus cereus é uma bactéria que pertence à família Bacillaceae, aeróbia, 

móvel por meio de flagelos peritríquios, produtora de esporos termorresistentes, com 

habitat natural no solo e vegetais. Suas cepas são catalase positiva e oxidase 

variável. 

A esporulação aeróbia e a reação de catalase positiva as distinguem do 

gênero Clostridium (NOTERMANS; BATT,1998). 

Estes microrganismos sobrevivem a várias condições ambientais, devido à 

sua condição de formar endosporos resistentes ao calor, agentes químicos, 

desidratação e desinfetantes. São geralmente mesófilos, com temperatura ótima de 

crescimento variando de 25 a 37 ºC, embora pesquisas tenham demonstrado que 

cepas de B. cereus, possuem a capacidade de crescer à temperatura abaixo de 7 

ºC, com algumas cepas psicrotróficas crescendo até a 4ºC, e outras com 

características termofílicas, podendo crescer até a 75ºC. Multiplicam-se na faixa de 

pH entre 4,3 a 9,3 (SCHOENI; WONG, 2005). 

Bacillus cereus causa dois tipos de doenças de origem alimentar: a síndrome 

diarréica e a síndrome emética além de diversas infecções localizadas ou 

sistêmicas, como endocardites, meningites, periodontite, infecções oculares, 
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osteomelite e septcemia. Estas patologias são menos frequentes se comparadas às 

do trato gastrointestinal (SCHOENI; WONG, 2005; GRANUM, 1994). 

Os alimentos associados aos surtos diarréicos por B. cereus normalmente 

são ricos em proteínas, como produtos cárneos, sopas, vegetais, leites e produtos 

lácteos, com contagens entre 105 e 107 células ou esporos /g ou mL. A outra doença 

de origem alimentar causada por cepas de B. cereus, é a síndrome emética que é 

caracterizada por náuseas e vômitos. Sua duração é de 6 a 24 h e o período de 

incubação varia de 0,5 a 5 h, provocando sintomas similares aos causados por 

Staphylococcus aureus (GRANUM, 1994; IDF, 1993). 

 
2.6.5 Salmonella spp 

 

Salmonella, um gênero da família Enterobacteriaceae, compreende bacilos 

Gram-negativos, anaeróbios facultativos, não formadores de esporos, móveis por 

flagelos peritríquios, que fermentam glicose, mas não lactose e sacarose, 

geralmente produzindo gás e H2S, são oxidase negativa e catalase positiva (ICMSF, 

1998). A temperatura ótima para multiplicação de Salmonella é próxima à 35-37ºC, 

devendo estar ausente em 25g do alimento analisado (BRASIL, 2001). 

As doenças causadas por Salmonella são divididas em três grupos: febre 

tifoide (causadas por Salmonella typhi), febre entérica (causadas por Salmonella 

paratyphi) e as enterocolites ou samoneloses, causadas pelas demais salmonelas. 

Atualmente, Salmonella é um dos microrganismos mais relatados em surtos de 

origem alimentar, principalmente envolvendo carnes bovinas, aves e ovos. Em 

relação aos laticínios a contaminação é quase sempre causada por leite cru ou 

inadequadamente pasteurizado (FRANCO; LANDGRAF, 2002). 

Segundo De Buyser et al. (2001), nos 2.861 surtos de origem alimentar 

ocorridos na França, no período de 1988 a 1997, Salmonella foi o principal agente 

etiológico (49%) e a porcentagem dos derivados do leite (queijos) nestes surtos foi 

de 1,8%. 

Segundo Eleftheriadou et al. (2002), na República de Chipre, entre 1991 à 

2000, de 28.835 amostras de alimentos analisados, 1,8% apresentaram Salmonella 

spp. Destas, apenas uma amostra de queijo estava contaminada com Salmonella 

spp. 
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2.7 FORMAÇÃO DE BIOFILME 

 

A formação de biofilmes é resultado de vários fenômenos de natureza física e 

biológica, constituindo-se em várias etapas. Zotolla; Sasahara (1994), descreveram 

o processo em duas etapas, sendo a primeira reversível e a segunda irreversível. Na 

etapa reversível, os microrganismos estariam fracamente ligados à superfície por 

forças de Van de Walls e atrações eletrostáticas, sendo facilmente removidos. Na 

segunda etapa, pelo tempo de aderência (tempo-dependente) e pela formação de 

substâncias exopoliméricas que funcionam como uma “cola” ligando a bactéria à 

superfície, o fenômeno torna-se irreversível. Quando as células estão livres, são 

designadas planctônicas e quando estão associadas a uma superfície em processo 

de adesão e formação de biofilmes são denominadas sésseis (ANDRADE et al., 

1998). 

As propriedades físico-químicas da superfície inerte e da superfície 

microbiana, estruturas celulares (pili, flagelos e fímbrias), capacidade de produção 

de matriz extracelular, sistemas de comunicação célula-célula (quorum sensing) e 

condições do processamento de alimentos (fluxo de líquidos e concentração de 

nutrientes) influenciam na adesão microbiana.  

Outro fator extremamente importante na adesão e formação de biofilmes é a 

característica da superfície sólida a qual os microrganismos irão aderir. Chapas de 

aço inoxidável tipo AISI 304 acabamento n°4 (#4) são usualmente utilizadas na 

fabricação de equipamentos e utensílios na indústria de alimentos. Borracha, teflon e 

nylon são utilizados para gaxetas, utensílios e partes de equipamentos. Além destas 

superfícies, destacam-se também o vidro e as superfícies de polipropileno. Estas 

superfícies são submetidas a repetidas e diferentes ações mecânicas nas diversas 

etapas de processamento e higienização, aumentando o desgaste e a possibilidade 

de alojar microrganismos.  

A produção de substâncias extracelulares também está relacionada com a 

fixação e a proteção dos microrganismos nas superfícies. Os exapolisacarídeos 

(EPS) determinam as condições de vida dos microrganismos no biofilme, afetando a 

porosidade, densidade, conteúdo de água, propriedades de absorção e estabilidade 

mecânica. Estes compostos são biopolímeros que envolvem os microrganismos no 

biofilme. Ao contrário do que normalmente se acredita, os EPS são mais do que 
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apenas polissacarídeos, os quais compreendem adicionalmente uma grande 

variedade de proteínas, glicoproteínas e glicolipídeos, sendo difícil purificar a matriz 

de EPS e separar seus componentes de células e outras macromoléculas 

associadas ao biofilme (FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007). Os EPS também 

protegem as células contra estresses de ordem física como, ação mecânica, 

irradiações e variações de temperatura, além de sanitizantes e antimicrobianos 

(POULSEN, 1999). Microrganismos aderidos a superfícies de contato com alimentos 

podem constituir um perigo potencial pela possível contaminação cruzada no 

processamento desses alimentos (POULSEN, 1999; SHI; ZHU, 2009).  

A habilidade dos microrganismos de origem alimentar em aderir e formar 

biofilmes em superfícies foi relatada em diversos estudos (GANDARA; OLIVEIRA, 

2000; JAIN; CHEN, 2007; SHARMA; ANAND, 2002). O grande foco de 

contaminação é considerado quando as células do biofilme se desprendem, já que 

os microrganismos podem contaminar os alimentos e/ou serem disseminados para 

outros pontos da superfície, equipamentos e ambientes (POULSEN, 1999).  

Na indústria de laticínios a contaminação do leite e produtos lácteos, após a 

pasteurização ocorre, principalmente, em função dos equipamentos de envase 

(WAAK et al., 2002; DOGAN; BOOR, 2003). Biofilmes podem se desenvolver na 

lateral das juntas dos equipamentos, sendo, também, fonte de contaminação dos 

alimentos após a pasteurização (AUSTIN; BERGERON, 1995). A contaminação do 

leite pasteurizado, também, pode ocorrer pela adesão de bactérias nas placas dos 

pasteurizadores de leite (FLINT et al., 1997). Estudo sobre biofilme em usina de 

pasteurização comercial de leite apontou que dentre os microrganismos isolados, 

predominaram os do gênero Bacillus. Também foram isolados Lactobacillus, 

Streptococcus, Lactococcus e Staphylococcus, Shigella, Escherichia coli, 

Enterobacter aerogenes e espécies de Citrobacter, Flavobacterium e Proteus 

(SHARMA, ANAND; 2002). 

Em propriedades leiteiras e na indústria de laticínios, biofilmes podem 

consistir de bactérias patogênicas, como E. coli, L. monocytogenes, Yersinia 

enterocolitica, S. aureus, Salmonella spp. e B. cereus (VLKOVÁ et al., 2008).  

A capacidade de formação de biofilme por STEC sobre diferentes superfícies, 

como aço inoxidável, vidro, borracha e poliestireno tem sido demonstrada (RYU; 

BECHAUT, 2004; BISCOLA, 2009). 
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Há três estratégias para se tentar solucionar os problemas dos biofilmes: i) 

sanitização antes da sua formação, ii) sanitização após sua formação, ou iii) 

utilização de materiais que não favoreçam a formação dos mesmos (MEYER, 2003). 

A limitação de nutrientes, a ausência de água, o uso de equipamentos com 

configurações higiênicas, o controle da temperatura no processamento são 

condições importantes para o controle do biofilme na indústria de alimentos. 

Entretanto, nem sempre estas condições estão presentes, e, portanto, o controle dos 

biofilmes, muitas vezes, só ocorrerá pela aplicação de um programa de higienização 

eficaz (CHMIELEWSKI; FRANK, 2003).  

Para que ocorra a prevenção e o controle da formação de biofilmes na 

indústria de alimentos, é necessário que ocorram práticas de higienização, cuja 

eficácia dependerá de uma aplicação integrada às outras ferramentas de controle de 

qualidade como as Boas Práticas de Fabricação (BPF), o Sistema de Análise e 

Pontos Críticos de Controle (APPCC), ISO: 9000 (SHARMA; ANAND, 2002; SHI; 

ZHU, 2009) e Boas Práticas de Produção associadas à higiene de ordenha e 

qualidade do leite (SANTOS, 2007).  
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3 DESENVOLVIMENTO 

 

Os trabalhos a seguir estão formatados conforme as normas das revistas às 

quais foram submetidos. 

 

3.1 ARTIGO 1: EFEITOS ANTIBACTERIANOS IN VITRO DE Bifidobacterium 

bifidum E CULTURA MISTA (Streptococcus thermophilus E Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus) EM PATÓGENOS ALIMENTARES (TRABALHO PUBLICADO NA 

REVISTA HIGIENE ALIMENTAR VOLUME 29 - NS. 242/243 - MARÇO/ABRIL DE 

2015 – ENCARTE, ISSN 0101-9171). 

 

IN VITRO ANTI-BACTERIAL EFFECTS OF Bifidobacterium bifidum AND MIXED 

CULTURE (Streptococcus thermophilus AND Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus) ON FOODBORNE PATHOGENS 

 

Luciana Justo Beserra Rosa1*, Luciana Maria Ramires Esper2 , Robson Maia 

Franco1 , Marco Antonio Sloboda Cortez1  

1 Universidade Federal Fluminense – Faculdade de Medicina Veterinária 

2 Universidade Federal Fluminense – Faculdade de Farmácia 

 

Resumo  

Bactérias láticas contribuem para agregar valor aos alimentos, já que favorecem 

características sensoriais e tecnológicas, e promovem a conservação destes, devido 

à competição e inibição da microbiota deteriorante e/ou agentes patogênicos. Neste 

presente trabalho extratos de cultura mista utilizada na produção de iogurtes 

(Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) e do 

probiótico Bifidobacterium bifidum neutralizados a pH 6,0 e não neutralizados, foram 

avaliados em relação aos efeitos antibacterianos in vitro sobre importantes 

patógenos alimentares. O ensaio para detecção do efeito antagonista das bactérias 

ácido láticas (BAL) foi realizado pela técnica de difusão em sobrecamada de Agar 

com modificações, utilizando patógenos Gram positivos e negativos: Listeria inoccua 

ATCC 33090, Staphylococcus aureus ATCC 12600, Bacillus cereus ATCC 14579, 

Salmonella ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 25922. Foram realizados três 

experimentos independentes em duplicata. A cultura mista (Streptococcus 
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thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) e Bifidobacterium bifidum 

apresentaram halos de inibição em relação à todos os patógenos nos sobrenadantes 

que não sofreram neutralização. A cultura mista e B. bifidum apresentaram halos de 

inibição de 3,0 e 4,0 mm respectivamente sobre Listeria inoccua ATCC 33090; 2,5 e 

2,0 mm sobre Escherichia coli ATCC 25922; 3,2 e 2,4mm sobre Bacillus cereus 

ATCC 14579; 3,2 e 3,5mm sobre Staphylococcus aureus ATCC 12600 e 1,5 e 

3,0mm sobre meio de cultura com Salmonella ATCC 14028. Os resultados 

apresentados evidenciaram que tanto o Bifidobacterium bifidum, conhecido 

probiótico, quanto a cultura mista utilizada na produção de iogurtes exerceram 

atividades antagonistas frente a patógenos in vitro e esta ação foi diretamente 

correlacionada à produção de ácidos orgânicos e consequente diminuição do pH do 

meio. Palavras-chave: Bactérias láticas, Patógenos Alimentares, Inibição in vitro 

 

Introdução  

As bactérias ácido láticas (BAL) têm sido utilizadas pelas indústrias de lácteos nos 

mais variados produtos, como culturas iniciadoras ou adjuntas em leites 

fermentados, queijos e soro de queijo (MENÉNDEZ et al., 2004). Do mesmo modo, 

as características probióticas apresentadas por muitas destas BAL são cada vez 

mais valorizada, devido aos efeitos benéficos que estes microrganismos promovem 

na saúde do consumidor (PEREIRA; GÓMEZ, 2007). Bactérias láticas contribuem 

para agregar valor aos alimentos, já que favorecem características sensoriais e 

tecnológicas, e promovem a conservação destes, devido à competição e inibição da 

microbiota deteriorante e/ou agentes patogênicos (NAIDU; CLEMENS, 2000; 

MADERA et al., 2003). Em estudos, autores relatam que bifidobactéria possui um 

importante papel na promoção da saúde e proteção contra doenças (BAYOUMI, 

GRIFFITHS; 2010). A variedade de mecanismos protetores têm sido relatados, como 

a produção de ácidos orgânicos (ácido lático), que resulta na queda do pH, além da 

produção de compostos antimicrobianos como peróxido de hidrogênio, CO2, diacetil, 

acetaldeído, bacteriocinas, e outras substâncias (CINTAS et al. 2001). Apesar da 

cultura mista utilizada na elaboração do iogurte não ser considerada como agente 

probiótico, possui efeitos positivos como ação inibidora contra microrganismos 

patogênicos (SILVA, 2007). O estudo do efeito de probióticos sobre a inibição de 

patógenos é de grande relevância, uma vez que o leite e seus derivados têm sido 

relatados como alimentos carreadores de microrganismos. Neste contexto, o 
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presente trabalho teve como objetivo avaliar a propriedade antagônica in vitro de 

Bifidobacterium bifidum e cultura mista (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus) em patógenos alimentares microrganismos 

patogênicos veiculados por alimentos. 

 

Material e Métodos 

 O ensaio para detecção do efeito antagonista das BAL foi realizado pela técnica de 

difusão em Agar conforme Tagg et al. (1976) e Casla et al. (1996) com modificações, 

utilizando patógenos Gram positivos e negativos: Listeria inoccua ATCC 33090, 

Staphylococcus aureus ATCC 12600, Bacillus cereus ATCC 14579, Salmonella 

ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 25922. As cepas patogênicas foram ativadas 

por dois dias consecutivos em caldo BHI (“Brain Heart Infusion” – Himedia) e 

incubadas em aerobiose a 37ºC por 24 horas. Ativaram-se as culturas mista e de 

Bifidobacterium bifidum em caldo MRS e sendo posteriormente incubadas em jarra 

de anaerobiose (Anaerobac- Probac) a 37ºC por 24 horas. Após ativação, foram 

confeccionados esfregaços e realizada a coloração de Gram e a prova da catalase. 

Após ativação das culturas, os patógenos foram inoculados em ágar BHI semi-

sólido, sendo posteriormente vertidos em placas de Petri. Foram confeccionados 

“spots” no Agar semi-sólido,com auxilio de ponteiras estéreis. As bactérias láticas 

foram centrifugadas por 5 minutos a 3500 r.p.m a 4 ºC . Os sobrenadantes foram 

filtrados em membrana estéril 0,22 µm (TPP). Os experimentos foram realizados nos 

sobrenadantes neutralizados à pH 6,0 com NaOH 0,1N e sobrenadantes não 

neutralizados. 10µL dos sobrenadantes foram inoculados nos spots das placas com 

os patógenos. As placas foram incubadas em aerobiose a 37ºC por 24h e após este 

período os halos de inibição formados foram medidos com paquímetro. Cada halo foi 

dividido em quatro partes e cada parte foi medida e depois a média foi calculada. O 

resultado obtido foi em milímetros. Foram realizados três experimentos 

independentes em duplicata.  

 

Resultados e discussão  

A cultura mista (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus) e Bifidobacterium bifidum apresentaram halos de inibição em relação à 

todos os patógenos (Gram positivos e Gram negativos) nos sobrenadantes que não 

sofreram neutralização. A cultura mista e B. bifidum apresentaram halos de inibição 
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de 3,0 e 4,0 mm respectivamente sobre Listeria inoccua ATCC 33090; 2,5 e 2,0 mm 

sobre Escherichia coli ATCC 25922; 3,2 e 2,4mm sobre Bacillus cereus ATCC 

14579; 3,2 e 3,5 sobre Staphylococcus aureus ATCC 12600 e 1,5 e 3,0 sobre meio 

de cultura com Salmonella ATCC 14028. Os sobrenadantes que foram neutralizados 

para impedir a ação do baixo pH sobre os patógenos, devido à produção de ácidos 

por bactérias láticas, não apresentaram halos de inibição. Estes resultados 

demonstram a importância da produção de ácidos não somente para a tecnologia de 

processamento dos alimentos, mas também na inibição de patógenos. A produção 

de outros compostos antibacterianos não pode ser excluída, porém a contribuição 

para inibição destes patógenos seria considerada ineficiente. Makras e Vuyst (2006) 

analisaram diversas cepas de Bifidobatérias contra patógenos Gram negativos e 

demonstraram que a atividade foi devida à ação de ácidos orgânicos, corroborando 

com os resultados encontrados neste trabalho. Destaca-se também a importância de 

testes com sobrenadantes neutralizados e não neutralizados para sinalizar a ação 

de outros compostos inibitórios além dos ácidos produzidos por bactérias láticas, 

como bacteriocinas, de grande interesse na pesquisa.  

 

Conclusão  

Os resultados apresentados evidenciaram que tanto o Bifidobacterium bifidum, 

conhecido probiótico, quanto a cultura mista utilizada na produção de iogurtes 

exerceram atividades antagonistas frente à patógenos “in vitro” e esta ação foi 

diretamente correlacionada à produção de ácidos orgânicos e consequente 

diminuição do pH do meio. 
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3.2 ARTIGO 2: VIABILITY OF PROBIOTIC MICRO-ORGANISM Lactobacillus 

acidophilus IN DAIRY CHOCOLATE DESSERT AND ITS ACTION AGAINST 

FOODBORNE PATHOGENS (TRABALHO ACEITO PARA PUBLICAÇÃO NA 

REVISTA CIÊNCIA RURAL,. VOL. 46, Nº 2 FEVEREIRO, 2016. ISSN 0103-8478). 

 

Viability of probiotic micro-organism Lactobacillus acidophilus in dairy chocolate 

dessert and its action against foodborne pathogens 

Viabilidade de microrganismo probiótico Lactobacillus acidophilus em sobremesa 

láctea de chocolate e ação sobre patógenos alimentares 

Luciana Justo Beserra RosaI Julia do Prado Lima Guimarães CabralII Robson 
Maia FrancoI Marco Antônio Sloboda CortezI Luciana Maria Ramires EsperII 

 
 

ABSTRACT 

 The ability to produce antimicrobial factors is considered an important 

feature of probiotic microorganisms. Bacteriocins, hydrogen peroxide, acetic acid and 

lactic acid are examples of these substances. The present research aimed to 

develop probiotic dairy desserts (DD) with Lactobacillus acidophilus and evaluate 

the viability of this strain, as well as its action on food pathogens. Treatments with 

and without interactions between L. acidophilus and pathogenic Gram-negative 

bacteria (Salmonella sp. and Escherichia coli O157:H7) and Gram positive 

(Bacillus cereus and Staphylococcus aureus) were produced. The products were 

stored at a temperature of 8°C and analyzed at the times 24, 48, 72 hours, 7 days 

and 28 days (at 28 days, only T1 was analyzed because the other products were 

deteriorated).  In an analysis of the potential for development of new products, the 

dairy dessert with L. acidophilus was considered a probiotic product. Assessment of 

the counts of pathogens in dairy desserts with or without L. acidophilus showed 

different behaviors of these products in response to pathogens, which could be 
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justified by a possible action of bacteriocins or microbial competition, but there has 

been no overall reduction or reduction up to a safe level.  It is concluded that the 

probiotic products developed reduced significant food pathogens, but not up to safe 

levels. Thus, we emphasize the importance of the use of quality tools in the 

development and monitoring of dairy desserts. 

Key words:  probiotics, dairy dessert, Lactobacillus acidophilus 

I Faculdade de Veterinária, Universidade Federal Fluminense, 24220-900, Niterói, RJ, Brasil. 
II 
Faculdade de Farmácia, Universidade Federal Fluminense, 24241000, Niterói, RJ, Brasil. 

 
 
 

RESUMO  

A capacidade de produzir fatores antimicrobianos é considerada uma 

importante característica dos microrganismos probióticos. Bacteriocinas, peróxido de 

hidrogênio, ácido acético e ácido lático, são exemplos destas substâncias. Com o 

presente trabalho, objetivou-se desenvolver sobremesas lácteas (SL) probióticas, 

acrescidas de Lactobacillus acidophilus e avaliar a viabilidade desta cepa, além 

da ação frente a patógenos alimentares. Foram produzidos tratamentos com e sem 

interações entre o L. acidophilus e bactérias patogênicas Gram negativas 

(Salmonella sp e Escherichia coli) e Gram positivas (Bacillus cereus e 

Staphylococcus aureus). Os produtos foram armazenados em temperatura de 8ºC 

e analisados nos tempos 24, 48, 72 horas, 7 dias e 28 dias (apenas T1 por 

deterioração dos demais produtos neste tempo). A sobremesa láctea com L. 

acidophilus foi considerada produto probiótico, verificando o potencial de 

desenvolvimento de um novo produto.  Analisando as contagens dos patógenos nas 

sobremesas lácteas com e sem adição de L. acidophilus, observaram-se diferentes 

comportamentos diante dos patógenos, o que poderia ser justificado por uma 

possível ação de bacteriocinas ou competição microbiana, porém não houve uma 

redução total ou até um nível considerado seguro. Conclui-se que os produtos 
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probióticos desenvolvidos reduziram os patógenos alimentares de importância, 

porém não a níveis considerados seguros. Dessa forma, ressalta-se a importância 

de ferramentas de qualidade no desenvolvimento e monitoramento de sobremesas 

lácteas. 

Palavras-chave: probióticos, sobremesa láctea, Lactobacillus acidophilus 

INTRODUCTION 

 According to FAO’s/WHO’s (2002) reports, probiotics are defined as living 

microorganisms that, when administered in adequate amounts, confer benefits to 

host health, through a positive action on the intestinal microbiota. Additionally, the 

probiotics are associated to reduction of lactose intolerance, cancer, allergies, 

hepatic disease, Helicobacter pylori infections, urinary tract infections, 

hyperlipidemia and increased immunity (EJTAHED et al., 2011; LOLLO et al., 2013; 

NABAVI et al., 2014). 

Moreover, probiotics have possible mechanisms of action that produce a 

response to pathogens. This is justified by the competition for binding sites, forming a 

physical barrier to pathogens, competition with pathogens for nutrients, inactivation of 

toxins and receptors through the stimulation of phagocytosis and of specific and 

nonspecific immune responses against pathogens (WENDLING & 

WESCHENFELDER, 2013). The capacity to produce antimicrobial factors is another 

possible characteristic of probiotic microorganisms. Bacteriocins, hydrogen peroxide, 

acetic acid and lactic acid are examples of these substances (RASTALL et al., 2005). 

PUUPPONEN-PIMIÄ et al. (2002) suggest that the use of probiotics in the diet 

reduces the proliferation of potentially harmful bacteria, enhancing natural defense 

mechanisms of the host.   
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The main probiotic foods are dairy products, especially yogurts and fermented 

milks (EJTAHED et al., 2011; LOLLO et al., 2013; KANMANI et al., 2013; NABAVI et 

al., 2014; MAGANHA et al., 2014). CRUZ et al., (2012) developed yogurts with 

glucose oxidase enzyme, as a potential alternative to increase the survival of 

probiotic bacteria in fermented milks, minimizing oxidative stress in probiotic yogurts. 

Cheeses are less frequently used as sources of probiotic  products, e.g. Minas 

Frescal, Feta and curd cheeses, despite their advantages such as higher pH and fat, 

as well as firmness, providing a favorable environment for the survival of probiotic 

bacteria in the gastrointestinal tract  (GOMES et al., 2011; KARIMI et al., 2012). In 

studies on alternative products such as dairy desserts, many researchers have 

stressed that they are a vehicle for the incorporation of probiotic strains and other 

functional ingredients (ARAGON-ALEGRO et al., 2007; CARDARELLI et al., 2008; 

FERNANDES et al., 2013). Consumer preferences regarding texture and flavor are 

essential in the elaboration of a dairy product and, consequently, impact the 

acceptability of a given product (TARREGA  & COSTELL, 2006). The technologies 

used in the dairy industry and the innovative ingredients have stimulated the 

production of desserts with  new sensory characteristics and higher nutritional value 

(NIKAEDO et al., 2004). The influence of probiotic microorganisms on the behavior of 

foodborne pathogens has been little studied, given that each pathogen may act 

differently depending on the type of food. (MADUREIRA et al., 2011). Besides, more 

in-depth studies are needed on the viability of probiotic microorganisms 

(CARDARELLI et al., 2008). Therefore, the present study aimed to develop probiotic 

dairy desserts with addition of Lactobacillus acidophilus, and assess the viability of 

this strain at the times 24, 48, 72 hours, 7 days and 28 days after preparation, as well 

as the competition  in response to important foodborne pathogens. 
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MATERIAL AND METHODS  

The lyophilized probiotic culture used in the preparation of the dairy dessert 

was Lactobacillus acidophilus (LA-05, direct vat set –DVS, CHR HANSEN, Juiz de 

Fora, Minas Gerais, Brasil). The pre-activation was performed according to a 

methodology described by BURITI et al. (2007) with adaptations. It was done as 

follows: 0.02g of LA-05 DVS probiotic culture were added to 40mL of reconstituted 

skimmed milk (m/v). Then the culture was incubated at 37ºC for 150 minutes. 

The following ingredients were used in the preparation of the probiotic dairy 

dessert: 81.5% UHT whole milk, 8.5% sucrose, 4% cocoa powder, 4% Global Food® 

formulation and 2% skimmed milk powder. After weighing, the dry ingredients were 

mixed and UHT milk was added. The product was homogenized during 30 minutes in 

mix (Pérola Plus Britânia) and heated to 80ºC for 3 minutes. Subsequently, the 

temperature was reduced to 40ºC to incorporate the milk enriched with the probiotic 

strain L. acidophilus (SILVA et al., 2012 with modifications). 

The Gram positive and Gram negative pathogens used were Escherichia coli 

O 157:H7 (CDC EDL-933), Salmonella sp (ATCC 00150), Staphylococcus aureus 

(ATCC 00358) and Bacillus cereus (ATCC 14579). The identification of these 

microorganisms was confirmed by biochemical, morphological tests and growing on 

selective and differential media. The microorganisms were maintained at -80°C, in 

Eppendorf tube containing Brain Heart Infusion (BHI, Difco) broth with addition of 

glycerol (80:20). In each experiment, the cultures were activated and subcultured 

twice in succession in 10mL of TSB broth and incubated at 35±1°C for 18 hours. 

Decimal dilutions were performed so that the final concentration of pathogens in each 

dessert was 6log C/g. The concentrations were confirmed in all the experiments by 

plating in specific media. The study was composed of nine treatments: Treatment 
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(T)1: Dairy dessert (DD) with addition of L. acidophilus, T2: DD with E. coli 

O157:H7, T3: DD with Salmonella sp., T4 DD with S. aureus, T5: DD with B. 

cereus, T6: DD with L. acidophilus and E. coli O157:H7, T7:  DD with L. 

acidophilus and Salmonella sp, T8: DD with L. acidophilus and S. aureus, T9: DD  

with L. acidophilus and B. cereus. The products were transferred to plastic 

containers with lids, then stored at a temperature of 8ºC, analyzed at the times 24, 

48, 72 hours, 7 days and 28 days (at 28 days, fonly T1 was analyzed because the 

other products were deteriorated). 

pH determination was performed with digital pH meter (Micronal, B-375) by 

direct insertion of the electrode in the sample (MARSHALL, 1993). Titratable acidity 

was determined by the method described by BRASIL (2006) and expressed in lactic 

acid in g 100g-1 of the product.  Viability of the probiotic L. acidophilus was 

determined according to a methodology recommended with the use of Agar medium 

De Man Rogosa and Sharpe (MRS) with addition of 0.15% of bile (VINDEROLA; 

REINHEIMER, 1999) and pathogen count was performed according to the 

recommendations: E. coli O157:H7 (ZADIK et al., 1993), S. aureus (LANCETTE; 

BENNETT, 2001), Salmonella spp (ANDREWS et al., 2001), B. cereus (BENNETT; 

BELAY, 2001). The results were expressed in log CFU g-1.  

Statistical analyzes  

Base 10 logarithms were used for normal distribution of the data obtained with 

the counts. Three independent experiments were performed in duplicate, and 

statistical treatment was obtained by analysis of variance (ANOVA) in entirely 

randomized design, with significance level of 5% (P<0.05). Tukey’s multiple 

comparison tests were used for mean comparison, through the software Prism 5.01 

GraphPad (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 
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 RESULTS AND DISCUSSION  

Regarding the dessert with addition of L. acidophilus (T1), on the first day of 

storage, the count was 8.25 log CFU 25g-1 and at the subsequent times they ranged 

from 8log CFU 25g-1 (24 hours) to 8.70 CFU 25g-1 (28 days). Thus, the final count of 

the probiotic strain, considering the daily dose of the product of 120 grams, (BRASIL, 

2003), is in accordance with the Brazilian legislation. Probiotic products or products 

claimed to be  probiotic can be considered those that have microorganisms, e.g. L. 

acidophilus, at minimum concentrations of 108 to 109CFU (8 to 9log CFU) of 

probiotic microorganisms per portion of the product  (BRASIL, 2008). In their 

experiment of production of a dairy dessert with addition of L. acidophilus, 

FERNANDES et al. (2013) and VASCONCELOS et al. (2013), reported similar 

results for microbial counts.    

For desserts T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8 and T9, the analyzes were performed 

until the time 7 days, because at the time 28 days the products showed markedly 

altered sensory characteristics such as color, smell and general aspect, being 

considered deteriorated, and, so, it was not possible to carry out the analyzes (Figure 

1). 

0 2 4 6 8

2

4

6

8

10

Lactobacillus acidophilus (T1)

Lactobacillus acidophilus (T6)

Lactobacillus acidophilus (T7)

Lactobacillus acidophilus (T8)

Lactobacillus acidophilus (T9)
time (days)

lo
g

 C
F

U
/2

5
g

Figure 1: Changes in pH values of dairy desserts up to day 7. 
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In their study with probiotic dairy dessert (LA-05) with coconut flavor and 

assessment of the behavior of this strain in response to Listeria monocytogenes, 

FERNANDEZ et al. (2013) did not observe deterioration after 28 days of storage. 

However, it should be noted that the ingredients and pathogen used in the referred 

study are different from those in the present study.  The pH values of the desserts 

ranged from 6.3 to 6.81 conferring low acidity to the culture (Figure 2). The pH values 

of the desserts are not characterized as a factor associated to the inhibition of 

pathogens, as demonstrated by several authors (PEREIRA & GÓMES, 2007; 

WENDLING & WESCHENFELDER, 2013) in studies with fermented milks.  
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Figure 2: Changes in pH values of dairy desserts up to day 7 

According to the counts of pathogens in dairy desserts with and without the 

addition of  L. acidophilus, it can be seen that for all Gram negative pathogens, 

there was no significant difference at 24 hours of storage (Figures 3 and 4). Except 

for E. coli that showed no significant difference at the time 48 hours, there were 

significant differences (P<0.05) at all the other times between the pathogens in the 

presence or absence of the probiotic. Also, the difference in the behavior of E.coli at 

the last time assessed compared to Salmonella spp deserves mention: both showed 

reduction, but it was more significant for E. coli (Figure 3). This can be due to the 

differences between genera and other factors that deserve more in-depth studies. 
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In Gram positive pathogens, Bacillus cereus showed a significant difference 

at all the analyzed times. As for S. aureus only the time 48 hours showed a 

significant difference (P<0.05) between the pathogens in the presence of absence of 

the probiotic. Also, bacteriocins, active proteins produced by some microorganisms, 

can have antimicrobial action, as well as some lactic bacteria with bactericidal action 

(ZACHAROF & LOVITTB, 2012; YANG et al., 2012; PEREZ et al., 2014), and that 

also compete for nutrients. Some bacteriocins have already shown to be active 

against several microorganisms such as Bacillus cereus, Clostridium perfringens, 

Listeria monocytogenes and S. aureus (CLEVELAND et al., 2001).  

In their experiment with a dessert with L. acidophilus La-05 and Listeria 

innocua, FERNANDES et al. (2008) demonstrated that the count of both strains 

increased at the end of the storage of the product. This can be caused by the mutual 

benefit between these microorganisms. It should be stressed that the probiotic strain 

may have benefited from metabolites released by L. innocua, such as peptides and 

aminoacids.  

Brazilian legislation RDC 12/2001 (BRASIL 2001) that establishes the 

Microbiological Standards for Food Health, has the following parameters: B. cereus, 

Coliforms at 45ºC, coagulase-positive staphylococci and Salmonella sp. for dairy 

desserts, which justifies the selection and importance of these microorganisms used 

in the present study. Of all the pathogens analyzed, only E. coli O157:H7, both in the 

non-probiotic and  probiotic products, was reduced at the 7th day, though without 

significant differences between the treatments.  
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Figure 3. Microbial counts of Gram negative pathogens in dairy dessert (DD) and 
probiotic dairy dessert (probiotic DD) 

 

Figure 4. Microbial counts of Gram positive pathogens in dairy dessert (DD) 
and probiotic dairy  dessert (probiotic DD) 

 

CONCLUSION 

It is concluded that dairy chocolate dessert allows the development of 

probiotics and has great economic potential. However, it also allows the development 

of pathogens, with or without the presence of probiotics. Probiotic products 

developed reduced important foodborne pathogens but not up to safe levels. 

Therefore, we emphasize the importance of the use of quality tools in the 

development and monitoring of dairy desserts. 
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Abstract 

  The present study reports the development of Minas cheese probiotic with 

addition of Lactobacillus casei, and the assessment of the viability of this strain, as 

well as its action against Escherichia coli O157: H7 during the storage period. 

Treatments were produced with and without interactions between L. casei and 

pathogenic bacteria. The products were stored at 8° C temperature and analyzed on 

0, 1, 3, 5, 7, 15 and 20 days. The milk used in the preparation of the cheese was 

inoculated with 109 CFU.mL-1 L. casei. The inoculated amount of E. coli O157:H7 in 

cheeses was 103 CFU.mL-1. The samples inoculated with the pathogen only showed 

counting that ranged from 6.49 to 7.74 log (3.1x106 to 5.5x104 the CFU/g) increasing 

over time. In the samples with L. casei, pathogen count was 7.43 to 6.36 log (2.7x107 

to 2.3 x 106 CFU/g) with a reduction of 1 log at the end of the storage time. Despite 

the referred reduction, the final concentration of the pathogen was not considered 

safe. The viability of L. casei remained to all treatments within the concentration 

required by Brazilian legislation for the product classified as functional food regarding 

probiotic characteristics. L. casei was able to grow and form biofilm on stainless steel 

surface, but regarding the interaction of L. casei supernatants, there was a reduction 

of pathogens, though caused by pH action. Therefore, it is concluded that L. casei 

used alone at the levels inoculated is not effective, but only as a complementary tool 

in food safety. 

Key words: functional food, probiotics, cheese, Lactobacillus casei, biofilm, E. coli 
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1. Introduction  

 

 According to FAO’s/WHO’s (2002) reports, probiotics are defined as living 

microorganisms that, when administered in adequate amounts, confer benefits to 

host health, through a positive action on the intestinal microbiota. (Ejtahed et al., 

2011; Lollo et al., 2013; Nabavi et al., 2014). 

Moreover, probiotics have possible mechanisms of action that produce a 

response to pathogens. This is justified by the competition for binding sites, forming a 

physical barrier to pathogens, competition with pathogens for nutrients, inactivation of 

toxins and receptors through the stimulation of phagocytosis and of specific and 

nonspecific immune responses against pathogens (Wendling & Weschenfelder, 

2013). The capacity to produce antimicrobial factors is another possible characteristic 

of probiotic microorganisms. Bacteriocins, hydrogen peroxide, acetic acid and lactic 

acid are examples of these substances (Rastall et al., 2005). Puupponen-Pimiä et 

al. (2002) suggest that the use of probiotics in the diet reduces the proliferation of 

potentially harmful bacteria, enhancing natural defense mechanisms of the host.  

The main probiotic foods are dairy products, especially yogurts and fermented 

milks (Ejtahed et al., 2011; Lollo et al., 2013; Kanmani et al., 2013; Nabavi et al., 

2014). Cheeses are less frequently used as sources of probiotic products, e.g. Minas 

Frescal, Feta and curd cheeses, despite their advantages such as higher pH and fat, 

as well as firmness, providing a favorable environment for the survival of probiotic 

bacteria in the gastrointestinal tract (Gomes et al., 2011; Karimi et al., 2012; Buriti et 

al., 2005; Gomes et al., 2011; Karimi et al., 2012). Butiri et al., (2005) assessed the 

viability of Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus paracasei in Minas Frescal 

cheese and noticed that the probiotic strains maintained adequate concentrations 

during the 21 days of storage. Vinderola et al. (2000) prepared Argentinian probiotic 

fresh cheese using B. bifidum, Bifidum sp., L. acidophilus and L. casei in different 

combinations.  
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Minas Frescal is the third most widely produced cheese in Brazil. It is a fresh 

cheese with humidity over 55%  (Simeão et al., 2013). Due to its very high moisture 

and prolonged storage, this cheese is susceptible to contamination by important food 

pathogens, which was detected in studies with samples of Minas Frescal cheese 

(Araújo et al., 2002; Gonzalez et al., 2000). 

One concern in products of animal origin is Shiga-toxin producing E. coli 

(STEC) O157:H7, which is associated to a wide spectrum of manifestations such as 

unapparent infection, mild diarrhea, hemorrhagic colitis (HC) and hemolytic uremic 

syndrome (HUS) (Griffin, 1998; Keusch et al., 1998). In addition to HUS, more 

common in children, STEC was also associated to thrombotic thrombocytopenic 

purpura (TTP), common in adults, as well as hemolysis, thrombocytopenia, kidney 

failure, neurological problems and fluctuating fever (Keusch et al., 1998). 

According to Frozi et al. (2015), the processing of Minas Frescal Cheese does 

not eliminate STEC O157:H7, and detection of viable cells at all stages of processing 

and at final product is possible. Some researchers detected E. coli O157:H7 in 

samples of raw milk and cheeses (Padhye, Doyle,1991; WHO, 1998). It has been 

observed that several STEC serotypes can adhere, colonize, form biofilm in many 

different contact surfaces of abiotic materials used in food processing plants (Wang 

et al., 2012), and, thus, constitute a major source of environmental contamination.  

The present study aimed to develop probiotic Minas Frescal Cheese with 

addition of Lactobacillus casei, and assess the viability of this strain as well as 

competition in response to Escherichia coli O157:H7 and on their biofilm. 

 

2. Material and methods  

 

2.1 Lactobacillus casei viability during Minas Frescal cheese storage and action 

against E. coli O157:H7 

Activation of lactic culture (Lactobacillus casei, BGP93, SACCO®) was 

performed according to the methodology described by Gaino et al. (2012), with 

adaptations. The culture was aseptically diluted at the concentration recommended 

by the manufacturer: 1 envelope with 5 doses diluted in 1L of reconstituted skimmed 

milk (Molico®), 10 % (m/v) and sterilized at 115ºC/10 minutes. Subsequently, 50 mL 

of milk with the culture was incubated at 37ºC for 4 hours. Agar MRS + 0.15% bile 

(m/v) count using the pour plate technique (incubation at 37ºC for 72 horas) was 
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performed before inoculation in pasteurized milk for the production of the cheeses, in 

order to make sure the desired concentration was obtained (Vinderola; Reinheimer, 

1999). An inoculum count of 1.3 x 1011 UFC.mL-1 was obtained. After confirmation of 

the concentration of the strain of L. casei in MRS medium with 0.15% of bile, the milk 

samples were inoculated. Then, 50 mL of reconstituted skimmed milk (RSM) was 

mixed with L. casei in 2 L of pasteurized milk, resulting in a concentration of 109 

UFC/mL. The remaining RSM with probiotic was frozen. 

The pathogenic strain used in this study was E. coli O157:H7, isolated from 

bovine in the state of  Rio de Janeiro, which belonged to the collection of pathogenic 

E. coli of laboratório de Higiene e Controle Microbiológico da Alimentos (Gonzalez, 

2003). The identification of this microorganism was confirmed by morphological and 

molecular tests (Gonzales, 2003). The pathogenic strain was added to the 

pasteurized milk used as raw material of the cheese, and a final concentration of 10³ 

UFC/mL was obtained in the total volume of 2 liters. For the preparation of the 

cheese, the milk was heated to 30-35°C and then, L. casei and E. coli O157:H7 were 

added. Then, 200 ppm of CaCl2 and 0.0625 g.L–1 of rennet Halamix were added 

(Chr. Hansen A/S, Horsholm, Denmark). The temperature was maintained at 35°C, 

and the coagulation process lasted for approximately 40 min. The curd was cut and 

stirred for 15 minutes and then placed into Minas cheese form. The cheeses are 

immersed in brine with a concentration of 20% during 30 minutes (Furtado, 2005). 

Then, the cheeses were stored at 8°C for up to 20 days.  

 The raw material was subjected to analyzes for assessment of the physical 

and chemical properties and the presence of adulteration (Brasil, 2011) and the non-

inoculated cheeses were analyzed for pH, acidity and dried extracts (GES) (Brasil, 

1996). 

Pathogen count in the milk was performed according to the recommendations: 

Aerobic Mesophilic Heterotrophic Bacteria, Salmonella sp, Coagulase-positive 

staphylococci, total and thermotolerant coliforms and Listeria spp (Brasil, 2001; 

Brasil, 2011). L. casei count in milk was also performed (Vinderola; Reinheimer, 

1999), as well as E. coli O157:H7 count (Zadik et al., 1997), in order to ensure the 

nonexistence of the pathogen in the raw material. 

Treatments with and without interactions between L. casei and pathogenic 

bacteria were produced. The cheeses were kept at 8°C and analyzed for recovery of 

viable cells of E. coli O157:H7 (Zadik et al., 1997), L. casei (Vinderola; Reinheimer, 
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1999), and count of Aerobic Mesophilic Heterotrophic Bacteria (Cousin et al., 2001) 

at times 0, 1, 3, 5, 7, 15 and 20 days after processing was also performed. After 

count and isolation of E. coli of the inoculated cheeses, Polymerase Chain Reaction 

(PCR) of Shiga-toxin producing genes was performed (stx1 e stx2) (Gonzalez, 2003).  

 

2.2 Biofilm formation 

Biofilm formation ability was tested on AIS 304 stainless steel coupons (#4). 

For this, 1.0 cm x 1.0 cm coupons were used (Esper, 2010). L. casei and E. coli 

O157:H7 strains were activated for two consecutive days in MRS Main Rogosa 

Sharpe) and BHI broth, respectively, and incubated aerobically at 37ºC for 24 hours. 

L. casei was centrifuged for 5 minutes at 3500 r.p.m. at 4ºC in Eppendorf ® 

centrifuge, model no 5403. The supernatants were filtered in 0.22 µm (TPP) for 

sterile Falcon tube. Subsequently, the pH of the filtrate was adjusted to 6.0 with 

NaOH 1N for treatment with adjusted pH (Ennahar et al., 1998). The following 

treatments were conducted in the present study: T1) 4.5mL BHI (Brain Heart 

Infusion) + 4.5 mL supernatant L. casei + coupon + 1 mL inoculum O157:H7; T2) 9 

mL BHI + coupon + 1 mL inoculum O157:H7; T3) 4,5mL BHI + 4.5 mL supernatant L. 

casei pH adjusted + coupon + 1 mL inoculum O157:H7. 

 Each sterile stainless steel coupon was immersed in a tube containing 10 mL 

of BHI broth with cell suspension STEC (103 UFC.mL-1). In all the experiments, the 

plates were checked for cell growth. The coupons were incubated at a temperature of 

37 ºC for 24 hours. The coupons were removed through the BHI culture medium 

using sterile pincers and were immersed in 10 mL of Phosphate Buffer Salt (PBS), for 

1 minute, for the removal of planktonic cells. Then, they were introduced in tubes 

containing 5 mL of PBS and stirred in vortex, during 2 minutes, for removal of sessile 

cells (Parizzi et al., 2004). Appropriate serial dilutions were transferred to be plated 

on the surface of Petri dishes containing EMB (Difco®) and incubated at 37 °C for 24 

hours to determine the number of UFC/cm2 adhered to each coupon. 

 

2.3 Statistical analyzes  

For all the experiments, base 10 logarithms were used for normal distribution 

of the data obtained with the counts. Three independent experiments were performed 

in duplicate, and statistical treatment was obtained by analysis of variance (ANOVA) 

in entirely randomized design, with significance level of 5% (P<0.05). Tukey’s 
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multiple comparison tests were used for mean comparison, through the software 

Prism 5.01 GraphPad (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 

 

3. Results and discussion 

 

3.1 Microbiological and physical and chemical characteristics  

Based on the microbiological, physical and chemical results of the milk, the 

raw material was considered in accordance to the current legislation, being suitable 

for the making of cheeses (Brasil, 2011). There was no presence of E. coli O157:H7 

in the milk samples, indicating that the numbering used in the experiment was not 

related to the raw material used. During the assessed times (0, 1, 3, 5, 7, 15 and 20 

days) the count of Aerobic Mesophilic Heterotrophic Bacteria in the cheeses ranged 

from 3.4x104 to 5.3x107 UFC.g-1. 

The control milk and cheeses met the standards of the current legislation 

(Brasil, 1996; Brasil, 2001), and were assessed as semi-fat cheeses with very high 

humidity. The physical and chemical characteristics of the cheeses were 60% 

humidity, dried extract 31.6%, pH 6.7 and acidity 0.11g/100g, results similar to those 

obtained by Lima et al., (2015). 

 

3.2 Viability of Lactobacillus casei during the storage of Minas Frescal cheese and 

action against E. coli O157:H7 

At the end of the production, the counts of E. coli of cheeses without this strain 

ranged from 5x108 UFC/g to 6.8x107 UFC/g (Figure 1). In Brazil, the legislation 

recommends a minimum viable amount of probiotics is 108 to 109 UFC per daily 

portion of the product, and the cells must be viable during the entire period of product 

storage (Brasil, 2008). 

According to Brasil (2003), the daily recommendation of this product is 50 

grams. Thus, the cheeses produced were considered probiotic, demonstrating that it 

is possible to prepare probiotic Minas Frescal cheese with L. casei, adding value to a 

highly consumed product.  
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Figure 1. Count of L. casei in Minas Frescal cheese without E.coli during the 

storage period.  

Studies on the viability of probiotic bacteria such as Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacillus paracasei, B. bifidum and Bifidum sp. in Minas Frescal cheese show 

evidence of the importance of this product in this market segment (Butiri et al., 

(2005). In the present study, decrease of 1 log unit in the count of L. casei is noticed, 

although the product is considered probiotic. The joint addition of BAL favors the 

viability of these microorganisms, and in this study there was only the addition of L. 

casei. Vinderola et al. (2000) reported that combinations of bifidobacteria and L. 

casei cultures showed a satisfactory survival rate of strains in Argentinean fresh 

cheese, without decrease in the count of L. casei during the period of 0, 30 and 60 

days of storage.  

The activity of the probiotic on the pathogen led to decrease of 1 log unit 

compared to the activity of the same product without probiotic addition (Figures 2 and 

3).  

 Peng, Reichmann, Biswas (2015), observed in culture medium that mixed 

culture of L. casei with the pathogens EHEC EDL933, S. Typhimurium LT2, and L. 

monocytogenes LM2, showed that L. casei could competitively exclude or inhibit the 

growth of these pathogens within 48h.We stress that different results can be obtained 

with this food matrix, as it was the case of our experiments that also showed 

reduction but not elimination of the pathogens. 
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Alves (2010) observed that the addition of microorganism Lactobacillus 

acidophilus to Minas Frescal cheese (MFC) increased food safety by inhibiting the 

growth of E. coli with reduction of 3 log units. Some authors noticed the inhibition of 

O157:H7 in MFC where Lactobacillus acidophilus were able to produce antimicrobial 

compounds (Chioda et al., 2007). A study with oral administration of L. casei 

shyiuowed the antagonism of this strain in the presence of f O157:H7 (Ogawa et al., 

2001). 

 

Figure 2. Counts of L. casei and E. coli O157:H7 in Minas Frescal cheese 

during the storage period.  

 

 

Figure 3. Count of E. coli o157:H7 in Minas Frescal cheese during the storage 

period.  



65 

 

The production of bacteriocins by the BAL is another relevant factor regarding 

the inhibition of pathogenic microorganisms. Research with bacteriocin food-grade 

pediocin-producing lactococcal strains, used as adjuncts to the starter culture, 

reduced L. innocua counts in a cheese model system and L. monocytogenes, S. 

aureus, and E. coli O157:H7 in cheese (Rodriguez et al., 2005). 

In the assessment of antimicrobial and technological characteristics of 

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454, Lactobacillus plantarum ALC 01 or 

Enterococcus faecium FAIR-E 198 in the presence of Listeria monocytogenes Scott 

A, Staphylococcus aureus ATCC 27154 and Bacillus cereus K1-B041 in Minas 

Frescal cheese during 21 days, Nascimento (2007) concluded that there was no 

significant difference between the three bacteriocinogenic cultures and lactic yeast 

regarding the antimicrobial activity on L. monocytogenes Scott A and S. aureus 

ATCC 27154. However, B. cereus K1-B041 showed susceptibility to Lb. plantarum 

ALC 01 and E. faecium FAIR-E 198, from the 7th day of storage. Besides, no 

bacteriocin activity was detected in the cheeses during 21 days.  

In addition to the possible bacteriocin activity, pH changes affect the cheeses, 

with a significant difference between probiotic cheese with and without E. coli. The 

minimum pH value of the probiotic cheese occurred on day 20 (6.38), and the pH 

value of probiotic cheese with E. coli on day 20 was 5.02. 

 

3.3 Biofilm formation by E. coli O 157:H7 

In order to assess the possible influence of pH and/or bacteriocin, experiments 

with supernatants of L. casei and formation of microbial biofilms, important source of 

chronic contamination in the dairy industry, were conducted. Figure 1 shows the 

behavior of biofilm of E. coli O 157:H7 with the addition of L. casei under different 

conditions. The results demonstrate that decrease in E. coli occurred only in 

supernatant of non-adjusted L. casei, i.e. under the influence of low pH, which 

provides a barrier to the growth of the microorganism. In the supernatant with ideal 

pH value for the development of the microorganism there was no microbial reduction, 

suggesting that there was no production of bacteriocins. According to Zacharof, Lovitt 

(2012), Müller, Radler (1993); Rammelsberg, Müller, Radler (1990). L. casei can 

produce bacteriocins Caseicin 80 and Lactocin 705, but tests with biofilms in the 

present study (Figure 4) showed that reduction of O157:H7 occurred only when the 

supernatant of L. casei had a pH level of 4.0, that is, not neutralized to a pH of 6.0, 
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indicating that the decrease was caused by the lower pH value and not by the action 

of possible bacteriocins. Conner, Kotrola (1995) demonstrated that E. coli O157:H7 

did not grow at 37ºC in media at pH  4.0 using lactic acid, only with tartaric acid, 

which would be enough to justify the non-growth observed in this study.  

  

  

Figure 4. biofilm formation by E. coli O157:H7 with the addition of L. casei 

under different conditions: T1) 4.5mL BHI + 4.5 mL supernatant L. casei + coupon + 

1 mL inoculum O157:H7; T2) 9 mL BHI + coupon + 1 mL inoculum O157:H7; T3) 

4.5mL BHI + 4.5 mL supernatant L. casei adjusted pH + coupon + 1 mL inoculum 

O157:H7.  

 

4. Conclusion 

 

It is concluded that preparation of probiotic Minas Frescal cheese is possible 

with the addition of L. casei. 

 Regarding food safety, there was no significant reduction of E. coli O157:H7 

in the product prepared. Also, it has been demonstrated that this microorganism is 

able to grow and form biofilm on stainless steel surface. However, reduction of 

pathogens was observed after interaction of L. casei supernatants, though this was 

caused by reduction in pH value.  

The use of probiotic alone in the preparation of the product is not entirely 

effective. It is a complementary tool in food safety.  
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Em conformidade com os resultados obtidos e os objetivos estabelecidos para 

esta investigação, pode-se concluir que: 

 Tanto o Bifidobacterium bifidum, quanto a cultura mista utilizada na produção 

de iogurtes, exerceram atividades antagonistas frente a patógenos in vitro e 

esta ação foi diretamente correlacionada à produção de ácidos orgânicos e 

consequente diminuição do pH do meio; 

 A sobremesa láctea com L. acidophilus manteve-se como produto probiótico 

segundo a Legislação Brasileira, por todo o período analisado; 

 O desenvolvimento de patógenos na sobremesa láctea com ou sem a 

presença de probiótico não foi significativamente afetado, portanto não 

conferiu inocuidade ao produto; 

 O queijo Minas Frescal foi considerado um produto probiótico, com a 

utilização de L. casei; 

  Em relação à inocuidade, não houve redução significativa de E. coli O157:H7 

no queijo elaborado, havendo a necessidade de aplicação de ferramentas de 

qualidade em todo o processo produtivo; 

 Demonstrou-se que E. coli O157:H7 é capaz de crescer e formar biofilme na 

superfície de aço inox. Ao testar o sobrenadante de L. casei em biofilmes de 

E. coli O157:H7, verificou-se que a ação sobre o patógeno foi devido ao 

baixo pH e não pela produção de possíveis metabólitos antimicrobianos; 

 O uso de microrganismos probióticos propicia o desenvolvimento de novos 

produtos, agregando valor comercial e beneficios à saúde do consumidor. 

Porém, para garantir a inocuidade dos produtos, é essencial a utilização de 

ferramentas de qualidade em todo processo produtivo, desde a obtenção da 

matéria prima.  
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