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RESUMO 

 

O Penicillium commune é apontado como um fungo contaminante que comumente se 

desenvolve durante a maturação dos queijos, podendo promover alterações 

organoléticas e produzir micotoxinas. A contaminação dos alimentos por fungos gera 

perdas econômicas significantes ao produtor e estudos indicam que o P. commune 

apresenta resistência ao conservantes mais utilizados pela indústria para conter o 

crescimento de microrganismos. Verificada a importância do desenvolvimento de 

medidas naturais e alternativas para conter e reduzir o desenvolvimento fúngico nos 

alimentos, destaca-se o uso das bactérias ácido láticas (BAL). As BAL auxiliam na 

conservação do produto, aumentam a vida útil, aprimoram as características sensoriais 

e fornecem diversos benefícios à saúde. Esse trabalho visou explorar a capacidade 

antifúngica da cepa Lactiplantibacillus plantarum (L119) frente a contaminação por P. 

commune (M35) sobre a superfície das peças de queijos durante o processo de 

maturação por 28 dias. Foram fabricados nove lotes de oito queijos produzidos com e 

sem a adição de L. plantarum (L119) e contaminados por três diferentes concentrações 

de P. commune (M35), maturados por 28 dias, com registro de imagens a cada 7 dias. 

Análises de Microscopia eletrônica de varredura foram realizadas para observação da 

possível interação entre os microrganismos. Verificou-se pela análise das imagens pelo 

software ImageJ uma redução da área de contaminação e retardo do crescimento do P. 

commune (M35) nos queijos com L. plantarum. (resultados do MEV) A cepa L119, 

demonstrou grande potencial para utilização como aditivo bioconservante antifúngico 

para queijos. 

 

Palavras-chave: Biocontrole; BAL; Fungos; Alimentos; Contaminantes. 
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against Penicillium commune (M35) contamination in short-ripened cheeses. 2024. 
109 f. Dissertation (Animal Science Master Degree) - Universidade Estadual de Londrina, 
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ABSTRACT 

 

Penicillium commune has been identified as a contaminating fungus. It commonly 

develops during the ripening of cheeses, and it can cause organoleptic alterations and 

produce mycotoxins. The contamination of food by fungi generates significant economic 

losses for the producer. Studies indicate that P. commune is resistant to the preservatives 

most commonly used by the industry to contain the growth of microorganisms. Given the 

importance of developing natural and alternative measures to contain and reduce fungal 

growth in food, the use of lactic acid bacteria (LAB) stands out. LAB helps preserve the 

product, increases shelf life, improves sensory characteristics, and provides various 

health benefits. This work aimed to explore the antifungal capacity of the 

Lactiplantibacillus plantarum (L119) strain against contamination by P. commune (M35) 

on the surface of ripening cheese pieces for 28 days. Nine batches of eight cheeses 

produced with and without the addition of L. plantarum (L119) were manufactured and 

contaminated by three different concentrations of P. commune (M35), being matured for 

28 days, with images taken every 7 days. Scanning electron microscopy analyses were 

carried out to observe the possible interaction between the microorganisms. Analysis of 

the images using ImageJ software showed a reduction in contamination and a delay in 

the growth of P. commune (M35) in the cheeses containing L. plantarum (SEM results 

here). The L119 strain demonstrated great potential for use as an antifungal preservative 

additive for cheeses. 

 

Keywords: Biocontrol; BAL; Fungi; Food; Contaminants. 
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1. INTRODUÇÃO 1 

 2 
O consumo de queijos no Brasil, está em ascensão, conforme indicado por 3 

Siqueira et al. (2023), e o mercado queijeiro tem experimentado um crescimento 4 

significativo (Ferreira, 2021), com os queijos ocupando a posição de segundo produto 5 

lácteo mais exportado no Brasil (Rentero, 2023). Minas gerais é um estado em destaque, 6 

com a produção de diversos queijos, dentre eles o queijo Minas padrão, que tem seu 7 

registro de modo de fazer artesanal considerado patrimônio imaterial brasileiro (IEPHAN, 8 

2018). 9 

Os queijos, em geral são alimentos de elevado valor nutricional, sendo 10 

constituídos por diversos microrganismos que contribuem para formação de aroma, sabor 11 

e textura. No entanto, microrganismos patogênicos e deteriorantes também que podem 12 

ser incorporados ao produto durante a fabricação (Boor et al., 2017). Segundo Penna, 13 

Gigante e Todorov (2021), as principais fontes de contaminação dos queijos estão 14 

associadas à matéria prima e falhas no processo de higiene durante o processamento.  15 

Destaca-se entre os microrganismos contaminantes, a presença e relevância dos 16 

fungos, responsáveis por consideráveis perdas nos queijos contaminados (Awast, Anand, 17 

2020). Contaminações por leveduras e bolores ocasionam alterações organolépticas que 18 

levam à rejeição do produto pelo consumidor (Pitt, Hocking, 2022). Lanita e Silva (2008), 19 

destacam que queijos semiduros estão mais suscetíveis a problemas fúngicos, causados 20 

por bolores, principalmente durante a maturação. Os bolores podem produzir 21 

micotoxinas, metabolitos tóxicos capazes de causar danos à saúde humana e animal 22 

(Hymery et al., 2014).  23 

Entre os bolores, Penicillium commune é um dos gêneros mais identificados em 24 

queijos, capaz de alterar propriedades organolépticas do alimento (Jurado, Vicente, 25 

2020) e produzir Ácido Ciclopiazônico (CPA), uma micotoxina associada a problemas de 26 

saúde humana e animal (Hymery et al., 2014). 27 

Diante da necessidade de controle dos níveis de contaminação durante a 28 

fabricação dos queijos, diversas estratégias foram desenvolvidas, incluindo 29 

processamento térmico, resfriamento, uso de desinfetantes e sanitizantes e de diferentes 30 

conservantes químicos (Garnier et al., 2017; Awast, Anand, 2020). Contudo, esses 31 
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métodos, além de onerosos (Lanita, Silva, 2008), podem induzir alterações nutricionais e 1 

organolépticas nos produtos (Awasti, Anand, 2020).  2 

Alguns microrganismos, como o P. commune desenvolveram resistência às 3 

principais medidas de controle e conservantes utilizados (Nielsen, De Boer 2001; 4 

Gougouli et al., 2011). Agravando os desafios enfrentados pelos produtores e pela 5 

indústria. 6 

Estes desafios aliados às mudanças no perfil do consumidor, que busca por 7 

produtos mais naturais (Silva, Silva, Ribeiro, 2018), impulsiona a busca por agentes de 8 

biocontrole. Dado que as bactérias ácido láticas já estão presentes na microbiota dos 9 

queijos, contribuindo para as características organolépticas, é crucial aprimorar 10 

pesquisas que avaliem os metabólitos por elas produzidos, como ácidos orgânicos, 11 

peroxido de hidrogênio e peptídeos bioativos. Esses microrganismos podem atuar não 12 

apenas conferindo características de identidade aos queijos, como também na forma de 13 

biopreservativos, reduzindo os custos de produção e as perdas enfrentadas pelos 14 

produtores queijeiros e pela indústria. 15 

Este estudo teve como objetivo explorar a capacidade antifúngica da cepa 16 

Lactiplantibacillus plantarum (L119) isolada de queijo artesanal serrano catarinense, 17 

frente a contaminação por P. commune (M35), na produção de queijos maturados por 28 18 

dias. 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

  30 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 1 

 2 

2.1 QUEIJOS NO BRASIL 3 

 4 

No Brasil, uma ampla gama de queijos é produzida, abrangendo desde receitas 5 

originárias de diferentes culturas até produções únicas, dotadas de características 6 

culturais e regionais exclusivas (Da Silva, Rocha, Gomes Da Cruz, 2022). Esses queijos 7 

são elaborados a partir de leite bovino, de cabra, de ovelha, de búfala e mesmo da 8 

combinação de leites de diferentes espécies (Penna, Gigante, Todorov, 2021).  9 

Autores ressaltam que a produção de queijo no Brasil resulta da convergência de 10 

diferentes processos fermentativos provenientes da herança alimentar das culturas 11 

latino-americanas e indígenas, combinadas com a influência da imigração europeia, 12 

especialmente de regiões como Portugal, Espanha e Itália (Penna, Gigante, Todorov, 13 

2021). Ainda assim, há divergências quanto à região geográfica e ao período de início da 14 

produção de queijos no Brasil (Araújo et al., 2020; Borelli et al., 2016; Dias, 2010; 15 

Meneses, 2006; Netto, 2011).  16 

Segundo o Regulamento Técnico de Qualidade e Identidade (RTIQ) de 1996, os 17 

queijos são produtos derivados exclusivamente do leite, compostos por enzimas, 18 

bactérias ácido lácticas (BAL) e ácidos orgânicos, com qualidade alimentar resultante da 19 

coagulação obtida pela ação física do coalho. Podem incluir condimentos, especiarias, 20 

substâncias alimentícias, corantes, aromatizantes e aditivos. Os queijos frescos são 21 

produtos fabricados e prontos para consumo, enquanto os queijos maturados passam 22 

por transformações em suas características por meio de processos físicos e bioquímicos 23 

específicos (Brasil, 1996).  24 

O mercado de produtos lácteos está em ascensão no Brasil, e a produção de 25 

queijos tem um papel de destaque na indústria de laticínios (Ferreira, 2021). Siqueira 26 

(2021), destaca que o mercado de queijos no Brasil está em expansão devido às 27 

mudanças no perfil dos consumidores. Conforme indicado por Cirne et al. (2019), a busca 28 

por produtos artesanais tem aumentado, em virtude do interesse dos consumidores por 29 

itens mais saudáveis e saborosos, elevando, assim, o consumo de queijo na rotina dos 30 

brasileiros (Siqueira, 2021). 31 
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Com ênfase na produção mineira, o Sindicato da Indústria de Laticínios do Estado 1 

de Minas Gerais (SILEMG) aponta que cerca de 1,2 milhão de toneladas de queijos foram 2 

produzidas no Brasil em 2020, sendo aproximadamente 40% desta produção proveniente 3 

do estado de Minas Gerais (EMATER, 2022). O queijo Minas é reconhecido como um 4 

dos queijos mais artesanais e tradicionais da cultura brasileira (Dores, Ferreira, 2008; 5 

Meneses, 2006). O método artesanal de preparo do queijo Minas foi consagrado como 6 

patrimônio cultural imaterial brasileiro pelo Instituto do Patrimônio Histórico e Artístico 7 

Nacional (IPHAN, 2008; IEPHA, 2018). 8 

 9 

2.1.1 O Consumo e o Comércio de Queijos no Brasil 10 

 11 

Conforme destacado por Chaves et al. (2021), o consumo médio de queijos per 12 

capta anual é de aproximadamente 5,5 kg. Entretanto, Siqueira et al. (2023), reportam 13 

um crescimento notório nesse consumo, atingindo a marca de 6,21 kg por habitante ao 14 

ano. 15 

Segundo a Associação Brasileira das Indústrias de Queijo (2021), em termos de 16 

produção, o Brasil se encontra entre os cinco maiores do mundo, se destacando pela 17 

produção artesanal (Rentero, 2023), produzindo uma média anual de 780 mil toneladas 18 

de queijos (USDA, 2023). Porém, o mercado do queijo sofreu grandes impactos negativos 19 

com a pandemia Covid-19 (Figura 1), com aumento no preço dos produtos e redução da 20 

acessibilidade (USDA, 2023), o que refletiu no comprometimento dos produtores em 21 

manter a produção e o abastecimento (Siqueira, 2021). 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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Figura 1. Produção, Abastecimento e Distribuição de Queijos no Brasil 1 

 2 

 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

Fonte: USDA (2023). 11 

 12 

Destaca-se, mesmo perante a esse cenário, que os consumidores mais 13 

expressivos são os idosos, com 60 anos ou mais (Figuras 2 e 3), como apontado por 14 

Siqueira, Oliveira e Lana (2023). Estes consumidores, caracterizados por uma crescente 15 

informação e criteriosidade em suas escolhas alimentares, estão cada vez mais 16 

conscientes diante do cenário de oscilações econômicas (Siqueira et al., 2023). Dessa 17 

situação, surge a necessidade de uma abordagem estratégica por parte dos produtores 18 

e da indústria, a fim de atender às demandas específicas desse segmento de 19 

consumidores e adaptar-se ao panorama dinâmico do mercado de queijos. 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 
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Figura 2. Estimativa da mudança na estrutura do consumo de lácteos por grupo 1 

de produtos 2 

 3 

 4 
  Fonte: Siqueira, Oliveira, Lana (2023). 5 

 6 

Figura 3. Estimativa da mudança da pirâmide etária no consumo de lácteos por 7 

grupos de produção e faixa etária 8 

 9 

Fonte: Siqueira, Oliveira, Lana (2023). 10 
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 16 
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2.1.2 Queijo Minas Padrão 1 

 2 

O queijo Minas padrão está entre os cinco queijos mais consumidos no Brasil 3 

(Figuras 4 e 5) (Siqueira, Schettino, 2021). De acordo com o RTIQ (Brasil, 2020), o queijo 4 

Minas padrão é classificado como um queijo de teor de gordura médio a alto, com teor 5 

médio de umidade. Sua forma é cilíndrica, apresentando sabor característico, 6 

consistência semidura, e textura compacta, com poucas olhaduras mecânicas, podendo 7 

ou não ter uma casca branca, lisa, uniforme e sem rachaduras.  8 

 9 

Figura 4. Porcentual de consumo de queijos per capita por região brasileira, 10 

comparado com a média nacional 11 

 12 

Fonte: Siqueira, Schettino (2021). 13 

 14 
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 24 
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Figura 5. Gráfico do consumo per capita de queijos por região brasileira 1 

Fonte: Siqueira, Schettino (2021). 2 

 3 
Este tipo de queijo é produzido por meio da coagulação do leite com bactérias 4 

ácido láticas (BAL), acrescido de coalho ou enzima coagulante, cloreto de sódio e por 5 

maturação mínima de 20 dias, mantido em temperatura entre 10°C e 16°C, tendo como 6 

temperatura ideal 12°C (Quadro 1). 7 

Os queijos de massa crua, como é o caso do queijo Minas padrão, possuem uma 8 

coagulação predominantemente enzimática, caracterizada por um curto tempo de 9 

floculação e uma dessoragem rápida, a fim de evitar grande desmineralização da massa, 10 

mantendo assim sua propriedade de consistência semidura (Lourenço Neto, 2013). 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 
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Quadro 1- Fluxograma de produção- queijo Minas padrão 1 

QUEIJO MINAS PADRÃO 

LEITE Pasteurização =71°c a 73°C por 15 a 20 segundos  

Gordura= 3,2 a 3,4% 

 

CULTURA Opção 1: Mesofílico homofermentativo=100% 

 

Opção 2: Mesofílico homofermentativo= 85 a 90% + S. 

therophilus 10% 

 

INGREDIENTES Cloreto de Cálcio= 15 a 20g/100 litros  

PRÉ- MATURAÇÃO Temperatura= 31 a 33°C  

Tempo= 30 a 40 minutos 

 

COAGULAÇÃO Temperatura= 31 a 33°C  

Floculação= 15 a 20 minutos 

Endurecimento= 15 a 20 minutos 

 

CORTE Grãos= 1 a 1,5 cm³  

TRABALHO NO 

TANQUE 

Repouso= 2 a 3 minutos 

Mexedura= 40 a 45 minutos 

 

PRÉ PRENSAGEM E 

ENFORMAGEM 

Pressão= 20 a 30 libras/pol²  

Tempo= 15 a 20 minutos 

Enformagem Manual ou Mecânica 

 

PRENSAGEM 1ª Prensagem: Pressão= 20 a 25 libras/pol² 

   Tempo= 25 a 30 minutos 

    Viragem 

2ª Prensagem: Pressão= 25 a 30 libras/pol²  

    Tempo= 80 a 90 minutos 

 

FERMENTAÇÃO Temperatura= 20 a 25°C 

URA= 83 a 87% 

Tempo= 14 a 18 horas 

pH= 4,9 a 5,2 

 

SALGA Sal= 20 a 22% 

Temperatura= 10 a 12°C 

Tempo 14 a 18 horas 

pH= 5 a 5,2 

 

SECAGEM Temperatura= 8 a 10°C 

URA= 85% 

Tempo= 24 a 36 horas 

 

MATURAÇÃO Opção 1: 

Fase 1: Temperatura= 10 a 12°C 

             URA= 85 a 87% 

             Tempo= 8 a 10 dias 

             Viragens a cada 1 a 2 dias  

             Lavagem= imersão em água a 53 a 40°C, escovar 

             Secagem= 8 a 10°C por 20 horas 

 Embalagem em plástico termo-encolhível. 

Fase 2: Temperatura= 10 a 12°C 

             URA=85 a 87% 

             Tempo= 15 a 20 dias.  

Opção2: Embalagem plástica termo-encolhivel após a 

salga 

Temperatura= 10 a 12°C 

URA= 85 a 87% 

Tempo= 25 a 30 dias 

Fonte: Lourenço Neto (2013) 2 
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2.1.3 Perdas de Produção 1 

 2 

A contaminação dos alimentos resulta de problemas na cadeia de produção, 3 

desde a obtenção da matéria prima até a venda ao consumidor (FAO, 2022). Elas 4 

representam uma ameaça significativa, podendo resultar na deterioração do produto, 5 

intoxicações alimentares, toxiinfeções e infecções alimentares, causadas por vírus, 6 

bactérias, parasitas e fungos (Switaj et al.,2015).  7 

De acordo Penna, Gigante e Todorov (2021), as principais fontes de 8 

contaminação em queijos estão relacionadas à baixa qualidade do leite, resultante de 9 

falhas nos procedimentos de higiene de ordenha e de higiene das áreas industriais, além 10 

de problemas relacionados à saúde dos animais e dos manipuladores. 11 

Em escala industrial, todos os tipos de queijo seguem um fluxograma de 12 

produção que requer um rigoroso controle e verificação para garantir a segurança no 13 

consumo deste alimento. Falhas em qualquer etapa de produção, desde a matéria prima, 14 

processamento, maturação, estocagem até distribuição, podem ocasionar 15 

contaminações que resultam em grandes prejuízos econômicos e representam um sério 16 

risco à saúde do consumidor (Garcia et al., 2016). 17 

Segundo a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura 18 

(2022), aproximadamente 13% dos alimentos no mundo são perdidos desde a matéria 19 

prima até a comercialização, e cerca de 17% dos alimentos são descartados nas 20 

residências e estabelecimentos de alimentação (UNEP, 2021). 21 

Uma das principais causas que resultam em descarte de produção e perdas 22 

econômicas industriais relevantes é a contaminação de alimentos por fungos (Cheong et 23 

al., 2014; Quéro et al., 2019). Estimam-se perdas de 5% a 10% da produção mundial de 24 

alimentos em decorrência de problemas fúngicos (Awasti, Anand, 2020), estando os 25 

queijos dentre os alimentos altamente suscetíveis ao crescimento desses 26 

microrganismos (Pitt, Hocking, 2009).  27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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2.2. FUNGOS 1 

 2 

O reino Fungi é composto por diferentes ordens, famílias e espécies e seus 3 

integrantes são altamente especializados (Pitt, Hocking, 2022). Eles se distribuem nos 4 

ambientes terrestre, aquático e aéreo, embora algumas espécies possam apresentar 5 

algumas limitações de crescimento e desenvolvimento (Ramos- Pereira et al., 2019 b; 6 

Yiannikouris, Jouany, 2002). Os fungos relacionados à produção e à deterioração de 7 

alimentos estão presentes em apenas algumas ordens deste vasto reino (Pitt, Hocking, 8 

2022). 9 

O uso de fungos em processos fermentativos para produção de alimentos tem 10 

um histórico milenar. Evoluindo de acordo com as necessidades de aprimoramento e 11 

desenvolvimento de produtos por tentativa e erro (Mehla et al., 2020). Atualmente as 12 

indústrias utilizam culturas prontas e isoladas para facilitar o controle do processo 13 

fermentativo no desenvolvimento de produtos (Awasti, Anand, 2020). 14 

Os fungos se manifestam de três formas, na forma filamentosa, os denominados 15 

bolores; na forma unicelular, classificados como leveduras; ou podendo adquirir ambas 16 

as formas, de acordo com as condições ambientais, como são caracterizados os fungos 17 

dimórficos (Ferreira, Souza, 2000; Murray, Rosenthal, Pfealler, 2006). 18 

 19 

2.1.4 Leveduras 20 

 21 

As leveduras são fungos unicelulares, geralmente de forma esférica ou oval 22 

(Tortora, 2017). Elas se reproduzem rapidamente, devido a sua reprodução assexuada 23 

(por brotamento ou fissão binária), quando comparada a velocidade de reprodução de 24 

fungos filamentosos, porém não conseguem se multiplicar tão rapidamente quanto as 25 

bactérias, podendo ter sua concentração, no queijo, influenciada pela concentração de 26 

bactérias ácido láticas (Pitt, Hocking, 2022).  27 

A leveduras podem ser encontradas em várias etapas da produção de produtos 28 

lácteos, desde sua presença na matéria prima, no ar, nos utensílios e na salmoura, 29 

contribuindo para a inclusão deste microrganismo no queijo (Temelli et al., 2006; Banjara 30 

et al., 2015). Muitas leveduras integram a microbiota primária ou secundária dos queijos, 31 
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contribuindo com seus metabólitos na formação de compostos geradores de textura, 1 

sabor e aroma aos queijos (Kesenka, Akbulut, 2008; Gori et al., 2013; Ryssel et al., 2015), 2 

como nos casos dos queijos Reblochon, Grueyère, Tilsit e Munster (Awasti, Anand, 3 

2020). 4 

 Considerando que queijos são alimentos fermentados, as condições nutricionais 5 

e de acidez do alimento, favorecem o desenvolvimento das leveduras (Seiler, 2002). A 6 

maioria das leveduras encontradas nos alimentos demonstram habilidade em sobreviver 7 

em condições anaeróbicas e toleram ambientes com baixo pH (Pitt, Hocking, 2020). 8 

Autores citam os gêneros: Candida spp, (Golic et al., 2013; César, 2019), Debaryomyces, 9 

Kluyveromyces, Geotrichum, Saccharomyces, Trichosporon (Golic et al., 2013; 10 

Geronikou et al., 2020), Yarrowia (Golic et al., 2013; Karasu-Yalcin, Senses-Ergul, Ozbas, 11 

2017) e Rhodotorula (Geronikou et al., 2020), como as principais encontradas nos 12 

queijos. 13 

Awast e Anad (2020), citam que mais de 60 espécies de leveduras já foram 14 

identificadas como contaminantes em leite e derivados. Porém, poucas espécies de 15 

leveduras podem causar danos substanciais aos queijos, a maioria dos casos de 16 

contaminação é acidental (Pitt, Hocking, 2022). Estes microrganismos possuem vias 17 

metabólicas limitadas, são sensíveis a reduções acentuadas nos níveis de umidade e 18 

atividade de água (Viljoen et al., 2003). Em sua maioria, requerem condições nutricionais 19 

específicas e além de estarem em constante interação e competição por nutrientes com 20 

as bactérias presentes no queijo, as leveduras não conseguem penetrar a casca dos 21 

queijos (Pitt, Hocking, 2022). No entanto, a capacidade de resistir a diferentes condições 22 

ambientais e de causar deterioração do alimento, depende da espécie e cepa da 23 

levedura, bem como da concentração microbiológica presente no queijo (De Almeida, De 24 

Gusmão, 2011, Geronikou et al., 2020).  25 

A contaminação de queijos por leveduras promove alterações organolépticas 26 

consideráveis, devido ao metabolismo heterofermentativos deste microrganismo. 27 

Segundo Ledenbach e Marshall (2009), alterações produzidas por leveduras 28 

contaminantes nos alimentos se tornam visíveis, quando a concentração deste 29 

microrganismo é igual ou superior a 105-106 UFC/g. 30 
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Algumas das alterações já relatadas são a produção de gás (Pitt, Hocking, 2022), 1 

a acidificação do produto, promovendo um sabor rançoso ou fermentado (Zacarchenco 2 

et al., 2011), um odor sulfuroso e alterações na aparência do queijo, propiciando uma 3 

redução da qualidade e do tempo de validade do produto (Walker, Ayres, 1970; Frölich-4 

Wyder, 2003; Salustiano et al., 2003; Zacarchenco et al., 2011; Radha, Nath, 2014; 5 

Garnier et al. 2017).  6 

Outro perigo relevante é a possibilidade de produção de metabolitos tóxicos. 7 

Apesar de não se falar de produção de micotoxinas por leveduras (Pitt, Hocking, 2022), 8 

as leveduras são capazes de produzir aminas biogênicas, compostos relatados com 9 

essenciais e benéficos aos seres humanos, porém, que em altas dosagens, podem gerar 10 

toxicidade (Awast, Anand, 2020). Estudos também reportam leveduras em queijos 11 

produtoras de tiramina e histamina (Roing- Sagués et al., 2002; Linares et al., 2012). 12 

 13 

2.1.5 Bolores 14 

 15 

Bolores são fungos filamentosos e abrangem uma grande diversidade do reino 16 

Fungi. Assim como as leveduras, eles podem ser responsáveis por diversas 17 

características sensoriais desejadas nos queijos (Haasum, Nielsen, 1998), por meio da 18 

produção de diversos metabólitos benéficos (Chalupová et al., 2014). Em alguns casos, 19 

a presença de bolores é responsável até mesmo pela identidade de queijos, podendo se 20 

desenvolver na superfície e no interior de queijos como Roquefort, Gorgonzola e Danish-21 

Blue, Brie e Camembert (Metin, 2018). 22 

Contudo, metabólitos produzidos por espécies indesejadas de bolores podem 23 

prejudicar as propriedades organolépticas e alterar a aparência do produto. Estudos 24 

relatam a existência de mais de 100 espécies de bolores contaminantes em produtos 25 

lácteos (Awasti, Anand, 2020). 26 

Essas alterações incluem o amolecimento e as perfurações nas cascas do 27 

queijos, a presença de limosidade, sabor e odor desagradável e até mesmo a degradação 28 

do produto (Da Silva e Rocha, Gomes Da Cruz, 2022; Huis In’t Veld, 1996; Quéro et al., 29 

2019; Lanita, Silva, 2008) levando à rejeição pelo consumidor e gerando prejuízo para as 30 

indústrias (Pitt, Hocking, 2022).  31 
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Ao contrário das leveduras, os bolores conseguem adentrar à massa do queijo, 1 

a partir da superfície da casca, (Pitt, Hocking, 2022) continuando a produzir metabólitos 2 

mesmo após a remoção aparente dos micélios da superficiais (Filtenborg, Frisvad, 3 

Thrane, 1996). Adicionalmente, muitos bolores deteriorantes são psicrotolerantes e 4 

capazes de se desenvolver em condições de baixa oxigenação (Pitt, Hocking, 2022). 5 

Entre os principais gêneros descritos em literatura, encontrados como bolores 6 

contaminantes em queijos estão: Aspegillus, Penicillium spp., Phoma, Scopulariopsis, 7 

Fusarium (Hocking, Faedo, 1992; Montana et al., 2004), Cladosporium e Mucor (Garnier 8 

et al., 2017; Montagna et al., 2004).  9 

Lanita e Silva (2008), apontam que os queijos semiduros são os mais suscetíveis 10 

a problemas fúngicos, com o desenvolvimento desses fungos ocorre principalmente 11 

durante a fase de maturação, principalmente até os 60 dias (Baylis, 2009), enquanto as 12 

condições ambientais de umidade ainda favorecem seu desenvolvimento na superfície 13 

do alimento (Jay, 2005).  14 

O desenvolvimento de fungos indesejados nos queijos pode ser um problema 15 

muito além das alterações organolépticas. Algumas espécies de fungos são capazes de 16 

produzir toxinas nocivas aos seres humanos e aos animais (Pitt, Hocking, 2009). 17 

As micotoxinas são metabólitos secundários tóxicos produzidos pelos fungos 18 

(Hymery et al., 2014). A contaminação dos alimentos por micotoxinas pode ocorrer de 19 

forma direta, quando o alimento apresenta o fungo toxigênico, ou de forma indireta, em 20 

que mesmo após a inativação do fungo por processamento do alimento, a toxina se 21 

mantém ativa (Freire et al., 2007). 22 

 Os principais efeitos nocivos relatados do consumo de micotoxinas incluem a 23 

indução de câncer de fígado, quadros de imunodeficiência, problemas cutâneos, 24 

necroses (Pitt, Hocking, 2022). De acordo com a FAO (2021), as micotoxinas também 25 

levam a problemas urogenitais, vasculares, renais e nervosos. Tais fatores evidenciam 26 

que o consumo recorrente de alimentos contaminados por fungos pode representar um 27 

risco grave à saúde, sendo inapropriado para consumo e venda (Pitt, Hocking, 2009). 28 

Pitt et al. (2012), indicam que os principais gêneros, produtores de micotoxinas, 29 

já estudados, presentes em alimentos são Fusarium spp., Penicillium spp., Aspergillus 30 

spp.  31 
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O estudo e compreensão das micotoxinas presentes em queijos ainda estão em 1 

processo de construção, sendo relevante citar que as micotoxinas Citrina, Penitrem A, 2 

Roquefortina C, Esterigmatocistina, aflatoxina A e Ocratoxina A são as mais relatadas 3 

(Anelli et al., 2019; Hymery et al., 2014). A Aflatoxina M1 é única micotoxina controlada, 4 

com limites estabelecidos pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 5 

(BRASIL, 2011).  6 

A percepção de bolores na superfície dos queijos não indica a presença de 7 

micotoxina neste alimento, mas também não descarta esta possibilidade (Hymery et al., 8 

2014; Pleadin et al., 2019). É essencial considerar que queijos podem possuir fungos não 9 

identificáveis na sua superfície que podem ou produzir micotoxina, assim como os queijos 10 

podem apresentar fungos em sua superfície e não produzir micotoxinas. Portanto, o 11 

investimento em estudos sobre contaminação fúngica em queijos e produção de 12 

micotoxinas é uma necessidade evidente. 13 

 14 

2.2.3. Penicillium commune 15 

 16 

O gênero Penicillium, pertencente ao filo Ascomycota, compreende espécies 17 

saprófitas, oportunistas, amplamente distribuídas em diversos ambientes, devido a sua 18 

baixa exigência nutricional e habilidade de sobreviver em ambientes com diversidades 19 

de oxigenação, pH, temperatura e umidade (Pitt, Hocking, 2009). Deste gênero, o 20 

subgênero Penicillium se destaca com espécies importantes no contexto de 21 

contaminação de alimentos (Pitt, Hocking, 2022). Dente as espécies deste grupo, 22 

destaca-se o P. commune, identificado como espécie ancestral e precursora do 23 

Penicillium camemberti (López-Villavicencio et al., 2010), notável por seu papel na 24 

produção de queijos finos. Diferentemente do P. camemberti, o P. commune  é a espécie 25 

contaminante mais frequentes em queijos, observada por diversos estudos (Bullerman, 26 

Olivigni, 1974; Moubasher, Abdel-Kader, El-Kady, 1978; Aran, Eke, 1987; Hocking, 27 

Faedo, 1992; Hassanin, 1993; Jodral et al., 1993; Lund, Filtenborg, Frisvad, 1995; 28 

Filtenborg, Frisvad, 1996; Kure, Skaar, 2000; Basílico et al., 2001; Kure et al., 2001; 29 

Montagna et al., 2004; Pitt, Hocking, 2009; Dailé, Deschamps, Richard-Forget, 2010; 30 
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Garnier et al., 2017; Decontardi et al., 2018), sendo também isolada em diferentes pontos 1 

da indústria queijeira (Kure et al., 2001). 2 

P. commune exibe características distintivas em suas colônias, apresentando 3 

crescimento médio de 18 a 30 mm de diâmetro. A coloração das colônias varia entre 4 

branco, verde turquesa, verde opaco a verde acinzentado, com um reverso de tonalidade 5 

esbranquiçada, sendo a coloração e o tamanho variável de acordo com o substrato 6 

utilizado. As colônias apresentam uma morfologia plana, com relevo discreto, sulcadas 7 

radialmente e aveludadas. Os micélios exibem tonalidade branca a amarelados e a 8 

produção de conídios é moderada. (Pitt, Hocking, 2022). O crescimento do P. commune 9 

ocorre idealmente na faixa de temperatura entre 25°C e 35°C. O diferencial dessa 10 

espécie está na adaptabilidade em se desenvolver em temperaturas de refrigeração, 11 

suportar ambientes com baixa umidade, baixa concentração de oxigênio e altas 12 

concentrações de dióxido de carbono (Taniwaki et al., 2001). 13 

A contaminação com P. commune pode provocar alterações na textura dos 14 

queijos (Jurado, Vicente, 2020). Além disso, devido a produção de metabólitos 15 

secundários, essa espécie apresenta capacidade de inibir o desenvolvimento de diversas 16 

bactérias patogênicas, como Staphylococcus aureus, Bacilus cereus, Pseudomonas 17 

aeruginosa, Escherichia coli (Shang et al., 2012; Malhadas et al., 2017). Adicionalmente, 18 

há evidências de que o P. commune também pode exercer um efeito inibitório, embora 19 

em menor intensidade, sobre o desenvolvimento de algumas leveduras, como Candida 20 

glabrata e Candida albicans (Malhadas et al., 2017).  21 

Diblasi et al. (2015), relata que dentre os metabolitos produzidos pelo P. 22 

commune, tem-se a produção de Lovastatina, uma estatina, com potencial no tratamento 23 

de hipercolesterolemia e doenças cardiovasculares. Destaca-se que a Lovastatina 24 

influencia no desenvolvimento de biofilmes produzidos por S. aureus. A produção de 25 

estatinas representa um mecanismo defensivo do P. commune contra outros 26 

microrganismos (Endo, 2004). 27 

Outro mecanismo de defesa documentado por diversos autores é a produção de 28 

microtoxinas (Hymery et al., 2014). Estudos indicam que o P. commune é capaz de 29 

produzir micotoxinas como Ácido Ciclopiazônico (CPA) (Frisvad, Filtenborg, Thrane, 30 
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1989, Ramos- Pereira et al., 2019 a; Mareze, 2021) bem como uma variedade de 1 

compostos tóxicos derivados (Larsen et al., 2002). 2 

A micotoxina CPA é reconhecida por sua potente toxicidade em concentrações 3 

elevadas, sendo capaz de causar sérios danos renais e intestinais em mamíferos 4 

(Hymery et al., 2014). Sinais evidentes de intoxicação causadas por CPA incluem 5 

diarreia, anorexia, pirexia, ataxia e, em casos extremos, mortalidade, como relatado por 6 

Bryden (1991).  7 

Pitt and Hocking (2022), afirma que a maioria das espécies de Penicillium possui 8 

potencial micotoxigênico. No entanto, evidências provenientes da análise de diferentes 9 

trabalhos, indicam que muitas dessas toxinas podem não ser produzidas nos alimentos, 10 

ou são geradas em quantidades insignificantes, devido as condições ambientais 11 

específicas. Contrastando essa tendência, estudos conduzidos por Ramos-Pereira et al. 12 

(2019 a), em amostras de queijos espanhóis destacam a notável produção de CPA pelo 13 

P. commune. Spahr et al. (2000), consideram que a CPA é uma das poucas micotoxinas 14 

com capacidade de ser transferida pelo leite.  15 

Em humanos, os relatos de intoxicação por CPA indicam indução de distúrbios 16 

neurológicos (Hymery et al., 2014). Essas constatações destacam a importância do 17 

monitoramento da presença de CPA, principalmente em produtos lácteos, devido as 18 

possíveis implicações à saúde humana e animal. 19 

Além dos possíveis problemas mencionados que são relacionados à 20 

contaminação por P. commune em queijos, estudos reportam que este fungo manifesta 21 

uma notável resistência contra certas cepas de Lactobacillus (Kure et al., 2001; Kure et 22 

al., 2004; Ramos-Pereira et al., 2019 b). Essa resistência dificulta o controle efetivo desse 23 

contaminantes por meio da competição com os microrganismos presentes na microbiota 24 

do queijo, que como relatado anteriormente e predominantemente constituída por 25 

bactérias ácido láticas (BAL). 26 

 27 

 28 

 29 

 30 
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2.3. MEDIDAS DE CONTROLE E PREVENÇÃO DE PROBLEMAS FÚNGICOS 1 

NA PRODUÇÃO 2 

 3 

Os processos para prevenir a contaminação dos produtos lácteos devem 4 

começar na obtenção da matéria prima. A microbiota presente no solo, na água, na pele 5 

do rebanho leiteiro e nos tanques de refrigeração do leite podem interferir na qualidade 6 

da matéria prima (Gontijo et al., 2020), sendo de extrema importância os cuidados 7 

higiênico- sanitários, tanto no ambiente de ordenha, quanto no transporte do leite para a 8 

indústria (Lu, Wang, 2017). 9 

A aplicação de tratamentos térmicos, como a pasteurização, representa uma 10 

estratégia eficaz de controle, visando a inativação da microbiota deteriorante e 11 

patogênica. Apesar de a pasteurização ser capaz de inativar a maioria dos fungos, 12 

observa-se que algumas espécies fúngicas adquiriram resistência aos processos 13 

térmicos, permitindo sua sobrevivência e subsequente proliferando em derivados lácteos 14 

pasteurizados (Awasti, Anand, 2020). 15 

O queijo, devido à sua composição rica em nutrientes, é um alimento propício ao 16 

desenvolvimento de microrganismos (Huis In't Veld, 1996). A ocorrência de fungos em 17 

queijos e outros produtos lácteos, está correlacionada como a ausência de pasteurização 18 

do leite, a pasteurização inadequada, a existência de fungos resistentes ao tratamento 19 

térmico ou contaminações decorrentes de procedimentos pós-pasteurização (Jodral et 20 

al.,1993). 21 

O ambiente industrial de produção de queijos, pode favorecer o desenvolvimento 22 

de microrganismos. A umidade presente nos equipamentos, paredes, pisos e na câmara 23 

de maturação podem propiciar o desenvolvimento de determinadas espécies fúngicas, 24 

representando uma ameaça potencial para a produção de alimentos (Awasti, Anand, 25 

2020). Essa situação destaca a imperatividade dos cuidados com a higiene e sanitização 26 

na indústria de alimentos, visando mitigar o risco de contaminação e preservar a 27 

qualidade e segurança dos produtos lácteos. 28 

Nas indústrias de alimentos, diferentes detergentes e sanitizantes são utilizados 29 

com intuito de prevenir e reduzir a contaminação fúngica. Dentre os produtos, destacam-30 

se detergentes alcalinos e ácidos, amônia quaternária, álcoois, iodóforos, aldeídos, 31 
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agentes clorados, compostos a base de ácido peracético e peróxido de hidrogênio 1 

(Awasti, Anand, 2020). A eficiência desses compostos varia de acordo com a natureza 2 

do agente microbiológico, o material do equipamento, o pH, a dureza da água, a presença 3 

de inibidores químicos, bem como com a concentração e o tempo de ação dos produtos 4 

(Silva, Dutra, Cadima, 2010).   5 

É crucial salientar que a utilização inadequada e a exposição contínua, podem 6 

resultar em relatos de fungos tolerantes e no desenvolvimento de resistência aos 7 

compostos (Korukluoglu, Sahan, Yigit, 2006; Levinskaitė, 2012). De acordo com 8 

Bundgaard-Nielsen e Nielsen (1996), algumas espécies apresentam, em diferentes 9 

níveis, tolerância ao quaternário de amônio, especialmente o P. commune. Essas 10 

constatações reforçam a importância de uma gestão cuidadosa dos procedimentos de 11 

higienização, visando a eficácia contínua e a prevenção do desenvolvimento de 12 

resistência por parte dos microrganismos. 13 

A fase de preparação e manipulação dos queijos, são reconhecidas como pontos 14 

críticos de controle essenciais para evitar a contaminação do produto final (Awast, 15 

Anand,2020). Embora o uso do cloreto de sódio seja uma medida eficaz no controle do 16 

desenvolvimento de microrganismos, por reduzir a atividade de água e a produção de 17 

micotoxinas (Sengun, Yaman, Gonul, 2008), existem relatos de que a salmoura e a água 18 

empregada nas diversas etapas dos processos são pontos importantes de 19 

recontaminação (Carlos, et al., 2017).  20 

A implementação e o monitoramento de boas práticas de fabricação e 21 

procedimentos de higiene operacional são fundamentais para mitigar o risco de 22 

contaminação do produto final (Loureiro, Querol, 1999). Essas práticas desempenham 23 

um papel crucial na garantia da segurança e qualidade dos queijos, contribuindo para a 24 

prevenção de potenciais riscos microbiológicos ao longo do processo de produção. 25 

Estudos apontam que a contaminação fúngica presente nos produtos lácteos e 26 

nas plantas industriais podem, também, provir do ar (Kure, Skaar, Brendehaug, 2004; 27 

Beletsiotis, Ghikas, Kalantzi, 2011; Radha, Nath, 2014). Os fungos deteriorantes podem 28 

produzir esporos, partículas leves que adentram a planta industrial pelos ductos de ar 29 

(Garnier et al., 2017). Dentre as medidas adotadas, para abordar esse problema tem-se 30 
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a instalação de filtro HEPA (filtros de ar com alta eficiência na separação de partículas) 1 

(Beletsiotis, Ghikas, Kalantzi, 2011) e a aplicação de gás ozônio (Varga, Szigeti, 2016). 2 

  As câmaras de maturação dos queijos, mesmo sendo ambientes 3 

refrigerados, constituem um ponto importante de controle, pois a falta de higiene, 4 

associada ao grau de umidade e a temperatura, podem propiciar o desenvolvimento de 5 

microrganismos indesejáveis (Pinto et al., 2007). As estratégias mais comuns para 6 

controlar contaminantes em queijos em câmaras frias de maturação incluem o uso de 7 

fumigadores, aplicação de fungistáticos e lavagem dos queijos (Lanita, Silva, 2008). 8 

Os cuidados na manipulação e lavagem dos queijos contaminados é essencial, 9 

pois tais procedimentos também podem interferir na presença de fungos no ar, sendo 10 

imprescindível estabelecer um fluxo de produção e manipular os alimentos 11 

cautelosamente para que um mínimo de esporos fúngicos se disperse, evitando a 12 

contaminação de outras peças e de outros ambientes (Kure, Skaar, 2004; Temelli et al., 13 

2006). 14 

Além disso, os cuidados com a embalagem e estocagem do produto 15 

desempenham um papel significativo e podem influenciar o desenvolvimento de 16 

microrganismos contaminantes em queijos. Estratégias como embalagens a vácuo e com 17 

atmosfera modificada, além de coberturas de cera, são desenvolvidas para reduzir a 18 

possibilidade do crescimento de microrganismos indesejados no produto final (Costa et 19 

al., 2008). No entanto, é importante observar que a maioria das embalagens são 20 

confeccionadas a partir de materiais derivados de petróleo, acarretando problemas 21 

ambientais (Costa et al., 2008).  22 

A refrigeração de produtos lácteos é uma prática imperativa que visa o controle 23 

da proliferação de microrganismos, a extensão da vida útil dos produtos (Janzen et al., 24 

1981) e a prevenção da formação de micotoxinas (Sengun et al., 2008). No entanto, o 25 

desenvolvimento de fungos do gênero Penicillium, como o P. commune, não é 26 

efetivamente controlado por temperaturas de refrigeração, uma vez que muitas espécies 27 

desse gênero adaptaram seu ciclo de vida a essas condições. Gougouli et al. (2011), 28 

relatam o desenvolvimento do P. commune em produtos lácteos na faixa de – 6,7°C a 29 

9,6°C. 30 
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É importante salientar que abordagens como tratamentos térmicos, filtração, 1 

purificação (Westall, Filtenborg, 1998) e refrigeração (Stratford et al., 2014), embora 2 

efetivos no controle e inibição do desenvolvimento de microrganismos, são onerosos 3 

(Lanita, Silva, 2008) e podem ocasionar perdas nutricionais e alterações organolépticas 4 

nos produtos (Awasti, Anand, 2020).  5 

A análise das diversas estratégias de controle e dos desafios encontrados 6 

destaca a magnitude dos problemas que produtores e as indústrias enfrentam ao 7 

gerenciar, controlar e prevenir contaminações fúngicas, especialmente no contexto do 8 

gênero Penicillium. A este desafio, soma-se a crescente demanda do consumidor por 9 

produtos naturais (Garnier et al., 2017) e com prazos de validade estendidos, 10 

impulsionando o desenvolvimento de diferentes formas de conservação, notadamente 11 

por meio de bioconservantes. 12 

 13 

2.4. CONSERVANTES QUÍMICOS: RISCOS DE INTOXICAÇÃO E 14 

RESISTÊNCIA 15 

 16 

Dentre as medidas de controle químico da contaminação fúngica, destaca-se o 17 

emprego da Natamicina, um composto antimicrobiano, produzido durante o processo 18 

fermentativo, pela bactéria Streptomyces natalenses (Furtado, 1991). Este composto 19 

atua bloqueando o crescimento fúngico ao modificar a permeabilidade da membrana 20 

fúngica (Welscher et al., 2007).  21 

Oliveira (2006), observou que o uso da Natamicina em queijos azuis, não 22 

interfere no desenvolvimento de fungos desejados no interior da massa do 23 

queijo, afetando apenas o crescimento de fungos oportunistas que possam surgir 24 

na superfície. Entretanto, é imperativo salientar a necessidade de cuidado 25 

rigoroso com relação à dosagem aplicada deste composto.  26 

Estudos evidenciam a identificação de níveis de Natamicina superiores 27 

aos limites estabelecidos pela legislação, bem como a detecção do composto no 28 

interior dos queijos (Paseiro-Cerrato et al., 2013; Vierikova, Hrnciarikova, 29 

lehotay, 2013). Esta constatação suscita preocupações substanciais, uma vez 30 

que, apesar de ser um composto naturalmente produzido, o consumo da 31 
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Natamicina é considerado seguro em dosagens até 0,3 mg/Kg/dia, conforme 1 

estabelecido pela European Food Safety Authority (JECFA, 2017). Contudo 2 

Suloff et al. (2003), relatam que a ingestão de 300 a 400 mg de Natamicina pode 3 

resultar na manifestação de intoxicação. Para além da capacidade de 4 

intoxicação, Streekstra et al., (2016) reportam a observação do desenvolvimento 5 

de tolerância de alguns fungos específicos após uso contínuo e prolongado de 6 

Natamicina. 7 

A análise desses achados ressalta a importância de um monitoramento 8 

rigoroso dos níveis de Natamicina em produtos lácteos, considerando não só os 9 

limites legais, mas também a segurança e potenciais efeitos adversos 10 

associados ao seu consumo. Essa preocupação ganha relevância diante da 11 

possibilidade de desenvolvimento de resistência por parte de certos fungos,  12 

considerando que a Natamicina também é utilizada para tratamento de afecções 13 

em humanos (Soares et al., 2021).  14 

Para além da Natamicina, a legislação brasileira (Brasil, 1996; ANVISA, 2023) 15 

permite o uso de outros compostos químicos com propriedades conservantes em queijos, 16 

tais como o ácido sórbico e seus sais de sódio, cálcio e potássio, além da Nisina e da 17 

Lisozima. Essas substâncias são empregadas nos queijos com o propósito de controlar 18 

microrganismos contaminantes (Garnier et al., 2017; Ledenbach, Marshall, 2009). 19 

Importante ressaltar que as concentrações inibitórias dos sorbatos são superiores às da 20 

Natamicina, conforme relatado por Reps et al. (2002). 21 

É de conhecimento que os fungos desenvolvem distintos mecanismos de 22 

resistência aos conservantes (Garnier et al., 2017). Estudos evidenciam a capacidade 23 

do gênero Penicillium em crescer na presença de diferentes concentrações de 24 

sorbatos (Davidson, 2001), ou mesmo sua habilidade de degradar o ácido 25 

sórbico, resultando na inibição de sua ação como agente conservante (Marth et 26 

al.,1966; Finol, Marth, Lindsay, 1982; Nielsen, De Boer, 2001; Ledenbach, 27 

Marshall, 2009). A degradação de sorbatos pode ser acompanhada pela formação de 28 

compostos voláteis com odores desagradáveis (Sensidone et al., 1994), como o odor de 29 

querosene e outros hidrocarbonetos que podem impregnar nos queijos (Davidson et al., 30 

2002).  31 
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Adicionalmente, pesquisas destacam que o emprego de conservantes 1 

químicos pode estimular a produção de micotoxinas (Kogkaki et al., 2016; Fodil et 2 

al., 2018). Esse fenômeno enfatiza a complexa interação entre a presença de 3 

conservantes e a potencial formação de metabólitos tóxicos por microrganismos 4 

presentes, aumentando a necessidade de avaliação cuidadosa das estratégias de 5 

conservação utilizadas na indústria de laticínios. 6 

Além dos desafios já mencionados, o emprego de antimicrobianos e 7 

conservantes químicos pode resultar em perdas nutricionais e modificações das 8 

características organolépticas dos queijos (Awasti, Anand, 2020). Lanita e Silva (2008), 9 

complementam que algumas medidas adotadas para evitar a contaminação e o 10 

desenvolvimento fúngico, podem ser economicamente inviáveis, podendo gerar resíduos 11 

no alimento e até mesmo causar danos ambientais. Deve-se considerar a dificuldade de 12 

realizar a remoção seletiva apenas da microbiota contaminante, sem prejudicar a 13 

microbiota residente essencial para a maturação dos queijos. 14 

 As complicações associadas ao uso de conservantes químicos, a incerteza do 15 

retorno do investimento do desempenho do produto, e as possíveis alterações 16 

organolépticas induzidas pelos conservantes, tem impulsionado a busca por tecnologias, 17 

como culturas bioprotetoras (Delavanne et al., 2015). Essas abordagens inovadoras 18 

buscam não apenas preservar a qualidade e a segurança dos queijos, mas também 19 

mitigar os impactos negativos sobre as propriedades nutricionais e sensoriais, atendendo 20 

assim às expectativas dos consumidores por produtos lácteos mais naturais e 21 

sustentáveis. 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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2.5. MICROBIOTA DOS QUEIJOS 1 

 2 

Os queijos representam alimentos de elevado valor nutricional, notavelmente 3 

ricos em vitaminas, lipídeos e proteínas de alta qualidade (Feeney et al., 2016). Estes 4 

elementos são compostos secundários derivados da metabolização dos nutrientes 5 

presentes no leite, provida pela microbiota do queijo que é predominantemente 6 

constituída por BAL (Tilocca et al., 2020). Os compostos secundários podem servir de 7 

substrato para o desenvolvimento de outros microrganismos, tanto desejáveis para a 8 

qualidade do queijo, quanto indesejáveis. 9 

A microbiota do queijo pode compreender tanto microrganismos que contribuem 10 

para as características desejáveis do produto, como microrganismos oportunistas, 11 

deteriorantes e patogênicos. Estes podem advir da matéria prima ou serem incorporados 12 

à microbiota durante os estágios de fabricação, maturação e estocagem (Boor et al., 13 

2017; Mayo, Ammor, Alegria, 2010; Wouters et al., 2002). 14 

Devido a intensa manipulação dos queijos, desde a fase de produção até a 15 

distribuição, os riscos de contaminação microbiológica nesses produtos são 16 

significantemente ampliados (Giannoglou et al., 2020, Mayo et al., 2021, Tilocca et al., 17 

2020). 18 

 19 

 20 

2.5.1 Interações entre os Microrganismos Presentes no Queijo 21 

 22 

O queijo é considerado um ecossistema devido à grande variedade de 23 

microrganismos que habitam este alimento e às complexas interações existentes entre 24 

eles.  25 

Na complexa microbiota deste alimento, encontramos uma diversidade de 26 

bactérias (Yeluri et al., 2018), fungos (Garnier et al., 2017, Pitt, Hocking, 2022) e 27 

partículas virais, comumente bacteriófagos (Mahony et al., 2017; Oliveira et al., 2018). É 28 

crucial considerar que, além dos microrganismos essenciais para o desenvolvimento das 29 

características tecnológicas e organolépticas dos queijos, tem-se também a presença de 30 

agentes contaminantes oportunistas, deteriorantes e patogênicos (Mayo et al., 2021). 31 
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Características intrínsecas ao produto, como os nutrientes, compostos 1 

metabólicos inibidores e estimuladores, pH e umidade, bem como fatores extrínsecos 2 

como temperatura, umidade relativa e disponibilidade de oxigênio (De Pasquale et al., 3 

2016), quando combinados, determinam o crescimento e a função do microrganismo 4 

presente na microbiota do queijo. Essas condições influenciam processos bioquímicos e 5 

metabólicos que culminam na definição de características organolépticas específicas, 6 

podendo enaltecer as qualidades do produto ou até comprometer a seguridade de seu 7 

consumo (Fox et al. 2017).  8 

As interações tróficas, como competição, amensalismo, comensalismo e 9 

mutualismo (Mayo et al., 2021), presentes entre os diferentes microrganismos nos 10 

queijos, são mediadas por diversos mecanismos bioquímicos, que limitam ou estimulam 11 

o desenvolvimento de algumas espécies de acordo com os recursos metabólicos e 12 

condições ambientas disponíveis (Embree et al., 2015; Thommes et al., 2019). Tais 13 

interações impactam na composição, diversidade e funcionalidade da microbiota do 14 

queijo (Koropatkin, Cameron, Martens, 2012; Baran et al., 2015; O’Connor et al., 2020).  15 

Alguns microrganismos podem ser controlados e ter seu desenvolvimento 16 

comprometido pela interação com metabólitos e substâncias antimicrobianas produzidas 17 

por outros integrantes da microbiota. (O’ Connor et al., 2020). Com relação aos fungos, 18 

Afshari et al. (2020) e Geugniez et al. (2017), relatam que a presença de fungos benéficos 19 

em queijos artesanais proporciona a inibição de alguns fungos contaminantes, Wang et 20 

al. (2019), descreve o potencial antimicrobiano de polissacarídeos fúngicos contra 21 

patógenos como E. coli e S. aureus e, Araújo (2021), relata que polissacarídeos de 22 

parede de leveduras apresentam atividade antimicrobiana contra algumas bactérias 23 

patogênicas. Destaca-se que a competição entre os microrganismos pode ser um 24 

mecanismo estimulador da produção de micotoxinas (Fox, Howlett, 2008) que podem 25 

interferir no processo de respiração bacteriana (Kopp-Holtwiesche, Rehm, 1990). 26 

Com relação as bactérias, tem-se diversos estudos com bactérias isoladas de 27 

leite (Ramos-Pereira et al., 2021), produtos lácteos como Kefir (Zani, Carriero, 2021) e 28 

queijos (De Antônio, Borelli, 2020; Mareze et al., 2021; De Souza Lima, Carbonera, 29 

Helbig, 2022) com potencial de inibição das principais bactérias patogênicas (De Antônio, 30 

Borelli, 2020, Zani, Carriero, 2021; De Souza Lima, Carbonera, Helbig, 2022), e alguns 31 
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fungos contaminantes de alimentos, incluindo P. commune (Dailé, Deschamps, Richard-1 

Forget, 2010; Ramos-Pereira et al., 2021). 2 

 3 

2.6. BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS (BAL) 4 

 5 

A diversidade de bactérias potencialmente presentes nos queijos é ampla, sendo 6 

notável a presença predominante das BAL (Mayo et al., 2021). A elevada concentração 7 

de BAL nos queijos está relacionada à introdução de culturas láticas para fermentação 8 

do queijo, assim como à diversidade das BAL presente no leite utilizado como matéria 9 

prima (Boor et al., 2017). Nos queijos, essas bactérias são responsáveis pelo processo 10 

de acidificação, contribuem para a coagulação e conferem características de sabor e de 11 

textura durante a maturação dos queijos (Sudhakaran, Minj, 2020). 12 

As BAL compreendem um grande grupo de bactérias, produtoras de ácido lático 13 

a partir da fermentação de carboidratos (Holzapfel, Wood, 2014). Este grupo é constituído 14 

por microrganismos gram-positivos, catalase- negativos, classificados como 15 

homofermentativos ou heterofementativos, e podem ser mesofílicos ou termofílicos (Von 16 

Wright, Axelsson, 2019), tendo como principais representantes, os Lactobacillus (Ibrahim, 17 

Ouwehand, 2019). 18 

Dentre os metabólitos produzidos pelas bactérias ácido láticas, destaca-se os 19 

ácidos orgânicos, capazes de inibir o desenvolvimento de alguns microrganismos (Salas 20 

et al., 2019) pela redução o pH do meio e acidificação do citoplasma celular (Schnürer, 21 

Mangusson, 2005). A produção de peróxido de hidrogênio, também advém de atividades 22 

metabólicas das BAL, representa uma ameaça a microrganismos como os fungos 23 

(Schnurer, Magnusson, 2005). Em resposta ao contato com o peróxido de hidrogênio, os 24 

fungos podem, em uma tentativa de detoxificação, produzir micotoxinas (Hymery et al., 25 

2014). Além disso, o metabolismo bacteriano inclui peptídeos bioativos, como as 26 

bacteriocinas, capazes de inativar diversos microrganismos patogênicos (Sharma et al., 27 

2018; Ng et al., 2020). 28 

Diversos estudos avaliaram a capacidade das BAL em inibir o desenvolvimento 29 

de patógenos como Listeria monocytogenes (Martines et al., 2015), S. aureus (Delbès-30 
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Paus et al., 2010), Salmonella spp. (Ferrari et al., 2016), Clostridium sp. (Garde et al., 1 

2016), dentre outros microrganismos. 2 

Considerando que o mercado consumidor está em busca de alimentos menos 3 

processados e livres de conservantes químicos (Silva, Silva, Ribeiro, 2018), além dos 4 

desafios enfrentados pelas industrias para o controle de diferentes microrganismos, 5 

especialmente a dificuldade no controle dos fungos e a ineficácia dos compostos 6 

conservantes e os custos associados, aprimorar o uso de microrganismos com atividade 7 

antagônica aos principais patógenos e deteriorantes tem se tornado uma abordagem 8 

importante, com as BAL assumindo destaque como agentes de biocontrole de fungos,  9 

reduzindo e controlando a produção de micotoxinas. 10 

 11 

4.6.1 Lactiplantibacillus plantarum e sua Habilidade Antimicrobiana 12 

 13 

A L. plantarum é umas das espécies utilizadas pela indústria como alternativa 14 

eficaz de biocontrole. Ela tem a Presunção Qualificada de Segurança (PQS) pelas 15 

Autoridades Europeias de Segurança Alimentar (EFSA, 2005), e está listada como 16 

“Geralmente Reconhecida como Segura” (GRAS) pela Food Drugs and Administration 17 

(FDA) (Hazards et al.,2017; Echegaray et al., 2023). 18 

Esta espécie se destaca pela promoção de características organolépticas em 19 

produtos lácteos (Chen, Hang, 2019) e por sua notável capacidade em controlar o 20 

desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e patogênicos (Jeong et al., 2021; 21 

Surve, Shinde, Kulkarni, 2022), além de produzir metabólitos com propriedades benéficas 22 

à saúde (Ibrahim, Ouwehand, 2019; Echegaray et al., 2023).  23 

Pesquisas avaliaram a eficácia do L. plantarum em combater diferentes fungos 24 

(Zhang et al., 2016; Russo et al., 2017), incluindo o P. commune, considerado um dos 25 

fungos contaminantes mais comumente encontrado em queijos maturado e cujo controle 26 

é desafiador (Cabo et al., 2002; Cheong et al., 2014; Salas et al., 2018). Estudos 27 

conduzidos por Mareze et al. (2021), destacam que o L. plantarum (L119) apresenta 28 

habilidade de inibir o desenvolvimento de patógenos alimentares, como E. coli, 29 

Salmonella entérica, S. aureus e L. monocytogenes. Além disso, demostra eficácia em 30 

reduzir o desenvolvimento do P. commune e a produção de CPA, tanto in vitro, quanto 31 
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em fatias de queijos. Entretanto, ressaltando a necessidade de estudos adicionais para 1 

elucidar como esse processo ocorreria em peças de queijo produzidas em escala. 2 

Assim, a utilização das interações microbianas no controle de microrganismos 3 

indesejáveis tem se mostrado uma via bastante promissora em alimentos, sobretudo nos 4 

queijos. 5 
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4. HIPOTESE 1 

 2 
A capa de L. plantarum (L119) adicionada como cultura em queijos é capaz de 3 

inibir ou retardar o desenvolvimento do fungo P. commune (M35) durante um período 4 

de maturação de 28 dias. 5 

 6 
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5.  OBJETIVOS 1 

 2 

5.1 OBJETIVO GERAL  3 

Explorar a capacidade da cepa L. plantarum (L119), isolada de queijo artesanal 4 

serrano catarinense, como antifúngico contra o contaminante P. commune (M35), na 5 

produção de queijos maturados por 28 dias. 6 

 7 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 8 

Verificar e quantificar a produção de esporos pela cepa P. commune (M35); 9 

Verificar a atividade antifúngica in vitro da cepa L. plantarum (L119) estocada; 10 

Avaliar a natureza do composto com atividade antagônica produzido pela cepa 11 

L. plantarum (L119); 12 

Liofilizar a cepa L. plantarum (L119) e verificar a viabilidade do liofilizado; 13 

Produzir queijos com a cepa L. plantarum (L119); 14 

Avaliar a interação entre os microrganismos utilizados na fabricação dos queijos 15 

(a cepa L. plantarum (L119), a cepa P. commune (M35) e microrganismos presentes no 16 

fermento mesofílico); 17 

Contaminar a superfície dos queijos produzidos com P. commune (M35) em 18 

diferentes concentrações e avaliar a atividade antifúngica da cepa L. plantarum (L119) 19 

pela capacidade de controle do crescimento fúngico; 20 

Avaliar a interação, por microscopia eletrônica, existente entre a cepa L. 21 

plantarum (L119) e o fungo P. commune (M35), bem como a interação deste fungo com 22 

o fermento comercial mesofílico. 23 

 24 

 25 

 26 

  27 
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Resumo 1 

Um dos principais desafios da produção de queijos é o controle do crescimento de fungos 2 

indesejáveis em sua superfície, que causam grandes perdas econômicas e às vezes, oferecem riscos 3 

à saúde. O experimento, relatado neste artigo, visou explorar a capacidade antifúngica, da cepa 4 

Lactiplantibacillus plantarum (L119), de inibir ou retardar o desenvolvimento de Penicillium 5 

commune (M35) sobre a superfície de peças de queijos durante o processo de maturação por 28 6 

dias. A atividade antagônica in vitro foi realizada utilizando duas técnicas descritas em literatura, 7 

com avaliação da formação de halos de inibição. Para verificação da natureza do composto inibidor, 8 

utilizou-se os sobrenadantes livres de células da cepa L119, tratados por diferentes formas, 9 

neutralizados ou não. Para avaliação da atividade antagônica em peças de queijos, foram fabricados 10 

nove lotes de oito peças de queijos produzidos com e sem a adição de L. plantarum (L119) e 11 

contaminados com três diferentes concentrações de P. commune (M35), maturados por 28 dias, 12 

com registro de imagens a cada sete dias. Análises de Microscopia eletrônica de varredura foram 13 

realizadas para observação da possível interação entre os microrganismos. Verificou-se pela análise 14 

das imagens pelo software ImageJ uma redução da área de contaminação e retardo do crescimento 15 

do P. commune (M35) nos queijos com L. plantarum, sendo possível a observação pelas imagens 16 

de microscopia eletrônica de alterações nas hifas. Estudos futuros para elaboração de um fermento, 17 

ou cultura aditiva a fermentos comerciais, são desejáveis, considerando a eficiência da cepa L119 18 

como bioconservante antifúngico para queijos. 19 

 20 

Introdução 21 

A produção de queijo no Brasil experimenta um crescimento de mercado notório nos últimos anos 22 

(Renteiro, 2023), com um aumento significativo do consumo interno (Siqueira, Oliveira, Lana, 23 

2023).  24 

Os queijos, ricos em nutrientes, oferecem um ambiente propício ao desenvolvimento de diversos 25 

microrganismos. Ao longo das etapas de fabricação, o queijo está sujeito à contaminação por 26 

microrganismos indesejados, deteriorantes e patogênicos (Mayo et al. 2021; Tilocca et al., 2020), 27 

que podem representar um potencial risco à saúde do consumidor (Penna, Gigante, Todorov, 2021) 28 

e causar grandes prejuízos econômicos aos produtores e indústrias (Garcia et al., 2016). 29 

Diversas estratégias de controle foram desenvolvidas, desde a aplicação de Boas Práticas de 30 

Fabricação, tratamentos térmicos, como pasteurização (Awasti, Anand, 2020), e refrigeração 31 
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(Gontijo et al., 2020), uso de desinfetantes e sanitizantes (Awasti, Anand, 2020) e conservantes 1 

químicos (Garnier et al., 2017).  No entanto, apesar de efetivas para controle de muitos 2 

microrganismos, essas abordagens podem gerar resistência microbiana (Garnier et al., 2017), 3 

estimular a produção de micotoxinas (Fodil et al., 2018) e ocasionar perdas nutricionais e alterações 4 

organoléticas nos produtos (Awast, Anand, 2020). 5 

Dentre os possíveis microrganismos deteriorantes, a presença dos fungos destaca-se como umas 6 

das principais causas de descarte da produção de queijos (Pitt, Hocking, 2022), acarretando 7 

relevantes perdas econômicas (Queró et al., 2019).  8 

A contaminação de queijos por fungos indesejados provoca alterações das propriedades 9 

organolépticas do produto (Awasti, Anand, 2020), prejudicando aparência, textura e sabor, 10 

resultando na rejeição pelo consumidor (Pit, Hocking, 2022). O problema da contaminação fúngica 11 

transcende as alterações organolépticas dos produtos, uma vez que algumas espécies de fungos 12 

produzem micotoxinas, metabólitos nocivos à saúde do consumidor (FAO, 2021).  13 

Dentre os principais fungos relatados como contaminantes em queijos, destaca-se o P. commune. 14 

Este microrganismo pode propiciar alterações organolépticas nos queijos (Jurado, Vicente, 2020) 15 

e ser responsável pela produção de Ácido Ciclopiazonico (CPA) (Ramos Pereira et al., 2021), uma 16 

micotoxina com potencial para causar danos à saúde humana e animal (Hymery et al., 2014).  17 

Além disso, estudos indicam que o P. commune apresenta resistência aos principais agentes 18 

conservantes utilizados (Davidson et al., 2002) e aos principais métodos de controle de 19 

desenvolvimento de microrganismos (Gougouli et al., 2011). Esta constatação realça a 20 

complexidade envolvida na gestão da resistência antimicrobiana frente as principais medidas de 21 

controle existentes.  22 

Essa conjuntura, aliada às exigências dos consumidores por alimentos naturais e livres de 23 

conservantes químicos (Silva, Silva, Ribeiro, 2018), resultou no desenvolvimento de novas 24 

tecnologias, como o uso de bactérias ácido láticas (BAL) como culturas protetoras. As BAL, por 25 

meio de seu metabolismo, produzem substâncias como ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio 26 

e peptídeos bioativos, capazes de inibir ou controlar o desenvolvimento de microrganismos 27 

patogênicos e deteriorantes (Salas et al., 2019; Ng et al., 2020).  28 

Dentre as espécies de BAL com potencial para biocontrole, destaca-se a espécie L. plantarum, 29 

capaz de promover características organolépticas desejadas aos produtos lácteos (Chen, Hang, 30 

2019) e combater microrganismos patogênicos e deteriorantes (Ibrahim, Ouwehand, 2019), 31 
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incluindo diferentes fungos (Russo et al., 2017), como o P. commune, conseguindo reduzir 1 

inclusive a produção de micotoxinas (Mareze et al., 2021). 2 

As L. plantarum tem a Presunção Qualificada de Segurança (PQS) pelas Autoridades Europeias de 3 

Segurança Alimentar (EFSA). Além disso, a L. plantarum está listada como “Geralmente 4 

Reconhecida como Segura” (GRAS) pela Food Drugs and Administration (FDA) (Hazards et 5 

al.,2017; Echegaray et al., 2023). 6 

Assim, este estudo foi desenvolvido para explorar a capacidade antifúngica da cepa L. plantarum 7 

(L119), isolada de queijo artesanal Serrano Catarinense, frente a contaminação por P. commune 8 

(M35), na produção de queijos maturados por 28 dias. 9 

 10 

Material e Método 11 

 12 

Origens das cepas 13 

A cepa de L. plantarum (L119) foi isolada de exemplares de queijo artesanal Serrano catarinense, 14 

na Universidade Estadual de Londrina, por estudos anteriores (Seixas, 2014), e a cepa de P. 15 

commune (M35) foi isolada de queijos de ovelhas das províncias de Leon e Zamora no Noroeste 16 

da Espanha, em estudos no Laboratório de Micologia de Alimentos do Departamento de Higiene e 17 

Inspeção de Alimentos da Faculdade de Veterinária da Universidade de León (Ramos-Pereira et 18 

al., 2019 b). 19 

 20 

Atividade antagonista in vitro 21 

Para avaliação da atividade antagônica in vitro, duas técnicas foram executadas conforme 22 

Schillinger e Villarreal (2010) e Magnusson e Schnürer (2001), ambas com modificações. A análise 23 

de atividade antagônica foi realizada no Laboratório de Inspeção de Produtos de Origem Animal 24 

da Universidade Estadual de Londrina, utilizando o meio Caldo Man Rogosa & Sharpe (MRS) 25 

(KASVI ®) para reativação da BAL (L119), ágar Batata Dextrose (Acumedia®), para reativação do 26 

P. commune (M35) e Ágar Man Rogosa & Sharpe (MRS) (Acumedia®) para realização da técnica. 27 

As soluções fúngicas utilizadas foram preparadas de acordo com a metodologia do Clinical and 28 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002), com modificações. 29 

 30 
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Os resultados de ambas as técnicas foram avaliados pela análise dos halos de inibição formados, 1 

com base na metodologia de Cheong et al. (2014), com modificações (Quadro 2). 2 

 3 

Quadro 2 – Técnica de avaliação dos halos formados no teste de atividade antagônica do L. 4 

Plantarum (L119) contra o P. commue (M35), com base na metodologia de Cheong et al. (2014), 5 

com modificações 6 

Ausência de halo de inibição (-): Quando as colônias de bactéria L119 estavam completamente 

recobertas pelo fungo M35 

Fraca (+): Quando era possível a visualização das colônias da bactéria 

L119, porém o halo de inibição não apresentava uma zona 

límpida ao redor da L119. 

Moderada (++): Quando era possível a visualização das colônias da bactéria 

L119 e o halo de inibição se apresentava como uma zona 

límpida estreita ao redor da L119 

Forte (+++) Quando era possível a visualização das colônias da bactéria 

L119 e o halo de inibição se apresentava uma zona límpida 

ampla ao redor da L119 

 7 

Avaliação da natureza do componente inibidor do desenvolvimento fúngico 8 

Para investigação do composto microbiano presente na cepa L119 com atividade antifúngica, foi 9 

utilizada a metodologia “Spot on Lawn” de Lewus, Kaiser e Montville (1991) e Cavicchioli et. al., 10 

(2017), com modificações.  11 

Após a obtenção do sobrenadante livre de células (SLC), este foi porcionado em quatro tratamentos 12 

diferentes: O SLC1 foi esterilizado por filtro usando filtros de membrana de acetato de celulose 13 

(0,22 µm). O SLC2 foi esterilizado por filtro usando filtros de membrana de acetato de celulose 14 

(0,22 µm) e aquecido a 80° C por 10 minutos. O SLC 3 foi neutralizado com NaOH 1N até alcançar 15 

pH 6,0 e esterilizado por filtro usando filtros de membrana de acetato de celulose (0,22 µm). O 16 

SLC 4 foi neutralizado com NaOH 1N até alcançar pH 6,0 e esterilizado por filtro usando filtros 17 

de membrana de acetato de celulose (0,22 µm) e aquecidas a 80° C por 10 minutos.  18 
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Placas de ágar MRS (Acumedia®) foram semeadas com uma solução contendo P.  commune em 1 

concentração de 107 esporos/ml (CLSI, 2002), previamente a aplicação das soluções SLC em poços 2 

de 5 mm de diâmetro recortados do ágar. Para avaliação dos resultados, foram observadas a 3 

ausência ou presença de halos de inibição ao redor dos poços contendo diferentes SLC. 4 

 5 

Liofilização da cepa L. plantarum (119) 6 

A cepa L119 foi liofilizada, segundo a técnica descrita por Nieto- Arribas et. al. (2009), para 7 

auxiliar na padronização da cultura para fabricação dos queijos. 8 

 9 

Fabricação dos queijos 10 

A fabricação dos queijos baseada na receita de queijo Minas padrão, de metodologias descritas por 11 

Chaves, Monteiro e Machado (2013) e Lourenço Neto (2013), com modificações.  12 

Cada lote de queijo fabricado (Quadro 3), continha oito peças com aproximadamente 400g. Foram 13 

elaborados nove lotes de queijos, sendo testadas três concentrações diferentes de contaminação 14 

fúngica, em triplicata: 105, 106, 107 esporos/ml (20 esporos/ cm2, 205 esporos/ cm2, 2040 esporos/ 15 

cm2 nos queijos).  16 

 17 

Quadro 3- Características de Fabricação e Contaminação dos oito queijos, formadores do lote. 18 

Queijos  Característica de Fabricação e Contaminação 

Q0 Queijo controle fabricado sem fermento e sem contaminação fúngica posterior 

QF Queijo controle fabricado sem fermento e contaminado com o fungo P. commune 

(M35) 

QM0 Queijo fabricado com 3% (g/L) de fermento industrial mesofílico e sem 

contaminação fúngica posterior (QM0) 

QMF Queijo fabricado com 3% (g/L) de fermento industrial mesofílico e contaminado 

com o fungo P. commune M35 

QB0 Queijo fabricado com 1% (g/L) de cultura liofilizada da cepa de L. plantarum 

(L119) sem contaminação fúngica posterior 

QBF1/ 

QBF2/ 

QBF3 

Queijos fabricados com 1% (g/L) de cultura liofilizada da cepa de L. plantarum 

(L119) e contaminados com o fungo P. commune (M35) 
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Contaminação das peças de queijo 1 

Para contaminação das peças de queijo, suspensões fúngicas foram preparadas com sete a oito dias 2 

de crescimento fúngico de acordo com a metodologia do Clinical and Laboratory Standards 3 

Institute, com modificações (CLSI, 2002), com modificações. Em cada peça foram inoculados 10 4 

μL de solução de esporos, em área específica (49 cm2) da superfície dos queijos. As peças foram 5 

incubadas a 12°C, com umidade entre 70% e 75%, por 28 dias.  6 

 7 

Avaliação da contaminação durante a maturação das peças de queijo 8 

Para avaliação do crescimento fúngico, fotos digitais dos queijos foram realizadas a cada sete dias. 9 

As imagens foram processadas e as áreas de crescimento fúngico foram calculadas utilizando o 10 

programa ImageJ (ImageJ software 1.43, versão 64bits- National Institute of Health- NIH®), 11 

sendo a análise dos dados realizada pelo software Microsoft Excel (Microsoft®).  12 

 13 

Análise de microscopia eletrônica de varredura- MEV 14 

Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura foram realizadas no Laboratório de Microscopia 15 

Eletrônica e Microanálise da Universidade Estadual de Londrina. Para observação em microscópio 16 

de varredura (FEI Quanta 200), as amostras foram preparadas de acordo com Mareze et. al. (2021), 17 

sendo avaliados 5 pontos diferentes da amostra, em diferentes aumentos microscópicos (50x; 1,5 18 

kx;3 kx; 6 kx), para investigação da interação existente entre as bactérias e o fungo. 19 

 20 

Resultados e Discussão 21 

Como base nos resultados da análise visual das placas para verificação da atividade antagônica da 22 

cepa L119 conta o P. commune (M35) (Imagens 1 e 2), mostrou que a cepa L. plantarum (L119) 23 

demonstrou capacidade de inibir o desenvolvimento do P. commune (M35) in vitro, resultando na 24 

formação de um halo límpido ao redor da BAL.  25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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Imagem 1.  Resultados obtidos pela realização da técnica descrita por Schillinger e Villarreal 1 
(2010), com a formação de halos de inibição da cepa L. plantarum (L119) impedindo o 2 
crescimento fúngico da cepa de P. commune (M35).  3 
 4 

(A) Placa contendo crescimento pontual de L. plantarum (105 UFC/ml) com observação de halo de inibição do 5 
desenvolvimento de P. commune (105 esporos/ ml). (B) Placa de controle fúngico de P. commune (105 esporos/ ml). 6 

 7 

Imagem 2. Resultados obtidos pela realização da técnica descrita por Magnusson e Schnürer 8 

(2001), com a formação de halos de inibição da cepa L. plantarum (L119) impedindo o 9 

crescimento fúngico da cepa de P. commune (M35) (107 esporos/ml).  10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

(1) Ausência de halo de inibição na placa controle; (2) Formação de halo moderada (++); (3) Formação de halo Forte 21 

(+++). 22 

 23 

Embora tenham sido observadas diferentes intensidades nas formações dos halos nas duas técnicas 24 

(Quadro 4 e 5), é importante ressaltar que os resultados obtidos são complementares.  25 

A) B) 
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 1 
Quadro 4- Avaliação da formação de zona de inibição de crescimento fúngico ao redor da cepa 2 

Lactiplantibacillus plantarum (L119) 3 

 4 

Nota: (1) Ausência de halo de inibição na placa controle (-); (2) Formação de halo moderada (++); (3) Formação de 5 

halo Forte (+++).  6 

Técnica descrita por Magnusson e Schnürer (2001) e leitura de Cheong et al. (2014), com modificações. 7 

 8 

 9 
Quadro 5- Avaliação da formação de zona de inibição de crescimento fúngico ao redor da cepa 10 
Lactiplantibacillus plantarum (L119) 11 

 12 
 Nota: (1) Ausência de halo de inibição na placa controle (-); (2) Formação de halo moderada (++); (3) Formação de 13 
halo Forte (+++). 14 
Técnica descrita por Schillinger e Villarreal (2010), e leitura de Cheong et al. (2014), com modificações. 15 
 16 

A abordagem de Magnusson e Schnürer (2001) com modificações (Quadro 4), permitiu verificar a 17 

capacidade da cepa L. plantarum de inibir diferentes concentrações fúngicas, enquanto a 18 

metodologia de Schillinger e Villarreal (2010) (Quadro 5), complementa essa análise. 19 

A técnica de Schillinger e Villarreal (2010), revelou uma diminuição no potencial de inibição 20 

quando a concentração de P. commune utilizada superou a concentração de L. plantarum (Quadro 21 

 

Avaliação da formação de zona de 

Inibição 

Concentração Fúngica (esporos/ml) 

103 104 105 106 107 

+++ +++ +++ +++ +++ 

Concentração de L. Plantarum 

(UFC/ml) 

Concentração de P. commune (esporos/ml) 

 

103 104 105 106 107 

105 

++ ++ ++ + + 

106 

++ ++ ++ ++ + 

107 

++ ++ ++ ++ ++ 

108 

++ ++ ++ ++ ++ 
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5). No entanto, mesmo nessas condições, foi observada uma atividade inibitória mínima, 1 

evidenciada pela formação de halos. 2 

A eficácia antifúngica de cepas de L. plantarum é amplamente respaldada (Cabo et al., 2002; 3 

Delavene et al., 2013; Cheong et al., 2014, Sadiq et al., 2019). Essa observação é particularmente 4 

relevante, considerando a resistência do P. commune à ação de diversas BAL (Ramos-Pereira et 5 

al., 2019 a), tornando a L. plantarum uma boa opção para biocontrole de produtos alimentícios, 6 

com ampla aplicabilidade (Ouiddir et al., 2019) 7 

Mareze et al. (2021), avaliaram a atividade antagonista da cepa L119, em relação a diferentes 8 

bactérias patogênicas e frente ao P. commune. Os resultados indicam que a cepa L119 não apenas 9 

consegue inibir as diversas bactérias patogênicas, mas também o P. commune, alinhando-se aos 10 

achados deste estudo. 11 

Shillinger e Villarreal (2010), afirmam que a composição do meio de cultura MRS pode favorecer 12 

a produção de metabólitos inibidores do P. commune, ressaltando a necessidade de realizar do teste 13 

em diferentes substratos, in vitro e in vivo, devido a essa possível interferência. 14 

De qualquer forma, fica evidente, que utilizando a concentração adequada de L. plantarum, a 15 

bactéria inibe o fungo P. commune. 16 

No que diz respeito aos possíveis compostos com atividade antagônica, a formação de halos de 17 

inibição ocorreu exclusivamente nos tratamentos SLC1 e SLC2 (Quadro 6) (Imagem 3), 18 

tratamentos que não passaram pelo processo de neutralização. Isso indica que a inibição do 19 

desenvolvimento do P. commune está associada com a produção de compostos ácidos pela cepa 20 

L119.  21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 
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Quadro 6- Análise da atividade antagônica dos Sobrenadantes Livres de Células (SLC) frente a 1 

presença do P commune 2 

 3 
Nota: Os tratamentos aplicados ao SLC eram esterilização por filtros de membrana de acetato de celulose (0,22 µm), 4 
neutralização com NaOH 1N e aquecimento a 80° C por 10 min 5 
(+) existência de halo; 6 
(-) ausência de halo. 7 
 8 

Imagem 3. Resultados obtidos na investigação do composto microbiano presente na cepa L119 9 

com atividade antifúngica, pela metodologia “Spot on Lawn” de Lewus, Kaiser e Montville 10 

(1991) e Cavicchioli et. al., (2017), com modificações.  11 

 12 
 (SLC1) Formação de halo de inibição; (SLC 2) Formação de halo de inibição; (SLC3) Ausência de halo de inibição; 13 

(SLC4) Ausência de halo de inibição 14 

Identificação do 

SLC 

Tratamentos Formação 

de halo 

SLC 1 SLC esterilizado + 

SLC 2 SLC esterilizado e aquecido  + 

SLC 3 SLC esterilizado e neutralizado  - 

SLC 4 SLC neutralizado e aquecido 

 

- 
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Diferentes mecanismos podem ser responsáveis pela inibição do desenvolvimento do P. commune 1 

pela L119, tais como a competição por nutrientes, alterações ambientais causadas pela produção 2 

de metabólitos, produção de substâncias antimicrobianas e suas modulações de respostas 3 

imunológicas (Findanza et al., 2021).  4 

Vários estudos identificaram a produção de bacteriocinas por cepas de L. plantarum (Wang et al., 5 

2018; Wang et al., 2018; Wang et al., 2018; Yilmaz et al., 2022), assim como identificaram a 6 

produção de diversos outros compostos antimicrobianos, incluindo diferentes ácidos orgânicos, 7 

como ácidos lático, cítrico, butírico e aceto ácidos, além de álcoois e peróxido de hidrogênio (Liu 8 

et al., 2022; Liu et al., 2022; Markkinen et al., 2022). Estudos relatam também que as L. plantarum 9 

produzem de exopolissacarídeos com ação antifúngica (Rajoka et al., 2020) 10 

Segundo Stratford e Eklund (2003), um dos possíveis mecanismos de inibição, seria a presença de 11 

ácidos orgânicos não dissociados, que se dissociam após penetrarem a membrana celular dos 12 

microrganismos, gerando uma gradual acidificação intracelular, desestabilizando a função celular. 13 

A produção de ácidos orgânicos pode variar de acordo com as condições ambientais propiciadas, 14 

como o pH, as interações microbianas e de acordo com características específicas da cepa estudada 15 

(Hafid et al., 2011). Schillinger e Villarreal (2010), observam que uma pequena produção de 16 

compostos antifúngicos pode não ser o suficiente para inibir a ação do P. commune, mas a interação 17 

sinérgica entre ácidos lático e acético com outros compostos antifúngicos, possibilita a inibição do 18 

microrganismo. 19 

Portanto, podemos dizer que atividade antifúngica pode advir apenas da presença de um dos fatores 20 

descritos, como também da complexa interação entre eles. No entanto, no presente trabalho, pode-21 

se observar que o sobrenadante neutralizado não conseguiu inibir o fungo, o que indica que, embora 22 

outros compostos possam atuar, neste caso a inibição se dá principalmente pela acidificação 23 

promovida pela L119. 24 

Quanto aos testes realizados com a aplicação de P. commune diretamente na superfície dos queijos, 25 

os resultados obtidos durante o processo de maturação dos queijos contaminados confirmam que a 26 

cepa L. plantarum L119 é capaz de inibir o desenvolvimento do P. commune M35.  Destaca-se que 27 

a aplicação fúngica inicial de 105 esporos/ml representa uma contaminação bastante alta, 28 

considerando que a legislação brasileira estabelece valores máximos aceitáveis de contaminação 29 

na ordem de 10³ UFC/ml. Estudos sobre contaminações fúngicas em plantas industriais indicam 30 

contaminações máximas na ordem de 105 UFC/cm² em queijos (Gargaro et al., 2021; Jahn, Garcia, 31 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501322003299#bib91
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501322003299#bib91
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501322003299#bib93
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501322003299#bib87
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501322003299#bib52
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501322003299#bib52
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501322003299#bib50
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501322003299#bib58
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Coppetti, 2017; Lanita, Silva, 2008; Pereira et al., 2018). Este trabalho apresenta contaminações 1 

fúngicas na ordem de 105, 106 e 107 esporos/ml, após estudos pilotos indicarem a ausência de 2 

crescimento fúngico em concentrações inferiores a 105 esporos/ml nas condições ambientais, 3 

laboratoriais e estruturais possíveis para o desempenho desta pesquisa. 4 

As porcentagens de área de desenvolvimento fúngico foram realizadas considerando tanto a área 5 

total da superfície fúngica contaminada, quanto a área delimitada de aplicação do fungo, para 6 

possibilitar a observação do avanço da contaminação fúngica para além da área de aplicação do 7 

fungo nas peças de queijo. 8 

As observações revelaram que as alterações no desenvolvimento fúngico na superfície dos queijos 9 

tornaram-se visíveis a partir do 14º dia de maturação, não sendo possível visualmente observar o 10 

desenvolvimento fúngico até então. 11 

Ao considerar os queijos contaminados em concentração inicial de 105 esporos/ml, representando 12 

uma contaminação de 20 esporos/ cm2 de queijo (Quadros 7, Tabela 1, e Figura 6), não se 13 

evidenciou crescimento fúngico visível até o 21º dia de maturação. Neste estágio, a casca do queijo 14 

estava bem consolidada, sendo possível visualizar uma leve cobertura fúngica esbranquiçada.  15 

Os queijos fabricados sem fermento, contaminados com 105 esporos/ml, apresentaram uma 16 

porcentagem média de área contaminada de 18, 09% aos 21 dias, considerando a área total da face 17 

contaminada do queijo (95, 033 cm ²). Quando considerada a área de aplicação da contaminação 18 

(49 cm²) a porcentagem média de área contaminada foi de 48,46% aos 21 dias.   19 

Aos 28 dias de contaminação, os queijos fabricados sem adição de fermento exibiram uma 20 

porcentagem média de área contaminada de 24,98%, em relação a área total da face contaminada 21 

do queijo (95, 033 cm ²), e 47,86%, quando considerada a área de aplicação da contaminação (49 22 

cm²).  23 

Notavelmente, os queijos fabricados com a cultura de L. plantarum (L119), assim como os queijos 24 

fabricados com fermento mesofílico comercial, contaminados com 105 esporos/ml, não 25 

apresentaram evidências visuais de crescimento fúngico até o final dos 28 dias de maturação, 26 

exibindo unicamente, uma casca espessa. 27 

Esses achados sugerem que a aplicação da cepa L. plantarum 119 pode ser eficaz na prevenção do 28 

desenvolvimento de P. commune (M35) durante o processo de maturação dos queijos, mesmo em 29 

condições de contaminação inicial relativamente elevadas. 30 

 31 
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Quadro 7- Análise visual do início das contaminações fúngicas nas peças de queijo fabricadas 1 
com concentração de 105 esporos/ ml de P. commune 2 
 3 

Queijos fabricados 

com: 

Observação dos queijos contaminados com 105 de P. commune com 

crescimento visível pelas fotografias digitais: 

1º Dia de 
maturação 

7º Dia de 
maturação 

14º Dia de 
maturação 

21º Dia de 
maturação 

28º Dia de 
maturação 

Sem cultura SC SC SC C C 

Fermento mesofílico SC SC SC SC SC 

L. plantarum (L119) SC SC SC SC SC 

Nota: (SC) sem crescimento visível; (C) crescimento visível 4 
 5 
 6 
Tabela 1. Relação entre a porcentagem da área superficial contaminada dos queijos, 7 
considerando a área total da face do queijo e a área de aplicação da contaminação com P. 8 
commune em uma concentração fúngica de 105 esporos/ml, obtida pela avaliação dos três lotes 9 
fabricados utilizando diferentes culturas. 10 
 11 
DIAS DE 
MATURAÇÃO 

CULTURAS % crescimento/ Área 
total da face 
contaminada do 
queijo (95,033 cm²) 

% crescimento/ Área 
em que o fungo foi 
aplicado na face do 
queijo (49cm²) 

21 dias Queijos Controle 
(sem adição de fermento) 

18,09 48,46 

Queijos Fabricados com 
Fermento Mesofílico 
Comercial 

-* -* 

Queijos Fabricados com a 
cepa L. plantarum (L119) 

-* -* 

28 dias Queijos Controle 
(sem adição de fermento) 

24,98 47,86 

Queijos Fabricados com 
Fermento Mesofílico 
Comercial 

-* -* 

Queijos Fabricados com a 
cepa L. plantarum (L119) 

-* -* 

 12 
-* Não houve crescimento visualizável na área contaminada dos queijos elaborados com estas culturas em nenhum 13 
dos lotes fabricados. 14 
 15 
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Figura 6. Resultado das imagens digitais obtidas durante o processo de maturação dos queijos 1 
contaminados com P. commune a 105 esporos/cm²  2 

Nos queijos contaminados com uma concentração de 106 esporos/ml (Quadros 8, Tabela 2 e Figura 3 

7), com contaminação estimada de 205 esporos/ cm2, observou-se uma notável contaminação 4 

fúngica aparente a partir do 14º dia de maturação. A casca do queijo estava robustamente 5 

consolidada e firme, exibindo uma significativa cobertura fúngica esbranquiçada, nos queijos 6 

fabricados sem fermento.  7 

Os queijos fabricados sem fermento apresentaram uma porcentagem média de área contaminada 8 

de 22,11% aos 14 dias de maturação, evoluindo para uma porcentagem de 38,47% aos dias de 9 

maturação, considerando a área total da face contaminada do queijo (95, 033 cm ²). Ao se 10 

considerar que a área de aplicação da contaminação (49 cm²), a porcentagem média de área 11 

contaminada de 42,89% aos 14 dias, evoluindo para 74,62% aos 21 dias.  12 

Aos 28 dias de contaminação, os queijos fabricados sem fermento apresentaram uma porcentagem 13 

média de área contaminada de 51,44%, em relação a área total da face contaminada do queijo (95, 14 

033 cm ²), e uma porcentagem média de área contaminada de 98,80%, ao considerar que a área de 15 

aplicação da contaminação (49 cm²). 16 
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Quadro 8- Análise visual do início das contaminações fúngicas nas peças de queijo fabricadas com 1 
concentração de 106 esporos/ ml de P. commune  2 

Nota: (SC) sem crescimento visível; (C) crescimento visível 3 
 4 
Tabela 2.  Relação entre a porcentagem da área superficial contaminada dos queijos, 5 
considerando a área total da face do queijo e a área de aplicação da contaminação com P. 6 
commune em uma concentração fúngica de 106 esporos/ml, obtida pela avaliação dos três lotes 7 
fabricados utilizando diferentes culturas 8 

-* Não houve crescimento visualizável na área contaminada dos queijos elaborados com estas culturas em nenhum 9 
dos lotes fabricados. 10 
 11 
 12 

Queijos fabricados 

com: 

Observação dos queijos contaminados com 106 de P. commune com 

crescimento visível pelas fotografias digitais: 

1º Dia de 
maturação 

7º Dia de 
maturação 

14º Dia de 
maturação 

21º Dia de 
maturação 

28º Dia de 
maturação 

Sem cultura SC SC C C C 

Fermento mesofílico SC SC SC C C 

L. plantarum (L119) SC SC SC SC C 

DIAS DE 
MATURAÇÃO 

CULTURAS % Média da Área 
contaminada/ Área 
total da face 
contaminada do 
queijo (95,033 cm²) 

% Média da Área 
contaminada/ Área 
em que o fungo foi 
aplicado na face do 
queijo (49cm²) 

14 dias Queijos Controle 
(sem adição de fermento) 

22,11 42,896 

Queijos Fabricados com 
Fermento Mesofílico 
Comercial 

-* -* 

Queijos Fabricados com a 
cepa L. plantarum (L119) 

-* -* 

21 dias Queijos Controle 
(sem adição de fermento) 

38,47 74,62 

Queijos Fabricados com 
Fermento Mesofílico 
Comercial 

30,78 59,70 

Queijos Fabricados com a 
cepa L. plantarum (L119) 

-* -* 

28 dias Queijos Controle 
(sem adição de fermento) 

51,44 98,80 

Queijos Fabricados com 
Fermento Mesofílico 
Comercial 

43,74 84,84 

Queijos Fabricados com a 
cepa L. plantarum (L119) 

2,8 5,43 
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Figura 7. Resultado das imagens digitais obtidas durante o processo de maturação dos queijos 1 
contaminados com P. commune a 106 esporos/cm² 2 

 3 

Nos queijos fabricados com fermento mesofílico, contaminados com 106 esporos/ml, o 4 

desenvolvimento fúngico foi observado a partir do 21º dia, abrangendo parte considerável da 5 

superfície dos queijos contaminada. A porcentagem de contaminação visível, considerando os três 6 

lotes fabricados, foi de 30,78% aos 21 dias de maturação, considerando a área total da face 7 

contaminada do queijo (95, 033 cm ²). Considerando a área de aplicação da contaminação (49 cm²) 8 

tem -se uma porcentagem média de área contaminada de 59,70% aos 21 dias.  9 

Aos 28 dias de contaminação, os queijos fabricados com fermento mesofílico apresentaram uma 10 

porcentagem média de área contaminada de 43,74%, em relação a área total da face contaminada 11 

do queijo (95, 033 cm ²), e uma porcentagem média de área contaminada de 84,84%, considerando 12 

a área de aplicação da contaminação (49 cm²). 13 

Em contraste, os queijos fabricados com a cultura de L. plantarum (L119) contaminados com 106 14 

esporos/ml não apresentaram crescimento fúngico aparente até o 21º dia de maturação. Ao atingir 15 

o 28º dia, apenas um ponto aparente de desenvolvimento fúngico foi observado, com os queijos 16 

apresentando uma casca espessa. A porcentagem média de área contaminada foi de 2,8%, 17 

considerando a área total da face contaminada do queijo (95, 033 cm ²), e uma porcentagem média 18 
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de área contaminada de 5,43%, em relação a área de aplicação da contaminação (49 cm²). As 1 

porcentagens de área contaminada nos queijos fabricados com a cultura de L. plantarum se 2 

destacam por apresentarem os menores valores percentuais de contaminação. 3 

Diante de uma contaminação de 107 esporos/ml (Quadro 9, Tabela 3 e Figura 8), equivalente a 4 

aproximadamente 2040 esporos/ cm2 de queijo, os queijos fabricados sem fermento, apresentaram 5 

uma contaminação fúngica visível a partir do 14º dia de maturação. As cascas dos queijos estavam 6 

mais espessas, ao comparar com as cascas dos mesmos representantes com menores concentrações 7 

de contaminação.  8 

 9 

Quadro 9- Análise visual do início das contaminações fúngicas nas peças de queijo fabricadas com 10 
concentração de 107 esporos/ ml de P. commune  11 

 12 
Nota: (SC) sem crescimento visível; (C) crescimento visível 13 
 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

Queijos fabricados 

com: 

Observação dos queijos contaminados com 107 de P. commune com 

crescimento visível pelas fotografias digitais: 

1º Dia de 
maturação 

7º Dia de 
maturação 

14º Dia de 
maturação 

21º Dia de 
maturação 

28º Dia de 
maturação 

Sem cultura SC SC C C C 

Fermento mesofílico SC SC SC C C 

L. plantarum (L119) SC SC SC C C 
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Tabela 3. Relação entre a porcentagem da área superficial contaminada dos queijos, considerando 1 
a área total da face do queijo e a área de aplicação da contaminação com P. commune em uma 2 
concentração fúngica de 107 esporos/ml, obtida pela avaliação dos três lotes fabricados utilizando 3 
diferentes culturas 4 
 5 

-* Não houve crescimento visualizável na área contaminada dos queijos elaborados com estas culturas em nenhum 6 
dos lotes fabricados. 7 
 8 
 9 
 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 

DIAS DE 
MATURAÇÃO 

CULTURAS % Média da Área 
contaminada/ Área 
total da face 
contaminada do 
queijo (95,033 cm²) 

% Média da Área 
contaminada/ Área 
em que o fungo foi 
aplicado na face do 
queijo (49cm²) 

14 dias Queijos Controle 
(sem adição de fermento) 

32,67 63,37 

Queijos Fabricados com 
Fermento Mesofílico 
Comercial 

-* -* 

Queijos Fabricados com a 
cepa L. plantarum (L119) 

-* -* 

21 dias Queijos Controle 
(sem adição de fermento) 

58,12 112,73 

Queijos Fabricados com 
Fermento Mesofílico 
Comercial 

34,25 66,42 

Queijos Fabricados com a 
cepa L. plantarum (L119) 

5,97 11,59 

28 dias Queijos Controle 
(sem adição de fermento) 

73,87 143,28 

Queijos Fabricados com 
Fermento Mesofílico 
Comercial 

64,75 125,59 

Queijos Fabricados com a 
cepa L. plantarum (L119) 

19,35 37,54 
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Figura 8. Resultado das imagens digitais obtidas durante o processo de maturação dos queijos 1 
contaminados com P. commune a 107 esporos/cm²2 

 3 
Os queijos fabricados sem adição de fermento, contaminados com 107 esporos/cm², possuíam uma 4 

significativa cobertura fúngica esbranquiçada. A porcentagem média de área contaminada foi de 5 

32,67% aos 14 dias de maturação, aumentando para uma porcentagem de 58,12% aos 21 dias de 6 

maturação, considerando a área total da face contaminada do queijo (95, 033 cm ²). Ao considerar 7 

que a área de aplicação da contaminação (49 cm²) tem -se uma porcentagem média de área 8 

contaminada de 63,37% aos 14 dias, evoluindo para 112,73% aos 21 dias.   9 

Aos 28 dias de contaminação, os queijos fabricados sem fermento apresentaram uma porcentagem 10 

média de área contaminada de 73,87%, em relação a área total da face contaminada do queijo (95, 11 

033 cm ²), e uma porcentagem média de área contaminada de 143,28% considerando a área de 12 

aplicação da contaminação (49 cm²). 13 

Observa-se que a partir do 21 º dia de maturação a área visível de contaminação já superava a área 14 

em que o fungo foi aplicado nas peças de queijo em 12,73%, indicando condições favoráveis ao 15 

seu desenvolvimento. 16 

Nos queijos fabricados com fermento mesofílico, a visualização da contaminação fúngica foi 17 

possível a partir do 21º dia, cobrindo uma área relevante da superfície. A média da porcentagem 18 
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de cobertura fúngica foi de 34,25% da área total da face contaminada do queijo (95, 033 cm ²) e 1 

66,42% da área de aplicação da contaminação (49 cm²). Aos 28 dias de maturação, a cobertura 2 

fúngica média foi de 64,75% da área total da face contaminada do queijo (95, 033 cm ²) e de 3 

125,59% da área de aplicação da contaminação (49 cm²). 4 

Os queijos fabricados com a cultura de L. plantarum (L119), contaminados com 107 esporos/ml, 5 

apresentaram pequenos pontos fúngicos visíveis a partir do 21º dia de maturação. A média de 6 

cobertura fúngica sobre a face contaminada do queijo (95,033) foi de 5,97% e de 11,59% em 7 

relação a área de aplicação da contaminação (49 cm²). Ao atingir o 28º dia, tornou-se possível 8 

verificar uma área esbranquiçada, representando uma média de 19,35% da área total da face 9 

contaminada do queijo (95, 033 cm ²) e 37,54% da área de aplicação da contaminação (49 cm²).  10 

Comparando os resultados percentuais e visuais obtidos ao 28 º  dia, entre os queijos produzidos 11 

com a L119 e o fermento mesofílico comercial, é evidente que o desenvolvimento fúngico presente 12 

nos queijos produzidos com fermento comercial se estendeu em 25,59% para além da área 13 

inicialmente aplicada, enquanto os queijos produzidos com a L119, não tiveram nem mesmo 50% 14 

de sua área total afetada, demonstrando um maior potencial bioconservante da cepa L119 frente ao 15 

P. commune, quando comparada ao potencial de conservação do fermento comercial utilizado.  16 

Todos os queijos apresentaram uma casca espessa e dura. 17 

Destaca-se que os únicos queijos com esporulação visível, evidenciada pela alteração de cor 18 

constatada pela presença de pequenos pontos esverdeados, foram os queijos fabricados sem 19 

fermento adicionado e contaminados por 107 esporos/ml ao 28º dia de maturação, praticamente 20 

recobertos por fungo. 21 

A avaliação da evolução do processo de contaminação evidenciou o potencial da cepa L119 em 22 

inibir e retardar o desenvolvimento fúngico (Tabela 4).  23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 
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Tabela 4. Dados da diferença percentual de evolução do desenvolvimento fúngico entre os 1 

diferentes dias de observação, considerando a área total da face contaminada do queijo e a área de 2 

aplicação da contaminação fúngica das peças de queijo. 3 

 4 

Concentração 

Fúngica 

Aplicada 

(esporos/ml) 

Queijo Avaliado Diferença entre a % de 

contaminação visível 

entre o 21º dia e 28º dia 

de avaliação, em 

relação a área total da 

face contaminada do 

queijo (95, 033 cm ²) 

Diferença entre a % de 

contaminação visível 

entre o 21º dia e 28º dia 

de avaliação, em 

relação a área de 

aplicação da 

contaminação fúngica 

(49cm²) 

105 Queijo produzido sem fermento 6,89 0,6 

Queijo produzido com fermento 

mesofílico comercial 

-* -* 

Queijo produzido com a cepa L. 

plantarum (L119) 

-* -* 

106 Queijo produzido sem fermento 12,97 24,18 

Queijo produzido com fermento 

mesofílico comercial 

12,96 25,14 

Queijo produzido com a cepa L. 

plantarum (L119) 

2,8 5,43 

107 Queijo produzido sem fermento 15,75 30,55 

Queijo produzido com fermento 

mesofílico comercial 

30,5 59,16 

Queijo produzido com a cepa L. 

plantarum (L119) 

13,38 25,95 

-* Não houve crescimento visualizável na área contaminada dos queijos elaborados com estas culturas em nenhum 5 
dos lotes fabricados. 6 
 7 

Os resultados evidenciados pelas imagens dos queijos reafirmam os resultados obtidos in vitro 8 

pelas técnicas executadas em meio MRS, reforçando a eficácia da cepa L. plantarum L119 em 9 

inibir o desenvolvimento fúngico, contribuindo para a compreensão do papel dessa cepa na 10 

preservação da qualidade e segurança alimentar durante o processo de maturação de queijos. 11 
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Os fungos podem modificar tanto características organolépticas quanto as características de 1 

maturação da casca. Jurado e Vicente (2020), pontuam que durante o processo de maturação o 2 

queijo passa por um processo de evaporação da água da superfície e a consolidação da casca. 3 

Ambos os processos podem sofrer modificações de acordo com as etapas tecnológicas 4 

desenvolvidas e as condições ambientais propiciadas durante o processo de maturação. O estudo 5 

ainda complementa que o P. commune pode ser responsável por um maior enrijecimento da casaca 6 

e alterações de camadas internas dos queijos contaminados, partindo da hipótese de que as hifas 7 

fúngicas do P. commune poderiam ampliar a superfície evaporativa fazendo os queijos perderem 8 

mais água (Jurado, Vicente, 2020). As possíveis alterações citadas acima, podem ter acontecido no 9 

presente estudo, uma vez que os queijos, produzidos neste experimento, apresentaram uma casca 10 

rígida e espessa.  11 

Os queijos com elevada contaminação aparente, se mostraram mais difíceis de manusear no preparo 12 

das amostras para microscopia eletrônica, por apresentar dificuldade no recorte das amostras, o que 13 

poderia ser justificado pela hipótese e pela observação experimental relata por Jurado e Vicente 14 

(2020), porém a dificuldade de controle de umidade e as limitações do ambiente controlado 15 

propiciado para o desenvolvimento deste experimento, podem ter interferido neste processo, 16 

intensificando a evaporação e modificando o desenvolvimento do P. commune.  17 

Por tais motivos, verificar o desenvolvimento desses queijos em ambiente industrial permitiria uma 18 

melhor avaliação das condições ambientais e da microbiota residente na interferência da 19 

contaminação dos queijos, não excluindo a importância dos resultados obtidos sobre a capacidade 20 

antifúngica da cepa L119. 21 

As imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) (Imagem 3 e 4) revelaram alterações 22 

visíveis em hifas e conídios nos queijos que foram fabricados com a cepa L119 e nos queijos 23 

fabricados com o fermento comercial mesofílico. Além de diferentes formações de biofilmes, 24 

quando comparadas as imagens dos queijos produzidos com fermento mesofílico comercial e 25 

queijos produzidos com a cultura da cepa L119 (Imagem 4). No entanto, não foi possível 26 

determinar se o biofilme formado era fúngico ou bacteriano. As imagens do controle mostravam 27 

hifas com estrutura tubular, com superfície alongada e lisa, com a presença de muitos conídios 28 

ovoides (Imagem 5), as imagens de MEV dos queijos que apresentavam bactérias ácido láticas, 29 

como fermento adicionado, mostravam uma menor quantidade de conídios, com hifas deformadas, 30 

com aparência desidratada (Imagem 5). Sendo que os queijos produzidos com L119 as hifas 31 
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apresentavam uma deformação mais intensa e menos conídios aparentes do que nos queijos 1 

produzidos a partir do fermento mesofílico comercial. 2 

A atividade antifúngica da cepa L119 não foi só eficaz na redução do crescimento visível dos 3 

micélios fúngicos e nos conídios, mas também se indica a possibilidade da geração de danos 4 

morfológicos nas hifas e possível inibição da esporulação 5 

 6 

Imagem 4. Comparação entre as Imagem de Microscopia Eletrônica de Varredura, em magnitude 7 
6kx, dos queijos elaborados com fermento mesofílico comercial (Mf) e cultura de L. plantarum 8 
(L119) (Bf), contaminados com P. commune (M35) em concentração de 107 esporos/ml com 28 9 
dias de maturação. 10 

 11 
 12 

Imagem 5. Comparação entre as Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura, em 13 
magnitude 6kx, dos queijos elaborados sem adição de fermento (0f), com fermento mesofílico 14 
comercial (Mf) e com a cultura de L. plantarum (L119) (Bf), e contaminados com P. commune 15 
(M35) em concentração de 107 esporos/ml com 28 dias de maturação. 16 

 17 
 18 

 19 
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Conclusão 1 

O estudo demonstrou a habilidade antifúngica da cepa L. plantarum (L119) frente a contaminação 2 

por P. commune (M35), tanto in vitro, quanto em peças de queijo de curta maturação, comprovando 3 

o potencial desta bactéria ácido lática para formulação de um bioconservante antifúngico. Essa 4 

constatação possibilita o desenvolvimento de um fermento ou cultura aditiva para queijos com 5 

efeito antifúngico, a partir de uma cepa de Lactiplantibacillus plantarum obtida de um alimento de 6 

mesma categoria. Para aplicabilidade deste microrganismo, considera-se relevante a identificação 7 

do composto responsável pela atividade antagônica, assim como a análise da manutenção do 8 

potencial antagônico perante a interação da cepa L119 com outros microrganismos inoculados 9 

como cultura nos diferentes queijos. Estudos que ampliem a amostragem ou contemplem a 10 

realidade industrial, seriam bem-vindos, assim como a associação da cepa L119 com fermentos 11 

comerciais. 12 

 13 
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7. CONCLUSÃO 1 
 2 

O estudo demonstrou a capacidade antifúngica da cepa L. plantarum (L119) 3 

frente a contaminação por P. commune (M35) in vitro, e o potencial desta bactéria ácido 4 

lática, obtida a partir de um queijo, para formulação de um bioconservante antifúngico 5 

para este alimento. A atividade antifúngica observada na cepa L. plantarum, está 6 

provavelmente associada à sua produção de ácidos orgânicos. Além disso, considera-se 7 

a possível interação entre diferentes ácidos orgânicos e compostos antifúngicos 8 

produzidos pela cepa, a serem identificados em estudos futuros.  9 

A liofilização da cepa L119 permitiu a produção padronizada quanto ao inóculo, 10 

de queijos de curta maturação que foram contaminados com diferentes concentrações 11 

de P. commune. 12 

As imagens digitais analisadas pelo software ImageJ, possibilitaram a 13 

comprovação do potencial antifúngico da L. plantarum frente a contaminação das peças 14 

por P. commune. Essa constatação possibilita o desenvolvimento de um fermento ou 15 

cultura aditiva com efeito antifúngico, a partir da cepa L119.  16 

Os resultados obtidos neste estudo colaboram com a compreensão da interação 17 

entre o P. commune (M35) e a L. plantarum (L119), bem como para o avanço no 18 

desenvolvimento de estratégias eficazes no controle da contaminação fúngica em 19 

produtos alimentícios, destacando a aplicabilidade da L119 como potencial agente 20 

bioconservante em queijos. 21 

 22 

 23 

 24 
 25 
 26 
 27 
 28 
 29 
 30 
 31 
 32 
 33 
 34 
 35 
 36 
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ANEXO A: 1 

Descrição detalhada de Material e Método 2 

 3 

 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ESPOROS DA CEPA DE PENICILLIUM 4 

COMMUNE (M35): 5 

 6 

A análise de produção de esporos foi realizada no Laboratório de Micologia 7 

Médica e Microbiologia Bucal do Centro de Ciências Biológicas da Universidade Estadual 8 

de Londrina, para avaliação da capacidade de produção de esporos da cepa P. commune 9 

(M35), quando cultivada em tubos contendo 20 ml de ágar Batata Dextrose (Acumedia®). 10 

Esta cepa foi isolada, em estudos anteriores no Laboratório de Micologia de Alimentos 11 

do Departamento de Higiene e Inspeção de Alimentos da Faculdade de Veterinária da 12 

Universidade de León, com queijos de ovelhas das províncias de Leon e Zamora no 13 

Noroeste da Espanha (Ramos-Pereira et al., 2019 b). 14 

Para avaliação, a cepa M35, conservada em solução de água ultrapura com 60% 15 

de glicerol P.A. (MERK®), foi reativada em tubo inclinado de ágar Batata Dextrose 16 

(Acumedia®) e repicada para uma série de 40 tubos inclinados, contendo 20 ml de ágar 17 

Batata Dextrose (Acumedia®). Diariamente, oito suspensões de esporos foram 18 

preparadas, de acordo com a metodologia do Clinical and Laboratory Standards Institute 19 

(CLSI, 2002), adicionando a cada tubo cultivado 5 ml de solução tampão fosfato salino 20 

1% e com pH 7,4 (PBS- SIGMA®) e 0,05% de Solução estéril de Tween 80 (Acumedia®). 21 

Contagens diárias de esporos foram realizadas em Câmara de Neubauer, durante 20 22 

dias. A partir da observação do crescimento e das contagens obtidas (Quadro 10), a 23 

concentração máxima a contemplar a necessidade de esporos para realização dos 24 

experimentos foi selecionada, entre o 7º e o 8º dia de crescimento. 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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Quadro 10- Avaliação do crescimento do P. commune (M35) e contagem de 1 

esporos produzidos em 20 dias. 2 

 3 

ANÁLISE DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DA CEPA DE L. PLANTARUM (L119) 4 

CONTRA O FUNGO P. COMMUNE (M35): 5 

A capa L119 foi isolada de exemplares de queijo artesanal Serrano catarinense, 6 

na Universidade Estadual de Londrina por estudos anteriores (Seixas, 2014), sendo 7 

mantida a -80°C em Caldo Man Rogosa & Sharpe (MRS) (KASVI ®) suplementado com 8 

20% de glicerol. Para avaliação da atividade antagônica, duas técnicas foram executadas 9 

conforme Schillinger e Villarreal (2010) e Magnusson e Schnürer (2001), ambas com 10 

modificações, sendo a leitura das análises realizada com base na metodologia de 11 

Cheong et al. (2014). 12 

 13 

Técnica 1: 14 

 15 

Para avaliação da atividade antagônica da cepa de L. plantarum (L119) contra o 16 

fungo P. Commune (M35), foi utilizada a técnica descrita por Schillinger e Villarreal (2010) 17 

e Cheong et al. (2014), com modificações. A análise de atividade antagônica foi realizada 18 
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no Laboratório de Inspeção de Produtos de Origem Animal da Universidade Estadual de 1 

Londrina. A cepa L119 foi reativada em Caldo MRS (KASVI ®) e incubada a 30°C por 24 2 

horas.  3 

Após a turvação do caldo, soluções de concentrações de 105, 106, 107, 108 4 

UFC/ml, foram preparadas, com auxílio de escala Mc Farland e 10 μL de cada solução 5 

foi aplicado pontualmente em três locais da placa de ágar MRS (Acumedia®). As placas 6 

foram incubadas a 30°C por 48 horas.  7 

Para preparo das soluções fúngicas, a cepa M35 foi semeada em tubos 8 

inclinados contendo ágar Batata Dextrose (Acumedia®), incubados a 25°C por sete dias. 9 

Cinco diferentes concentrações (103, 104, 105, 106, 107 esporos/ml) foram preparadas de 10 

acordo com a metodologia do Clinical and Laboratory Standards Institute, com 11 

modificações (CLSI, 2002). As placas de ágar MRS com a cepa L119 cultivada foram 12 

recobertas por uma sobrecamada de ágar Batata Dextrose (Acumedia®) com cada 13 

solução de esporos preparada em duplicata. As placas foram incubadas a 25°C por 10 14 

dias, para a observação da formação de zonas de inibição ao redor das colônias de L119. 15 

 16 

Técnica 2: 17 

 18 

Para avaliação da atividade antagônica da cepa de L. plantarum (L119) contra o 19 

fungo P. commune (M35), foi utilizada a técnica descrita por Magnusson e Schnürer 20 

(2001) e Cheong (2014), com modificações. A análise de atividade antagônica foi 21 

realizada no Laboratório de Laboratório de Inspeção de Produtos de Origem Animal, da 22 

Universidade Estadual de Londrina. A cepa L119 foi reativada em caldo MRS (KASVI ®) 23 

e incubada a 30°C por 48 horas. 24 

Após a turvação do caldo, as culturas foram semeadas por esgotamento em Ágar 25 

MRS (Acumedia®) e incubadas a 30°C por 48 horas. Colônias isoladas de L119 foram 26 

repicadas linearmente em dois pontos da placa de ágar MRS, utilizando palitos estéreis, 27 

incubando a 30°C por 48 horas. As placas de ágar MRS com a cepa L119 cultivada foram 28 

recobertas por uma sobrecamada de ágar Batata Dextrose (Acumedia®) com soluções 29 

de esporos em cinco diferentes concentrações (103, 104, 105, 106, 107 esporos/ml), 30 

preparadas de acordo com a metodologia do Clinical and Laboratory Standards Institute, 31 
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com modificações (CLSI, 2002). As placas foram incubadas a 25°C por 10 dias, para a 1 

observação da formação de zonas de inibição ao redor das colônias de L119. A avaliação 2 

foi realizada, em duplicata.  3 

 Os resultados de ambas as técnicas foram avaliados pela análise dos halos de 4 

inibição formados, com base na metodologia de Cheong et al. (2014), com modificações 5 

(Quadro 2): 6 

 7 

Quadro 2- Técnica de avaliação dos halos formados no teste de atividade 8 

antagônica do L. Plantarum (L119) contra o P. commune (M35), com base na metodologia 9 

de Cheong et al. (2014), com modificações. 10 

Ausência de halo de inibição 

(-): 

Quando as colônias de bactéria L119 estavam 

completamente recobertas pelo fungo M35 

Fraca (+): Quando era possível a visualização das colônias da 

bactéria L119, porém o halo de inibição não 

apresentava uma zona límpida ao redor da L119 

Moderada (++): Quando era possível a visualização das colônias da 

bactéria L119 e o halo de inibição se apresentava 

como uma zona límpida estreita ao redor da L119 

Forte (+++) Quando era possível a visualização das colônias da 

bactéria L119 e o halo de inibição se apresentava uma 

zona límpida ampla ao redor da L119 

 11 

AVALIAÇÃO DOS POSSÍVEIS COMPOSTOS DA CEPA L119 COM ATIVIDADE 12 

ANTIFÚNGICA: 13 

 14 

Para investigação do composto microbiano presente na cepa L119 com atividade 15 

antifúngica foi utilizada a metodologia “Spot on Lawn” de Lewus, Kaiser e Montville (1991) 16 

e Cavicchioli et al., (2017), com modificações. A cepa L119 foi semeada em caldo MRS, 17 

incubada a 36°C por 48 horas. A cultura foi centrifugada a 14.500 rpm, por 15 minutos, 18 

para obtenção do sobrenadante livre de células (SLC), que foi porcionado em diferentes 19 

tratamentos. O SLC1 foi esterilizado por filtro usando filtros de membrana de acetato de 20 
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celulose (0,22 µm). O SLC2 foi esterilizado por filtro usando filtros de membrana de 1 

acetato de celulose (0,22 µm) e aquecido a 80° C por 10 minutos. O SLC 3 foi neutralizado 2 

NaOH 1N até alcançar pH 6,0 e esterilizado por filtro usando filtros de membrana de 3 

acetato de celulose (0,22 µm). O SLC 4 foi neutralizado NaOH 0.1N até alcançar pH 6,0 4 

e esterilizado por filtro usando filtros de membrana de acetato de celulose (0,22 µm) e 5 

aquecidas a 80° C por 10 minutos. Placas de ágar MRS (Acumedia®) foram semeadas 6 

com uma solução de tampão fosfato salino 1%, com pH 7,4 (PBS- SIGMA®), contendo P. 7 

commune em concentração de 107 esporos/ml com solução fúngica preparadas (CLSI, 8 

2002), previamente a aplicação das soluções SLC em poços de 5mm de diâmetro 9 

recortados do ágar. Para avaliação dos resultados, foram observadas a ausência ou 10 

presença de halos de inibição ao redor dos poços contendo diferentes CFS. 11 

 12 

LIOFILIZAÇÃO DA CEPA DE L. PLANTARUM (L119): 13 

 14 

A liofilização da cepa L119 foi realizada para auxiliar na padronização da cultura 15 

para fabricação dos queijos. Foi utilizada a metodologia de Nieto-Arribas et. al. (2009) 16 

para o processo de liofilização e para análise de viabilidade, a metodologia de De Valdez, 17 

et. al., 1985, ambas com modificações. No Laboratório de Inspeção de Produtos de 18 

Origem Animal da Universidade Estadual de Londrina, a cepa L119 foi inoculada 19 

(0,5%(g/v) em 1 litro de caldo MRS (KASVI ®), incubado a 36 °C por 24 horas. 20 

A centrifugação da amostra foi realizada no Laboratório de Ecologia Microbiana 21 

do Departamento de Microbiologia, Centro de Ciências Biológicas da Universidade 22 

Estadual de Londrina. O caldo foi centrifugado em Centrífuga refrigerada (Sorvall 23 

RC5C Plus®) a 8000 rpm por 15 minutos a 5°C. Os peletes obtidos foram lavados duas 24 

vezes com Tampão Fosfato 50 mM, pH 7, e foram ressuspendidos em Skim Milk 25 

(10%(g/v)) (MERK®/ SIGMA®) acrescido de 4 % de Lactose-D (Dinâmica®).  26 

As amostras foram transportadas ao Laboratório da Pós-graduação em Ciência 27 

e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina, para realização do 28 

congelamento por 10 horas, a -80°C (SANYON®) e liofilização, sendo a pressão do 29 

equipamento (CRIST Alpha 2-4 LD Plus®) de 0.04 a 2 mB e a temperatura do 30 
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condensador alcançando – 55°C. A liofilização da cepa durou aproximadamente 36 1 

horas. 2 

Para controle da contagem e viabilidade bacteriana, foram realizados 3 

plaqueamento por profundidade em placas com ágar MRS (Acumedia®), incubadas a 4 

36°C por 48 horas, nas diferentes etapas do processo. Após o processo de liofilização, a 5 

atividade de água do liofilizado foi verificada (AquaLab Series 4TEV-duo®). A viabilidade 6 

do liofilizado foi determinada realizando o plaqueamento por profundidade após 7 

reidratação de 0,1g de liofilizado em 9 ml e Salina Peptonada, incubando a 36°C por 48 8 

horas. A cepa liofilizada foi armazenada em porções de 1,5 g, em Falcons estéreis, a -9 

20°C  10 

A partir da observação dos resultados (Quadro 11) obtidos pela análise de 11 

viabilidade bacteriana, foi possível estipular uma pesagem ideal em mg de liofilizado para 12 

obtenção da concentração ideal de cultura para preparo dos queijos.  13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 
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Quadro 11- Análise da viabilidade bacteriana nas diferentes etapas de preparo 1 

do liofilizado 2 

Avaliações: 1ª 

Liofilização 

2ª 

Liofilização 

3ª  

Liofilização 

4ª 

Liofilização 

Contagem 

bacteriana da cepa 

L119 inoculada 

(0,5% (g/v)) em 

Caldo MRS: 

5,4 x109 

UFC/ml 

5,4 x109 

UFC/ml 

5,8 x109 

UFC/ml 

5,4 x109 

UFC/ml 

Contagem 

bacteriana da 

amostra contendo a 

cepa L119 em Skim 

Milk acrescido de 

4% de Lactose-D: 

5,2 x109 

UFC/ml 

5,1x 109 

UFC/ml 

5,56 x109 

UFC/ml 

5,1 x109 

UFC/ml 

Contagem 

bacteriana da 

amostra contendo a 

cepa L119 após 

congelamento por 8 

horas a -80°C: 

3,6 x109 

UFC/ml 

3,2 x109 

UFC/ml 

4,2 x109 

UFC/ml 

4,8 x109 

UFC/ml 

Contagem 

bacteriana em 1g do 

liofilizado da cepa 

L119: 

1,48 x1012 

UFC/g 

3,37 x1012 

UFC/g 

3,4 x1012 

UFC/ml 

2,85 x1012 

UFC/ml 

Atividade de Água 0,134Aw 0,17Aw 0,175Aw 0,15Aw 

 3 

 4 

 5 

 6 
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PREPARO DE CULTURAS DE LIOFILIZADO DA CEPA DE L. PLANTARUM 1 

(L119): 2 

 3 

Para cada partida na fabricação de queijos, 150 ml de cultura da cepa L119 4 

liofilizada, eram preparados em tubos contendo 30 ml de Skim Milk (10% (g/v)) (Wacher- 5 

Rodarte et. al, 1993), inoculados com 1% de cepa L119 liofilizada. No preparo dos queijos 6 

com fermento comercial foi utilizado cultura lática mista mesofílica/termofílica 7 

homofermentativa, composta Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis 8 

subsp. lactis e Streptococus thermophilus (RicaNata®). 9 

 10 

ELABORAÇÃO DE QUEIJOS DE CURTA MATURAÇÃO COM DIFERENTES 11 

CULTURAS E CONTAMINAÇÃO DAS PEÇAS COM P. COMMUNE (M35) 12 

 13 

A fabricação dos queijos foi baseada na receita de queijo Minas Padrão, de 14 

metodologias descritas por Chaves, Monteiro e Machado (2013) e Lourenço Neto (2013), 15 

com modificações. 16 

Cada lote de queijo (Quadro 3), continha oito peças com aproximadamente 400g, 17 

foi constituído por: um queijo controle fabricado sem fermento e sem contaminação 18 

fúngica posterior (Q0); um queijo controle fabricado sem fermento e contaminado com o 19 

fungo P. commune (M35) (QF); um queijo fabricado com 3% (g/L) de fermento industrial 20 

mesofílico e sem contaminação fúngica posterior (QM0); um queijo fabricado com 3% 21 

(g/L) de fermento industrial mesofílico e contaminado com o fungo P. commune (M35) 22 

(QMF); um queijo fabricado com 1% (ml/L) de cultura liofilizada da cepa de L. plantarum 23 

(L119) sem contaminação fúngica posterior (QB0) e 3 peças de queijos fabricados com 24 

1% (ml/L) de cultura liofilizada da cepa de L. (L119) e contaminados com o fungo P. 25 

commune (M35) (QBF1, QBF2, QBF3). 26 

 27 

 28 

 29 

 30 
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Quadro 3- Características de Fabricação e Contaminação dos oito queijos, 1 

formadores do lote. 2 

Q0 Queijo controle fabricado sem fermento e sem contaminação 

fúngica posterior 

QF Queijo controle fabricado sem fermento e contaminado com 

o fungo P. commune (M35) 

QM0 Queijo fabricado com 3% (g/L) de fermento industrial 

mesofílico e sem contaminação fúngica posterior (QM0) 

QMF Queijo fabricado com 3% (g/L) de fermento industrial 

mesofílico e contaminado com o fungo P. commune M35 

QB0 Queijo fabricado com 1% (g/L) de cultura liofilizada da cepa 

de L. plantarum (L119) sem contaminação fúngica posterior 

QBF1/ QBF2/ QBF3 Queijos fabricados com 1% (g/L) de cultura liofilizada da cepa 

de L. (L119) e contaminados com o fungo P. commune (M35) 

 3 

Foram elaborados nove lotes de queijos, sendo testadas três concentrações 4 

diferentes de contaminação fúngica, em triplicata: 105, 106, 107 esporos/ml. (20 esporos/ 5 

cm2, 205 esporos/ cm2, 2040 esporos/ cm2 nos queijos).  6 

O lote fabricado era mantido em forma, sendo refrigerado por 12 horas. As 7 

suspensões fúngicas foram preparadas a partir de tubos inclinados de ágar Batata 8 

Dextrose (Acumedia®), incubados a 25°C entre 7 dias e 8 dias. O esporos foram 9 

suspensos em Tampão Fosfato Salino 1%, com pH 7,4 (PBS- SIGMA®) e as 10 

concentrações a serem utilizadas (105, 106, 107 esporos/ ml) foram preparadas com 11 

auxílio de uma Câmara de Neubauer de acordo com a metodologia do Clinical and 12 

Laboratory Standards Institute, com modificações (CLSI, 2002). 13 

A contaminação fúngica foi realizada aplicando 10 μL de solução de esporos, 14 

espalhando, com auxílio de uma alça Drigalski, em área específica (49 cm2) da superfície 15 

de uma lateral das peças, com auxílio de um molde. As peças foram incubadas a 12°C, 16 

com umidade entre 70% e 75%, por 28 dias. Para avaliação do crescimento fúngico, fotos 17 

foram tiradas a cada sete dias. As imagens foram processadas e as áreas de crescimento 18 

fúngico foram calculadas utilizando o programa ImageJ (ImageJ software 1.43ª, versão 19 
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64bits- National Institute of Health- NIH®), sendo a análise dos dados realizada pelo 1 

software Microsoft Excel (Microsoft®). 2 

 3 

AVALIAÇÃO DOS QUEIJOS EM MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 4 

VARREDURA (MEV): 5 

 6 

As imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura foram realizadas no 7 

Laboratório de Microscopia Eletrônica e Microanálise da universidade Estadual de 8 

Londrina, para visualizar a morfologia do P. commune, na tentativa de identificação do 9 

possível mecanismo de interação do fungo com as diferentes bactérias presentes neste 10 

estudo. 11 

Ao fim dos 28 dias de maturação, foram recortados cubos de queijo de 1 cm3 em 12 

áreas de transição, limiar entre a área do queijo que apresenta, e que não apresenta 13 

macroscopicamente fungo em sua superfície. As amostras foram fixadas por imersão em 14 

solução de Glutaraldeido 25% (2,5% (v/v) com 0.1 M de Tampão Cacodilato de Sódio pH 15 

7,2, por oito horas a 4°C. Após esta etapa, as amostras foram lavadas três vezes com 16 

0.1M de Tampão Cacodilato de Sódio pH 7,2, por 15 minutos, e desidratadas em 17 

lavagens em série, com diferentes graduações de álcool etílico (30%, 50%, 70%, 80%, 18 

90%), mantendo as amostras imersas por 15 minutos em cada graduação alcóolica e 19 

finalizando a desidratação da amostra com uma série de três banhos, em álcool etílico 20 

100%, por 15 minutos. 21 

 As amostras seguiram para procedimento de secagem em ponto crítico com 22 

dióxido de carbono (BALTEC CPD 030 Secador de Ponto Crítico) e foram recobertas com 23 

ouro (BALTEC SDC 050 Sputter Coater). Para observação em microscópio de varredura 24 

(FEI Quanta 200), as amostras foram fixadas em stubs de alumínio, recobertos por fita 25 

de carbono. Pelo menos 5 pontos diferentes da amostra foram observados, em diferentes 26 

aumentos microscópicos, para avaliação geral da interação existente entre as bactérias 27 

e o fungo. 28 

 29 


