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RESUMO: A biopreservacgao por bactérias acido-laticas (BAL) e seus metabdlitos constitui
uma estratégia promissora para o controle de patégenos. O queijo Minas Frescal, produto
de relevancia socioeconémica em Minas Gerais, apresenta elevada umidade e composi¢cao
nutricional que favorecem o crescimento de Listeria monocytogenes. O estudo avaliou o
potencial bioprotetor de onze BAL, isoladas de leite cru de queijarias mineiras. As cepas
foram testadas quanto atividade antagonista frente a L. monocytogenes ATCC 7644,
atividade proteolitica e capacidade de acidificacao. Os halos de antagonismo variaram de
3,5 a 5,5 mm; os halos de protedlise de 0 a 9 mm; e o pH (apds 48 h) variou de 4,71 a 6,55.
Quatro isolados, sem atividade proteolitica e com capacidade de acidificagao limitada foram
selecionados como promissores; entre eles, o isolado ITA_bac_1 foi levado a ensaio de co-
cultivo com L. monocytogenes em Skim Milk 10%. Contudo, o co-cultivo ndo apresentou
inibicdo, independentemente da concentracao celular da BAL testada (3, 5 e 7 log UFC/
mL). Os resultados indicam que o antagonismo in vitro ndo garante a mesma atividade
na matriz lactea liquida devido ao efeito de diluicdo e capacidade tamponante do meio,
exigindo estudos para viabilizar sua aplicagao.

PALAVRAS-CHAVE: Cultura protetora. Antagonismo microbiano. Biocontrole.

EFFECTS OF LACTIC ACID BACTERIA ON THE GROWTH OF Listeria
monocytogenes AND THEIR BIOPRESERVATION POTENTIAL IN MINAS FRESCAL

ABSTRACT: Biopreservation by lactic acid bacteria (LAB) and their metabolites constitutes a
promising strategy for pathogen control. Minas Frescal cheese, a product of socioeconomic
relevance in Minas Gerais, has high moisture content and a nutritional composition that
favors the growth of Listeria monocytogenes. This study evaluated the bioprotective potential
of eleven LAB isolates from raw milk collected from cheese-processing facilities in Minas
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Gerais. The strains were tested for antagonistic activity against L. monocytogenes ATCC
7644, proteolytic activity, and acidification capacity. The inhibition halos ranged from 3.5 to
5.5 mm; proteolysis halos from 0 to 9 mm; and pH (after 48 h) ranged from 4.71 to 6.55. Four
isolates, without proteolytic activity and with limited acidification capacity, were selected
as promising; among them, isolate ITA _bac_1 was subjected to a co-culture assay with L.
monocytogenes in 10% Skim Milk. However, the co-culture showed no inhibition, regardless
of the initial LAB cell concentration tested (3, 5, and 7 log CFU/mL). The results indicate that
in vitro antagonism does not guarantee the same activity in the liquid dairy matrix due to the
dilution effect and buffering capacity of the medium, requiring further studies to enable its
application.

KEYWORDS: Protective culture. Microbial antagonism. Biocontrol.

INTRODUGCAO

A produgao de queijo Minas Frescal € amplamente difundida no estado de Minas
Gerais. Além de sua importancia cultural, o produto representa uma fonte de renda para a
agricultura familiar e para as agroindustrias locais, contribuindo para a geragao de renda e
apresentando potencial de retorno relativamente rapido do investimento (Embrapa, 2023;
Vinha et al., 2010).

A qualidade higiénico-sanitaria do queijo Minas Frescal representa uma preocupagao
para a seguranga dos consumidores. Entre os principais patégenos associados a produtos
lacteos, destaca-se a Listeria monocytogenes, que pode persistir em ambientes de
processamento de alimentos e esta associada a surtos de listeriose (Carpentier; Cerf,
2011; Amato et al., 2017). Diante da severidade desse risco, a legislacéo brasileira exige a
auséncia desse microrganismo em 25 g de queijos (Brasil, 2022).

A ocorréncia de L. monocytogenes em produtos lacteos esta associada a diversos
fatores, que incluem tanto a composicao nutricional do leite, favoravel ao desenvolvimento
microbiano, quanto possiveis falhas nas etapas de ordenha, processamento, armazenamento
e comercializagao. Além disso, sua capacidade de sobreviver sob refrigeragao favorece sua
persisténcia ao longo da cadeia produtiva e de comercializagao (Barancelli et al., 2011).
No caso do queijo Minas Frescal, o elevado teor de umidade e o consumo sem tratamento
térmico apds a fabricagdo aumentam a preocupacgao com esse patégeno (Pinto et al., 2011).

Diante da necessidade de estratégias eficazes para o controle de L. monocytogenes
em alimentos, o desenvolvimento de métodos de conservagdo que sejam seguros e
sustentaveis tem ampliado o interesse pela biopreservagao de alimentos. Essa abordagem
consiste na utilizacdo de microrganismos benéficos e/ou de seus metabdlitos para inibir o
crescimento de microrganismos indesejaveis, contribuindo para a seguranga microbioldgica
e para o aumento da vida util dos alimentos (Barcenilla et al., 2022). Além de contribuir
para a protegao do consumidor, a adogao de estratégias inovadoras de conservagao pode
agregar valor aos produtos e favorecer a competitividade de agroindustrias, especialmente
aquelas de menor escala (Vinha et al., 2010).
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Nesse contexto, as bactérias acido-laticas (BAL) destacam-se como importantes
agentes de biopreservacado, sendo amplamente empregadas na industria de alimentos
e reconhecidas pela capacidade de produzir diferentes compostos com atividade
antimicrobiana, incluindo acidos organicos, perdxido de hidrogénio e bacteriocinas. Entre
esses compostos, as bacteriocinas constituem peptideos antimicrobianos capazes de atuar
sobre células de microrganismos sensiveis, frequentemente por meio da interagdo com
a membrana celular e consequente comprometimento de sua integridade, apresentando
potencial para aplicagdo na conservacgao de alimentos (Mu et al., 2024).

Assim, aavaliagao de novos isolados de BAL com capacidade de inibir microrganismos
patogénicos pode contribuir para a identificacdo de culturas com potencial de aplicagéo na
bioprotegcao de produtos lacteos.

OBJETIVO

Investigar o potencial de isolados de bactérias acido-laticas no controle do
crescimento de Listeria monocytogenes ATCC 7644, sua atividade proteolitica e capacidade
de acidificagdo na matriz lactea, visando identificar culturas com potencial para aplicagao
como agentes de bioprotecao em queijo Minas Frescal.

METODOLOGIA

O estudo foi conduzido no Laboratério de Andlise de Alimentos e Aguas da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Foram utilizados 11 isolados de bactérias
laticas, previamente obtidos de amostras de leite cru provenientes de regides produtoras de
queijos artesanais de Minas Gerais. Os isolados foram identificados por codigos referentes
a regiao de origem e a morfologia celular: ITA coco_1, ITA coco 2, ITA coco 3, ITA_
coco_5, ITA bac 1, ITA bac 2, ITA bac 3, ITA bac 5, VERT bac 1, VERT bac 3 e
VERT bac_4. Além desses isolados, foram utilizados também cepas de Lacticaseibacillus
rhamnosus ATCC 53103 LGG e de Listeria monocytogenes ATCC 7644 no estudo. As
bactérias laticas foram mantidas sob congelamento em meio Skim Milk 10% com 50% de
glicerol, enquanto que L. monocytogenes foi armazenada em caldo Triptona de Soja (TSB)
com 30% de glicerol.

A etapa experimental inicial consistiu na avaliagdo da atividade antagonista dos
isolados, utilizando o método de sobrecamada (spot-on-the-lawn), adaptado de Macaluso
et al. (2016). Apos o cultivo dos isolados de BAL em caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) a
30 °C por 48 horas, em condi¢cdes de anaerobiose, aliquotas de 1 uL foram depositadas em
placas de agar MRS e incubadas a 30°C por 24 horas em anaerobiose. Apds a incubagao,
aliquotas de 1 mL de cultura de L. monocytogenes ATCC 7644, cultivada overnight, foram
adicionadas em 10 mL de agar 0,7% de Infusdo de Cérebro e Coragao (BHI) e espalhados
sobre as placas de MRS contendo o inéculo inicial do isolado crescido (spot). As placas
foram re-incubadas a 30°C por 24 horas em condi¢gbes aerdbicas para avaliar a presenca
de zonas de inibicdo ao redor das coldnias das bactérias laticas. A atividade inibitéria foi
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quantificada medindo-se o diametro total dos halos de inibicado formados com o auxilio de
uma régua milimetrada.

Em seguida, os isolados que demonstraram atividade antagonista foram selecionados
para a avaliagao de caracteristicas relevantes para sua potencial aplicagcdo em Queijo
Minas Frescal, incluindo a auséncia de atividade proteolitica e a reduzida capacidade de
acidificagao. A atividade proteolitica foi verificada pela formagao de halos transparentes em
agar Skim Milk (1% p/v) apos 4 dias de incubagéo a 30 °C, conforme o protocolo de triagem
utilizado por Onofre e Silva et al. (2020). A capacidade de acidificagao foi testada em leite
UHT integral para determinar a cinética de redug¢ao do pH, conforme descritos por Oliveira
et al. (2024), com o pH monitorado em intervalos de 2 horas durante as primeiras 8 horas,
e, posteriormente, em 24 horas e 48 horas apds a inoculagao.

Com base nos resultados dos ensaios de triagem, foi selecionada uma estirpe que
apresentou atividade antagonista, auséncia de atividade proteolitica e menor capacidade de
acidificagao. O ensaio de co-cultura foi realizado inoculando-se simultaneamente culturas
padronizadas do isolado selecionado e do patégeno L. monocytogenes ATCC 7644 em caldo
Skim Milk a 10%, nas concentragdes iniciais de 3, 5 e 7 log UFC/mL de BAL A incubagao
foi realizada a 30 °C, e o crescimento do patdégeno foi monitorado a cada 3 horas durante
as primeiras 9 horas e, posteriormente, nos tempos de 24 horas e 48 horas. As contagens
de L. monocytogenes foram determinadas pela técnica de microgotas, utilizando-se o meio
seletivo Agar Cromogénico Listeria Base (ALOA).

Todos os experimentos descritos foram realizados em duplicatas independentes
e com a estirpe controle Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 53103 LGG. Os resultados
obtidos para o pH, os halos de inibicdo (mm) e as contagens microbiolégicas (log UFC/
mL) foram organizados e analisados de forma descritiva, sendo expressos como média +
desvio-padrao. Para facilitar a interpretacao e a comparacgao dos resultados, os dados foram
apresentados graficamente, incluindo mapas de calor e curvas de cinética de crescimento e
acidificagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aavaliagaoinicial dosisolados evidenciou variabilidade quanto a atividade antagonista
contra Listeria monocytogenes ATCC 7644, bem como em relagao a atividade proteolitica e
a capacidade de acidificagao (Grafico 1). Esses resultados permitiram estabelecer um perfil
promissor dos isolados e orientar a sele¢ao para as etapas subsequentes do estudo.

Os ensaios de antagonismo revelaram halos de inibicao entre 3,5 e 5,5 mm, valores
semelhantes aos descritos na literatura e considerados indicativos de atividade inibitoria
(Macaluso et al., 2016). Em relagao a avaliacdo da protedlise, os halos de atividade
proteolitica variaram de 0 a 9 mm. A aplicagao de culturas bioprotetoras em QMF requer
culturas com baixa capacidade de acidificacdo e auséncia de atividade proteolitica, a
fim de minimizar possiveis alteragbes tecno-funcionais no produto. Essas caracteristicas
sao importantes para evitar a degradagao excessiva das proteinas do leite e preservar a
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estrutura, a textura e as caracteristicas sensoriais do queijo (Onofre e Silva et al., 2020).

Grafico 1: Mapa de calor dos resultados dos ensaios de antagonismo (halo de inibicdo em mm), protedlise
(halo em mm) e acidificacao (pH apos 24 h e 48 h de incubagéo) dos diferentes isolados de bactérias laticas

avaliadas.
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Legenda: Os dados apresentados foram normalizados em uma escala de 0 a 1. O valor maximo para os
halos de inibicdo foi de 5,5mm e o0 minimo de 3,5mm, para protedlise 0 maior halo foi de 9mm e o minimo
Omm e a capacidade de acidificagado teve como valor minimo o pH de 4,71 e maximo de 6,55.
Fonte: Autores (2026).

A avaliagdo da acidificagdo demonstrou que a atividade das bactérias laticas
variaram em fung¢ao do tempo de incubagéo. Observou-se um intervalo de valores médios
de pH entre 4,71 e 6,55, indicando diferengas perceptiveis na capacidade de acidificagao
entre as cepas. Amostras que atingiram valores inferiores a pH 5,50 dentro de 48 horas de
incubacéao foram classificadas como de maior potencial acidificante, ao passo que aquelas
gue mantiveram pH acima desse limite apresentaram capacidade limitada de acidificacao,
conforme descrito por Oliveira et al., 2024. Essa diferenciagao é relevante, pois cepas com
acidificagcao reduzida podem ser preferencialmente aplicadas em matrizes alimentares,
como no queijo Minas Frescal, evitando alteracbes indesejaveis nas caracteristicas
sensoriais do produto e, ao mesmo tempo, preservando seu potencial de bioprotegao para
aplicacao futura em matrizes alimentares.

A partir da avaliacdo conjunta dos resultados de antagonismo, atividade proteolitica
e capacidade de acidificagao, quatro isolados foram selecionados por ndo apresentarem
atividade proteolitica e por demonstrarem baixa capacidade de acidificacdo (Grafico 2).
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Grafico 2: Curva de acidificagdo dos isolados de bactérias laticas ndo proteoliticos e com limitada

capacidade de acidificacao.
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Fonte: Autores (2026).

Entre eles, o isolado ITA bac_1 apresentou uma das menores variagdes de pH, com
reducao de 6,70 para 6,32, além de apresentar halo de inibicdo de 3,5 mm e auséncia de
atividade proteolitica. Esse conjunto de caracteristicas indicou um perfil favoravel para sua
aplicagado como cultura bioprotetora, uma vez que combina atividade antagonista com baixa
capacidade de alteragdo das caracteristicas da matriz lactea. Por esse motivo, o isolado
ITA _bac_1 foi selecionado para os ensaios de co-cultura (Grafico 3).

Grafico 3: Curvas de crescimento do co-cultivo de bactéria latica com Listeria monocytogenes em trés

diferentes concentragdes celulares de bactéria latica: 3 (A), 5 (B) e 7 (C) log UFC/mL.
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Fonte: Autores (2026).

Apesar do potencial demonstrado na triagem em meio semi-solido no experimento
de antagonismo, o ensaio de co-cultivo em caldo Skim milk a 10% apresentou um cenario
diferente. O monitoramento do crescimento ndo evidenciou atividade inibitéria significativa
do isolado ITA _bac_1 contra L. monocytogenes (adotando-se como critério de inibicdo uma
reducédo 1,0 log UFC/mL em relagcdo ao controle), independentemente da concentragao
celular testada nos indculos (3, 5 e 7 log UFC/mL) (Gréafico 3). A auséncia de inibicdo de
crescimento no caldo Skim milk indica que a capacidade antagonista da cepa ITA bac 1,
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embora observada na triagem inicial em agar, nao foi suficiente para suprimir a proliferagcao
do patégeno nas condi¢des simuladas de incubacéao (35 °C durante 48 horas).

A discrepancia entre a eficacia inibitéria observada na triagem em meio semi-soélido
(agar) e a auséncia de inibicao significativa no co-cultivo em meio liquido (Skim milk) levanta
questionamento quanto a dinamica antimicrobiana do isolado ITA bac 1. Na técnica de
sobrecamada, os metabdlitos ativos (como acidos organicos e bacteriocinas) difundem-se
diretamente no agar ao redor da colénia produtora, criando um microambiente inibitério
localizado que inibe o crescimento de L. monocytogenes (Balouiri et al., 2016).

Em sistemas liquidos, por sua vez, os compostos produzidos pelas bactérias tendem
a se distribuir pelo volume total do meio, o que pode reduzir sua concentragao local e,
consequentemente, a intensidade do efeito inibitério. A literatura ja descreve a dificuldade
de recuperar niveis expressivos de atividade antimicrobiana em caldos de cultivo quando
comparados aos ensaios realizados em meios semi-sélidos, sendo frequentemente
observados baixos rendimentos de produgao de bacteriocinas em sistemas liquidos (Silva
et al., 2018; Yap et al., 2022).

Essa limitacdo pode ser ainda mais relevante em matrizes lacteas, como o Skim
Milk, que apresentam elevada capacidade tamponante em decorréncia de sua composigao
proteica, especialmente pelo conteudo de caseinas (Salaun; Mietton; Gaucheron, 2005).
A capacidade tamponante pode atenuar a redugdo do pH decorrente da produgao de
acidos organicos pelas bactérias laticas, reduzindo uma das possiveis contribuicdes desse
mecanismo para a inibicado de L. monocytogenes. Além disso, alteragdes no pH podem
influenciar a conformacao estrutural e ativagcao de determinadas bacteriocinas, de modo
gue a manutencao de condigdes menos acidas na matriz pode contribuir para a redugao de
sua atividade inibitéria (Galvez et al., 2007).

CONSIDERAGOES FINAIS

Os ensaios de antagonismo in vitro evidenciaram que os isolados de bactérias acido-
laticas avaliados apresentam atividade inibitoria frente a Listeria monocytogenes, indicando
a capacidade desses microrganismos de produzir compostos com agao antimicrobiana e
reforcando seu potencial preliminar como culturas protetoras. Vale ressaltar, contudo, que
os experimentos foram conduzidos em duplicatas independentes, configurando uma base
amostral restrita, e que o antagonismo in vitro nao garante a mesma atividade em matrizes
alimentares.

Além da atividade antagonista, a identificacdo de isolados nao proteoliticos e com
limitada capacidade de acidificacdo representa um resultado relevante do ponto de vista
tecno-funcional para produtos como o queijo, uma vez que tais caracteristicas favorecem a
preservacgao das propriedades sensoriais e estruturais do queijo, ampliando as perspectivas
de aplicagao desses isolados em alimentos lacteos.

Embora o ensaio de co-cultivo em meio liquido ndo tenha evidenciado inibigao
significativa do patégeno nas condicbes avaliadas, os resultados sugerem que essa
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limitagdo pode estar associada a fatores como a diluicdo dos metabdlitos antimicrobianos
e a forte capacidade tamponante do sistema lacteo. Para contornar esse efeito e viabilizar
a aplicacao industrial, torna-se essencial a novos estudos para avaliar a interagado entre
os isolados e a matriz lactea e compreender os fatores que podem limitar sua atividade
antimicrobiana.

Abordagens como a aplicagao de extratos concentrados contendo os metabdlitos
ativos, a otimizagao prévia das condi¢des de cultivo das cepas ou a aplicagao direcionada
das culturas protetoras na superficie dos alimentos consistem em alternativas para minimizar
a interferéncia da matriz e favorecer a expressao do potencial bioprotetor observado nos
ensaios preliminares (Galvez et al., 2007; Barcenilla et al., 2022).

Dessa forma, o potencial de aplicacdo desses isolados em estratégias de
biopreservacao de matrizes lacteas, como o queijo Minas Frescal, configura-se atualmente
como uma hipdétese remanescente e promissora, cuja viabilidade pratica e industrial
dependera da superagao dos desafios impostos pela matriz alimentar em investigacées
futuras.
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