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RESUMO 

 

O queijo de Coalho é um produto típico do Nordeste do Brasil com 

microbiota bastante diversificada, inclusive bactérias ácido láticas e leveduras. 

Estes micro-organismos influenciam nas características organolépticas do 

produto, e ainda podem atuar como probióticos ou na produção de substâncias 

de interesse industrial, tais como: enzimas, compostos aromáticos, ácido lático, 

entre outros. O objetivo deste trabalho foi isolar, identificar e avaliar o potencial 

tecnológico e enzimático de bactérias ácido láticas e leveduras obtidas a partir 

de queijo de Coalho artesanal proveniente da região Agreste do Estado de 

Pernambuco (Municípios de Arcoverde, Capoeiras e Venturosa). No total foram 

isoladas 125 bactérias ácido láticas e 15 leveduras, com predominância dos 

gêneros Enterococcus (52,8%) e Candida (46,66%), respectivamente. As 

bactérias ácido láticas se mostraram mais promissoras quanto a produção do 

composto aromático diacetil em relação às leveduras. A maioria das bactérias 

ácido láticas (96%) possui alta capacidade de acidificação. Na produção de 

proteases extracelulares utilizando o meio de soja, a levedura Galactomyces 

geotrichum foi a melhor produtora com 120,5±1,2 U/mL em 24h. Em relação à 

produção de proteases utilizando MRS caldo como meio de cultivo obtiveram-

se resultados baixos, onde o isolado 6C, Enterococcus sp. foi o melhor 

produtor com 34,2±0,43 U/mL em 48h. Quanto à produção de β-galactosidase 

em soro de leite bovino, as leveduras foram melhores que as bactérias ácido 

láticas, onde a maior atividade obtida foi 33,8±0,26 U/mL para a β-

galactosidase extracelular neutra em 48h. Pode-se concluir que bactérias ácido 

láticas e leveduras isoladas de queijo de Coalho artesanal podem ser  

excelente fonte para aplicação industrial, principalmente nas indústrias de 

alimentos. 

Palavras-chave: bactérias ácido láticas, enzimas extracelulares, leveduras, 
queijo de Coalho, alimentos. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The Coalho cheese is a typical product of Northeastern Brazil. The 

microbiota of this cheese is very diverse, including lactic acid bacteria and 

yeasts. These microorganisms influence the organoleptic characteristics of the 

product and may act as probiotics or to the production of substances of 

industrial interest, such as enzymes, aromas, acid lactic, others. The objective 

of this study was to isolate, identify and assess technological and enzymatic 

potential of lactic acid bacteria and yeasts obtained from artisanal Coalho 

cheese of the Wasteland region of the State of Pernambuco (City Arcoverde, 

Capoeiras and Venturosa). In total, 125 lactic acid bacteria and 15 yeasts were 

isolated from artisanal Coalho cheese with predominance of the genus 

Enterococcus (52.8%) and Candida (46.66%), respectively. The lactic acid 

bacteria are most promising for the production of diacetyl flavor. Most of lactic 

acid bacteria (96%) have a high acidification. To the production of extracellular 

proteases using the medium of soybeans, the yeast Galactomyces geotrichum 

was more effective obtained 120.5±1.2 U/mL to proteolytic activity at 24 hours 

of growth. The production of extracellular protease using MRS broth as a 

growth medium was lower being the sample 6C, Enterococcus sp. the best 

producer with 34.2±0.43 U/mL at 48h. The production of β-galactosidase in 

whey, yeasts were better than the lactic acid bacteria. The highest activity 

obtained was 33.8±0.26 U/mL for extracellular β-galactosidase neutral at 48h. It 

can be concluded that lactic acid and yeasts isolated from artisanal Coalho 

cheese can be excellent source to industrial application, especially in food 

industries. 

Key-words:  lactic acid bacteria, extracellular enzymes, yeasts, Coalho cheese, 

food 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Os produtos alimentares vêm alcançando lugar de elevado destaque nos 

meios científicos, isto devido à ascendente tendência mundial em se consumir 

produtos naturais e com propriedades funcionais (WROBLEWSKA et al., 2009).  

Os laticínios detêm valores bastante relevantes no mercado brasileiro. 

Em 2013 o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

constatou que foi produzido cerca de 34 milhões de leite (BRASIL, 2013). Além 

disso, o leite é utilizado como matéria-prima para a formulação de diversos 

produtos lácteos fermentados, os quais necessitam da adição de bactérias 

ácido láticas para sua coagulação. Essas bactérias possuem propriedades 

probióticas, e ainda podem produzir metabólitos secundários associados à 

promoção da saúde (MILLS et al., 2011).   

As bactérias ácido láticas (BAL) constituem um grupo heterogêneo de 

micro-organismos que possuem capacidade de fermentar açúcares, sendo 

geralmente empregadas para contribuir com a textura, aroma, segurança 

microbiana e valor nutricional dos alimentos fermentados (SETTANNI e 

CORSETTI, 2008).  

Além das BAL, as leveduras também podem ser encontradas 

participando da produção de alimentos fermentados. Elas são seres 

eucariontes, quimiorganotróficos e pertencentes ao Reino Fungi (BARNETT, 

2000). Contribuem para o desenvolvimento do sabor dos queijos por 

produzirem metabólitos resultantes da fermentação da lactose, pela atividade 

proteolítica e lipolítica (WELTHAGEN e VILJOEN, 1998; PEREIRA-DIAS et al., 

2000; CORBO et al., 2001; LOPANDIC et al., 2006; PRICE et al., 2014).  

A utilização de BAL e leveduras para produzir produtos lácteos com 

funções especiais representam um grande avanço na busca por hábitos 

saudáveis e melhoria na saúde da população em geral, contribuindo desta 

forma para a qualidade de vida das pessoas (SOOMRO, MASUD e ANWAAR, 

2002; GOLIĆ et al., 2013).  
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Além disso, os micro-organismos representam uma fonte tecnológica em 

potencial, devido à capacidade destes para produzir inúmeras substâncias, tais 

como, enzimas proteolíticas, metabólitos secundários, exopolissacarídeos, 

entre tantas outras que acabam por influenciar na qualidade final do alimento. 

E estas substâncias podem ser isoladas e aplicadas nas diversas indústrias 

(OLEMPSKA-BEER et al., 2006; EL-GHAISH et al., 2011).  

Nas últimas décadas verificou-se o aumento do número de casos de 

doenças alérgicas alimentares, principalmente quanto à alergia ao leite de vaca 

(ALV), visando minimizar ou solucionar esta problemática tem se buscado 

diversas alternativas (HOCHWALLNER et al., 2013). Uma delas refere-se ao 

uso de proteases especiais, essas enzimas são produzidas por muitos micro-

organismos considerados GRAS (Generally Recognized as Safe), ou seja, que 

não oferecem risco ao consumidor.  

As proteases são capazes de degradar as proteínas do leite de vaca 

aumentando a digestibilidade do produto e consequentemente diminuindo seu 

potencial alergênico (JACOB et al., 2010), pois apesar do leite ser um dos 

alimentos mais completos, algumas pessoas não conseguem ingeri-lo, devido à 

presença de proteínas com epítopos alergênicos (LIRA et al., 2010).  

Além das proteases, outras enzimas contribuem para aumentar a 

digestibilidade do leite de vaca, é o caso da β-galactosidase, enzima 

responsável por degradar a lactose - principal carboidrato presente no leite - 

em dois monossacarídeos, são eles, glicose e galactose (IQBAL et al., 2010).  

A β-galactosidase, conhecida popularmente por lactase, possui grande 

valor para a indústria alimentícia, principalmente no desenvolvimento de 

produtos sem lactose. Pois as indústrias buscam alternativas para atender ao 

público que apresenta intolerância a lactose (SONG et al., 2010). Além disso, 

as indústrias querem minimizar ou solucionar as dificuldades tecnológicas 

observadas em produtos lácteos refrigerados, por exemplo, a cristalização da 

lactose (HARJU, KALLIOINEN e TOSSAVAINEN, 2012). 
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Sendo assim, pelo exposto, é relevante a avaliação do potencial 

tecnológico com vistas à produção de substâncias aditivas para a indústria de 

alimentos.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 
 

• Avaliar o potencial tecnológico e enzimático de bactérias ácido láticas e 

leveduras isoladas de queijo de Coalho artesanal produzido no Estado 

de Pernambuco. 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

• Isolar bactérias ácido láticas e leveduras a partir de queijo de Coalho 

artesanal produzido no Estado de Pernambuco; 

• Identificar as bactérias ácido láticas e leveduras isoladas de queijo de 

Coalho artesanal produzidos no Estado de Pernambuco através de 

testes fenotípicos e bioquímicos; 

• Determinar o potencial aromático através da presença do composto 

diacetil produzido pelas bactérias ácido láticas e leveduras isoladas de 

queijo de Coalho produzido no Estado de Pernambuco; 

• Analisar o potencial de patogenicidade de leveduras isoladas de queijo 

de Coalho artesanal produzido no Estado de Pernambuco; 

• Avaliar o perfil enzimático de bactérias ácido láticas e leveduras isoladas 

de queijos de Coalho artesanal produzido no Estado de Pernambuco. 
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3. CAPÍTULO I 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
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3.1 QUEIJO DE COALHO 
 

O queijo de Coalho é um produto tipicamente do Nordeste brasileiro, 

muito popular e amplamente consumido pela população local e em todo o 

Brasil. É um queijo com sabor ácido e levemente salgado, resistente ao calor, 

assim o mesmo pode ser consumido assado (SILVA et al., 2012a).  

 

Figura 1.  Queijo de Coalho (Fonte: http://www.sindfrutas.com.br) 

Trata-se de um produto de grande valor comercial, devido 

principalmente a simplicidade da tecnologia de fabricação e elevado 

rendimento do processo. Sua produção é realizada principalmente por 

pequenos e médios laticínios, além de propriedades do segmento da 

agricultura familiar, assim, tem contribuído para o crescimento socioeconômico 

desta região de maneira efetiva (SILVA et al., 2010; ARAUJO et al., 2012).  

Os queijos podem ser classificados segundo diversos critérios, incluindo 

os tipos de micro-organismos envolvidos no processo de maturação, se a 

matéria prima é crua ou pasteurizada e se existe algum tratamento térmico 

(SETTANNI e MOSCHETTI, 2010). 

A Secretaria de Defesa Agropecuária (SDA) do Ministério da Agricultura, 

através do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de queijo de 

Coalho, define este produto como um queijo de consistência semi-dura e 

elástica, com textura compacta e macia, podendo apresentar algumas 

olhaduras. Em geral este possui cor branca amarelada uniforme, sabor brando, 

acidez leve, salgado, com aroma característico (SDA, 2001; SILVA et al., 

2012a). 
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Denomina-se queijo de Coalho artesanal aquele que é fabricado a partir 

de leite cru, isto é, que não sofre processo de pasteurização. Este tipo de 

queijo apresenta propriedades organolépticas típicas e aroma particular que 

estão associados a atributos do próprio leite, relacionados à raça e ao tipo de 

nutrição das vacas, ao processo de fabricação básico do queijo tradicional e à 

microbiota natural autóctone, responsáveis pela fermentação e maturação 

próprias da região produtora Essa microbiota é composta em sua maioria por 

bactérias ácido láticas selvagens, presentes na região e com diferenças 

metabólicas próprias que acabam por inferir características particulares a cada 

produto (SILVA et al., 2012b). 

O queijo de Coalho é um produto bastante fabricado em todos os 

Estados do Nordeste, mas a maior produção concentra-se nos Estados de 

Pernambuco, Ceará, Rio Grande do Norte e Paraíba (QUEIROZ, 2008; 

MENEZES, 2011). Em Pernambuco, o queijo de Coalho é um dos principais 

produtos produzidos na Região Agreste adquirindo importância fundamental na 

economia dos pequenos municípios, uma vez que constitui a principal fonte de 

renda da propriedade familiar e impulsiona a economia da região 

(CAVALCANTE et al., 2007; ARAUJO et al., 2012).  

O queijo de Coalho possui uma microbiota composta por bactérias ácido 

láticas e leveduras, esses micro-organismos contribuem para os atributos 

sensoriais observados neste queijo.  

 

3.2 BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS: TAXONOMIA E IMPORTÂNCI A 
 

Bactérias ácido láticas compõem um grupo bastante heterogêneo de 

micro-organismos que apresentam inúmeras diferenças fisiológicas. Esse 

termo bactérias ácido láticas advém da capacidade destas para fermentar os 

açúcares primários em ácido lático através da via metabólica homofermentativa 

ou heterofermentativa (MILLS et al., 2011). Essas bactérias podem estar 

presentes em produtos lácteos, como normalmente relatado, ou ainda podem 

ser encontradas em diversos outros alimentos (RIVERA-ESPINOZA e 

GALLARDO NAVARRO, 2010). 
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Dentre os noves gêneros que compõem as bactérias ácido láticas, 

apenas cinco são amplamente encontrados em queijos: Lactococcus, 

Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus (CAVALCANTE, 

2007; POT, 2008). 

As bactérias ácido láticas são Gram-positiva, catalase negativa, não 

formadora de esporos, baixa quantidade de guanina e citosina, anaeróbia 

facultativa (SETTANNI e MOSCHETTI, 2010).  Como mencionado 

anteriormente, elas podem ser classificadas em dois subgrupos bioquímicos 

com base nos produtos da sua fermentação. Nesta classificação, as bactérias 

homofermentativas compreendem aquelas que convertem glicose a ácido 

lático, enquanto que as heterofermentativas são aquelas que produzem além 

do ácido lático, outros produtos como dióxido de carbono, ácido acético e 

etanol (FOX, 2000; CARR, CHILL e MAIDA, 2002). Essa classificação pode ser 

observada abaixo, na Tabela 1.  

Tabela 1 . Classificação dos gêneros de bactérias ácido láticas presentes em 

queijos de acordo com a morfologia, temperatura ótima de crescimento e tipo 

de fermentação do açúcar. 

 

 

 

 

 

 

Fonte : Adaptado de Fox et al. (2000) e Carr, Chill e Maida (2002) 

Devido suas propriedades metabólicas, essas bactérias são geralmente 

empregadas em alimentos fermentados, devido sua significante contribuição na 

formulação de aroma, sabor, textura, valor nutricional e segurança 

microbiológica (CAPLICE e FITZGERALD, 1999; SETTANNI e MOSCHETTI, 

2010), tais como vinhos, produção de embutidos fermentados, queijos, 

Gêneros  
 

Morfologia  
 

Temperatura  
ótima  

Tipo de fermentação  
 

Lactococcus Cocos 30°C Homofermentativo 

Streptococcus Cocos 42°C Homofermentativo 

Enterococcus Cocos 42°C Homofermentativo 

Leuconostoc Cocos 30°C Heterofermentativo 

Lactobacillus Bastões 30 e 42°C Homofermentativo / 
Heterofermentativo 
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iogurtes, entre outros alimentos (ROJO BEZARES et al., 2006; GONZÁLEZ et 

al., 2010). 

As bactérias ácido láticas são realmente muito importantes para a 

indústria de alimentos, haja vista que elas são capazes de produzir ácidos 

orgânicos, substâncias antimicrobianas e outros metabólitos a partir de 

açúcares, e assim promover melhoria nos produtos comerciais (CIZEIKIENE et 

al., 2013; MAGGI et al., 2013). Esse compostos provocam diminuição do pH do 

leite, e consequentemente cria condições adversas a proliferação de micro-

organismos patogênicos (AYAD et al., 2004; CIZEIKIENE et al. 2013; 

SETTANNI et al., 2013).  

A fermentação realizada pelas bactérias ácido láticas também envolve 

processos bioquímicos, como proteólise e lipólise (DEETH, 2002; LOPEZ-

KLEINE e MONNET, 2011), e contribuem ainda mais para o desenvolvimento 

de aromas e sabores específicos presentes nos fermentados (RINCON-

DELGADILLO et al., 2012).  

Quando os alimentos são produzidos de forma tradicional ou artesanal, o 

sensorial do produto geralmente é mais intenso e marcante, por que o leite não 

passou pelo processo de pasteurização, o qual desnatura proteínas, modifica o 

sabor e diminui a com centração de bactérias ácido láticas, as quais são 

responsáveis por inúmeras características organolépticas apreciáveis em 

queijos (SILVA, 2013). 

Como o potencial enzimático de espécies usadas como fermentos na 

produção de queijos comerciais é restrito, a pesquisa por novas espécies com 

uma maior produção e diversidade enzimática tem aumentado, porque a 

indústria alimentícia necessita de inovações e produtos mais apreciáveis 

(GONZÁLEZ et al., 2010; STEELE et al., 2013). 

O desenvolvimento do aroma e sabor dos queijos é um processo 

bioquímico dinâmico e complexo que é influenciado por três fatores primordiais: 

composição do leite, condições de processamento, e micro-organismos e suas 

enzimas presentes na matriz do queijo (CARVALHO, 2007; STEELE et al., 

2013). Assim esses fatores devem ser bem controlados para garantir a 

qualidade do produto fabricado. 
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Além das bactérias ácido láticas, as leveduras também tem ganhado 

destaque nos processos fermentativos que originam produtos alimentícios com 

qualidades organolépticas especiais. 

3.3 LEVEDURAS: TAXONOMIA E IMPORTÂNCIA  
 

As leveduras pertencem ao reino Fungi, inseridas mais precisamente, 

nos filos Ascomycota e Basidiomycota, e entre os fungos mitospóricos, antigos 

Deuteromycetes (FUNKE et al., 2011). Possuem distribuição abrangente, 

podendo ser encontradas nos mais diversos substratos, por exemplo, solo, 

água, vegetais, animais, e até bebidas e alimentos (CAPECE e ROMANO, 

2009; PERRICONE et al., 2014). 

As leveduras apresentam um talo predominantemente unicelular, podem 

realizar reprodução assexuada por brotamento ou fissão, e não formam corpos 

de frutificação, estas características as diferenciam dos demais fungos. 

Entretanto as leveduras ainda pode apresentar reprodução sexuada, onde são 

capazes de formar esporos ou ainda serem dimórficas, isto é, apresentar tanto 

a reprodução assexuada quanto sexuada a depender da influência do meio 

externo (PURRINOS et al., 2013). 

Elas ainda caracterizam-se por apresentar parede celular rígida, núcleo 

organizado com membrana nuclear (célula eucariótica), aclorofiladas, nutrição 

do tipo heterotrófica por absorção e ausência de motilidade (BARNETT et al., 

2000; FORSYTHE, 2013). 

A taxonomia convencional de leveduras caracteriza-se por ser uma 

tarefa laboriosa, visto que esta se baseia em aproximadamente 100 testes 

morfológicos e bioquímico/fisiológicos. Essas técnicas clássicas detêm alta 

credibilidade no mundo científico, pois muitas já foram bem estudadas por 

diversos pesquisadores, tais como, KREGER VAN RIJ (1984), YARROW 

(1998) e BARNETT et al. (2000), os quais afirmam que a rotina de identificação 

clássica de leveduras é um trabalho longo que envolve diversos parâmetros, 

entre eles:  
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a) caracterização morfológica da colônia através de exames macroscópicos da 

colônia e microscópicos;  

b) tipo de reprodução;  

c) caracterização bioquímica através de testes de assimilação e fermentação 

de carboidratos, sais, etc;  

d) caracterização fisiológica com crescimento da colônia em diferentes 

temperaturas;  

e) testes complementares como hidrólise da uréia, degradação de amido, 

reação ao corante diazonium blue b (DBB), produção de ácido acético, entre 

outros.  

Outra alternativa para a identificação é a biologia molecular, esta forma é 

bastante eficiente e rápida, entretanto seu custo ainda é elevado, assim esta 

característica delimita o uso destes técnica (ÁLVAREZ-MARTÍN et al., 2007; 

ÁLVAREZ-MARTÍN et al., 2008; PADILLA, MANZANARES e BELLOCH, 2014). 

Algumas espécies de leveduras são importantes porque podem causar 

enfermidades em plantas e animais, incluindo o homem, pois demonstram 

habilidade em produzir enzimas extracelulares, como proteases, fosfolipases, 

amilases e uréase. Estas características geralmente estão associadas a fatores 

de patogenicidade e virulência quando se trata da relação fungo hospedeiro 

(MENDES-GIANNINI et al., 1997; MIDGLEY et al., 1998). Assim o estudo da 

atividade enzimática contribui para o esclarecimento de inúmeros aspectos 

relacionados à patogenicidade dos fungos e permite verificar se o alimento em 

questão encontra-se adequado ao consumo (BROOKS et al., 2012). 

As leveduras também apresentam importância como agentes 

biodeterioradores, devido à capacidade de transformar a matéria orgânica, 

assim elas alteram as características dos alimentos e pode inviabilizar seu 

consumo (SOUHAUG, 2011). Entretanto elas se bem utilizadas pelas indústrias 

dos alimentos, elas podem conferir características organolépticas desejadas 

aos produtos, atuando como agentes tecnológicos e melhorando os aspectos 

sensoriais dos produtos, ou ainda podem conferir papel probiótico e promoverir 
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bem-estar ao consumidor, por exemplo, melhora do trânsito do trato 

gastrointestinal, aumento da disposição para realizar atividades, entre outas 

(PERDESEN et al., 2012; MARTINS, MARTINS e BARBOSA, 2013; 

PERRICONE et al., 2014).  

As leveduras são uma excelente alternativa com aplicabilidade industrial, 

devido ao potencial para produzir produtos de interesse comercial, e ao baixo 

custo de produção (LIMA et al., 2009; VIANA et al., 2010; GOLIC et al., 2013). 

Essas características incrementam a utilização destas para fins tecnológicos.   

A utilização de subprodutos para o crescimento de micro-organismos 

com o objetivo de produzir substâncias de alto valor agregado é uma 

alternativa viável (PESSOA JUNIOR, 1991). Entre esses subprodutos destaca-

se o soro do leite. 

3.4 SORO DE LEITE 

O soro de leite, também é conhecido por lactossoro, é um subproduto 

muito importante das queijarias, sendo entendido como o líquido remanescente 

após a precipitação e remoção da caseína, principal proteína do leite 

(TORRES, 2005). A produção de queijo no mercado brasileiro vem crescendo a 

cada ano, e assim, consequentemente há uma maior produção de soro de leite 

(THAMER e PENNA, 2005; BATISTA, 2011).  

Para se produzir 1kg de queijo, como o queijo de Coalho, necessita-se 

de 10 litros de leite bovino em média, o que resulta em torno de 9 litros de soro 

(RICHARDS, 2002), com isso o soro do leite pode ser visto sob dois aspectos 

bem distintos. Primeiramente como agente de poluição, se descartado 

inadequadamente, devido ao volume produzido e a falta de afinidade com a 

água, que gera transtornos ambientais, principalmente em relação a poluição 

de água potável (CICHELLO, RIBEIRO e TOMMASO, 2013). Ou ainda pode 

ser entendido como um produto nobre, afinal possui propriedades nutricionais 

apreciáveis (NEVES, 2001).  

Em geral, o lactossoro é tratado como resíduo pela maioria das 

queijarias do Brasil, e acaba sendo descartado inadequadamente. Todavia, 

atualmente a legislação ambiental brasileira está mais rígida, logo as indústrias 
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tem buscado alternativas para aproveitamento desse subproduto (FLORÊNCIO 

et al., 2013). Uma delas é a utilização deste em processos fermentativos com 

aplicação nas mais diversas áreas de produção de alimentos, afinal o 

lactossoro tem alto valor nutricional e propriedades funcionais importantes, tais 

como, emulsificante, espumante e gelificante, o que o torna um substrato 

interessante para as industrias (ROSANELI et al., 2002; CANILHA et al., 2006).  

O soro de leite pode ser utilizado para cultivar micro-organismos que 

produzem metabólitos de interesse industrial, como é o caso das bactérias 

ácido láticas e levedura (PANESAR et al., 2007; KOLLER et al., 2013). Em 

segundo lugar pode ser consumido em forma de produtos lácteos que trazem 

diversos benefícios pra o desenvolvimento do próprio produto e a saúde do 

consumidor, por exemplo, melhoria no aroma, textura e valor nutricional; 

aumento da vida de prateleira, produção de efeito probiótico (TORTELLI et al., 

2008).  

3.5 PROPRIEDADES TECNOLÓGICAS E ENZIMÁTICAS DE 

BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS E LEVEDURAS 

O crescente interesse da sociedade em consumir alimentos saudáveis 

vem impulsionando o desenvolvimento do mercado de alimentos funcionais 

(SUVARNA, BODY, 2005). E como existe a necessidade contínua de 

aprimoramento das técnicas industriais para que se atinja uma melhor 

produção industrial, logo se faz necessário a buscar por micro-organismos com 

propriedades tecnológicas aplicáveis de exelência (ABDEL-RAHMAN et al., 

2013).  

De acordo com Komatsu et al. (2008) e Lima et al. (2009), entende-se 

alimentos funcionais como sendo aqueles capazes de garantir efeitos 

nutricionais adequados e que podem proporcionar benefícios adicionais em 

uma ou mais funções do organismo, e consequentemente geram melhorias à 

saúde do consumidor.  

Dentre os alimentos que tem demonstrado avanços mercadológicos 

expressivos sob essa perspectiva de funcionalidade estão os produtos lácteos 

(NIELSEN, 2009). Eles são bastante apreciados, contribuírem com a nutrição 

básica, e ainda são benéficos ao consumidor, devido à presença de micro-
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organismos probióticos e de metabólitos produzidos por eles durante a 

fermentação (ANTUNES et al., 2007; DONKORA et al., 2007; MOTARJENI et 

al., 2014).  

A ação de micro-organismos específicos para a fermentação do leite 

acabam por diminuir seu pH, modificando suas características organolépticas e 

possibilitando a formação de outros produtos, tais como, iogurtes, queijos, 

bebidas lácteas, coalhadas, etc (ORDÓÑEZ-PEREDA et al., 2005). Em geral, 

os micro-organismos mais utilizados no processo fermentativo do leite são as 

bactérias láticas, entretanto ainda podem ser usadas algumas bifidobactérias e 

até leveduras (PIMENTEL, 2005).  

Para promover benefícios à saúde do consumidor, esses micro-

organismos devem permanecer viáveis, ativos e abundantes no produto final, 

durante o prazo de validade estipulado (RITTER, 2007). Então este alimento 

funcional que contém micro-organismos probióticos podem contribuir para a 

saúde do consumidor, atuando na prevenção de infecções intestinais e 

diarreias, efeito anticarcinogênico (WOLLOWSHI, RECHKEMMER e ZOBEL, 

2001), auxiliar na redução dos níveis de colesterol (SEPPO et al, 2003), 

melhorar a digestão da lactose (MEDEIROS et al., 2008; PARK e OH, 2010), 

controle da microbiota intestinal, diminuição da população de patógenos pela 

produção de ácido acético e láctico, bacteriocinas e demais compostos 

antimicrobianos (DE VUYST e LEROY, 2007), estimular o sistema imune e 

diminuir a constipação (CAO e FERNÁNDEZ, 2005; SAAD, 2006). 

 

3.5.1 Capacidade acidificante  

Os micro-organismos possuem grande importância econômica, visto que 

estas desempenham importante papel na fermentação de ampla variedade de 

alimentos. Suas atividades metabólicas influenciam no desenvolvimento de 

propriedades organolépticas desejáveis, permitindo assim a conservação do 

produto, além de elevar o valor nutritivo deste (ALEXANDRE et al., 2002; 

GALIA et al., 2009). 
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As bactérias ácido láticas são amplamente utilizadas como culturas 

iniciadoras para fermentar o leite, devido à capacidade delas em produzir ácido 

lático através do catabolismo da lactose. Este composto apresenta fórmula 

molecular C3H6O3 e estrutural CH3 - CH – COOH (NELSON e COX, 2008), e 

acrescenta ao leite fermentado um sabor ligeiramente ácido, atividade 

antimicrobiana, propriedades nutricionais e organolépticas apreciáveis (GALIA 

et al., 2009).  

A capacidade de alguns micro-organismos, principalmente bactérias 

ácido láticas, para produzir elevada quantidade de ácidos orgânicos, inclusive 

ácido láctico, através da fermentação dos carboidratos presente no alimento, 

provoca como consequência a redução do pH, e este é o fator primordial em 

que se baseia a atividade antimicrobiana. Ainda podem ser produzidas outras 

substâncias inibitórias, por exemplo, peróxido de hidrogênio, diacetil, 

metabólitos de oxigênio etc., que conferem segurança ao alimento 

(BROMBERG et al., 2006; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010).  

O ácido láctico é um ácido orgânico comumente utilizado como 

biopreservante alimentar (RODRIGUÉZ SAUCEDA, 2010). Trata-se de um 

composto que confere ao leite fermentado um sabor ligeiramente ácido, 

apresenta atividade antimicrobiana, protegendo esse alimento de micro-

organismos adulterantes e patogênicos, e ainda confere propriedades 

organolépticas particulares para a formação do produto final, e ainda eleva o 

valor nutricional do alimento em que está inserido (BOTERO et al, 2013). 

A acidificação em alimentos provocada pela produção do ácido láctico 

contribui para a redução de patógenos, haja vista que a maioria dos micro-

organismos que causam doenças possuem uma faixa de pH ótimo em torno da 

neutralidade ou em condições ligeiramente alcalinas para seu crescimento, 

assim o processo de acidificação irá atua como limitante no desenvolvimento 

destes (JATOBÁ et al., 2008).  

Em contra partida, a capacidade acidificante utilizando leveduras em 

leite e derivados lácteos é pouco explorada, tendo mais viabilidade o uso 

destas no processo de fermentação de pão, cerveja e vinho (SICARD e 

LEGRAS, 2011; SUÁREZ-LEPE e MORATA, 2012). 
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Todos os ácidos tem atividade antimicrobiana, entretanto a atividade 

depende de outros fatores, tais como: quantidade produzida e características 

físico-químicas de cada ácido. A acidificação em alimentos deve ser 

controlada, visando proporcionar características agradáveis ao produto, afinal 

se ela ocorrer em excesso pode prejudicar o sensorial do produto e não torna-

lo agradável ao consumo (GOMÉZ e VASQUEZ, 2011). 

3.5.2 Formação de compostos voláteis com aroma 

A ação enzimática que ocorre em produtos lácteos, principalmente 

durante a maturação de queijos, gera a formação de compostos voláteis. Sabe-

se que alguns compostos são os principais responsáveis por produzir o aroma 

característico lácteo. Entre esses aromas os mais relevantes são: diacetil ou 

butanodiona (C4H6O2) e acetoína ou 3-hidroxi-butanona (C4H8O2), e são eles 

os principais componentes que acarretam no aroma amanteigado presente no 

produto, e, além disso, ainda podem atuar como “carriers” de diversos outros 

aromas agregando valor significativo na formação dos aromas (CFR, 2011; 

RINCON-DELGADILLO et al., 2012). 

Ambos os compostos mencionados acima demonstram características 

aromáticas bastante similares, todavia o composto diacetil é de fato mais 

apreciado no mercado, devido às propriedades químicas que apresenta, e que 

o tornam mais eficiente quando comparado a acetoína, assim o potencial deste 

como aditivo é mais apreciado e explorado (GAVA, 2009; CADWALLADER e 

SINGH, 2009). 

O diacetil é um composto de alto valor aromático, muito requerido por 

certas indústrias, principalmente por aquelas que utilizam leite como sua 

matéria-prima para o desenvolvimento dos seus produtos, haja vista que este 

possui capacidade para produzir o aroma característico dos produtos láticos, 

tendo traço amanteigados. Entretanto sua presença pode ser indesejável em 

outros produtos, por exemplo, suco de maçã, cerveja e bebidas alcoólicas 

(GARCÍA-QUINTÁNS et al., 2008; RINCON-DELGADILLO, LOPEZ-

HERNANDEZ e RANKIN, 2013). 

O composto diacetil é conhecido por diversos outros nomes, entre eles: 

2,3 butanodiona, biacetil, dimetil dicetona, dimetil glioxal ou 2,3 dicetobutano; 
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sua fórmula é C4H6O2; possui cor amarela esverdeada, peso molecular de 

86,09 e ponto de ebulição 88ºC (BLANK, 2009). É produzido por via sintética a 

partir da butanona e por via fermentativa através de diversos micro-

organismos, especialmente bactérias dos gêneros Lactobacillus, 

Streptococcus, Lactococcus, Bacillus, além de leveduras do gênero 

Saccharomyces, Hanseniaspora, e em geral esses micro-organismos usam 

glicose, lactose, ou qualquer outra fontes de carbono como substrato (CLARK e 

POTTER, 2007; PAPAA et al., 2013; PADILLA et al., 2013). 

 

Figura 2.  Fórmula estrutura do diacetil (Fonte: http://qnint.sbq.org.br) 

Em geral, as bactérias ácido láticas atraem mais a atenção da indústria, 

devido ao fato delas serem mais estudadas e apresentarem resultados mais 

significativos para a produção deste composto em um curto período de tempo, 

já as leveduras também apresentam potencial para a produção desse aroma, 

entretanto com menor expressão. E como na visão industrial é necessário 

maior desempenho em menor espaço de tempo, então as bactérias ácido 

láticas são preferidas, e elas têm sido utilizadas para gerar patentes e 

proporcionar maior eficiência de processos industriais para as empresas que as 

utilizam (PAPAA et al., 2013; SALMERÓN, THOMAS e PANDIELLA, 2014). 

A principal aplicabilidade desse aroma destina-se a produção de queijos, 

manteigas ou substitutos para os aromas naturalmente desenvolvidos nesses 

produtos (HILL e KETHIREDDIPALLI, 2013).  

 

3.5.3 Proteases  
As peptidases, peptídeo hidrolases ou proteases são enzimas 

hidrolíticas que clivam ligações peptídicas nas proteínas e peptídeos. Estas 
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enzimas pertencem a subgrupo 4 da classe das hidrolases e sua nomenclatura 

é realizada de acordo com o tipo de reação catalisada, a natureza  química do 

sítio catalítico e estrutura. Dessa maneira, subdividem-se em exopeptidases e 

endopeptidases, dependendo de seu sítio de ação, ou seja, clivando peptídeos 

terminais ou aqueles distantes dos terminais dos substratos, respectivamente 

(NELSON e COX, 2011; TAVANO, 2013). 

Há uma tendência mundial para utilizar essas enzimas nos mais 

diversos tipos e processos industriais, tais como, indústrias de detergentes, 

processamento de alimentos, produtos farmacêuticos, biorremediação, 

biossíntese e biotransformação (JELLOULI et al, 2009; DENG et al., 2010), 

entretanto as fontes comerciais disponíveis até o momento não estão 

atendendo a demanda crescente do mercado (SUNDARARAJAN, KANNAN e 

CHITTIBABU, 2010), logo se faz necessário à procura por novas fontes 

produtoras de protease, entre elas, podemos citar os micro-organismos, 

inclusive bactérias ácido láticas e leveduras (GUPTA et al., 2002; DAVID et al., 

2009; PUNITHA et al., 2009).  

O uso de proteases especiais produzidas por micro-organismos 

considerados GRAS é uma demanda crescente no mercado, pois estas 

substâncias podem degradar as proteínas do leite de vaca facilitando sua 

digestibilidade e diminuindo seu potencial alergênico, e como os micro-

organismos GRAS são fontes confiáveis e de baixo custo para as indústrias, 

então o interesse pelo uso deles é elevado (JACOB et al., 2010) 

Essas enzimas podem ser úteis na degradação de proteínas que 

apresentam potencial alergênico, por exemplo, caseínas e β–globulinas, as 

quais são relatadas como as principais proteínas alergênicas presente no leite 

de vaca (COCCO et al., 2000; GAUDIN et al., 2008). A busca por diversos 

processos tecnológicos que visam minimizar essa alergenicidade têm-se obtido 

resultados positivos através da utilização de tratamentos térmicos, enzimáticos, 

enriquecimento e glicosilação, e assim impulsiona investimento de pesquisas 

que visam minimizar os efeitos da alergia por leite de vaca (TAHERI-KAFRANI 

et al., 2009). 



31 

 

 

 Naturalmente durante o processo de fermentação, ocorre à proteólise, 

um processo que reduz o número de epítopos alergênico e consequentemente 

diminui a capacidade de alergenicidade do leite através da hidrólise das suas 

proteínas tornando-as mais assimiláveis (EL-GHAISH et al., 2011). Em queijos, 

a proteólise é um importante parâmetro para as características organolépticas, 

especialmente quanto ao sabor, aroma e textura, assim a ação das enzimas é 

de extrema relevância, sendo fundamental para o resultado final do produto 

(SETTANNI e MOSCHETTI, 2010).  

Em geral, as bactérias ácido láticas e leveduras possuem um sistema 

enzimático proteolítico capaz de degradar as proteínas do leite levando a 

formação de aminoácidos livres, assim acabam por contribuir no 

desenvolvimento das características organolépticas do produto fermentado, 

tornando-os mais apreciados (EL-GAISH et al., 2011). As características 

organolépticas são aquelas perceptíveis através do paladar, olfato e visão. No 

leite observa-se o aspecto geral, sabor, odor e coloração (SILVA et al., 2010). 

Além das proteases, diversas outras enzimas também são importantes a 

nível industrial, é o caso das β-galactosidases, as quais são responsáveis pela 

hidrólise da lactose.  

 

3.5.4 β-galactosidase 

A enzima β-D-galactosil galactohidrolase (β-galactosidase, E.C. 3.2.1.23, 

trivialmente chamada de lactase), é uma enzima comercial importante, pois 

catalisa a hidrolise de β-galactopiranosideos, como a lactose, que é o açúcar 

do leite, um dissacarídeo formado pela glicose e galactose, com baixo poder 

adoçante (IQUAL et al., 2010; TOMAL, 2010).  

O valor nutricional da lactose apresenta limitação, devido à grande 

proporção de pessoas ao redor do mundo que não possuem a enzima β-

galactosidase como componente do seu trato gastrointestinal, e por isso não 

podem utilizá-la, o que gera intolerância a lactose (RODRIGUES et al., 2008; 

SONG et al., 2010).  Em geral, estes indivíduos intolerantes ao ingerir algum 

alimento com lactose acabam por apresentar quadros de inchaço abdominal, 
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diarreia, e diversos outros distúrbios gastrointestinais (MEDEIROS et al., 2008; 

PARK e OH, 2010). 

A hidrólise da lactose tem uma grande relevância na indústria de 

alimentos, principalmente no desenvolvimento de produtos sem lactose. Além 

disso, a formação de cristais de lactose é comumente observada em sorvetes e 

produtos lácteos refrigerados, sendo considerado um defeito tecnológico, por 

isso a hidrólise é uma etapa importante. Então investir na procura por fontes 

com baixo custo produtoras dessa enzima é uma excelente estratégia (SONG 

et al., 2010; HARJU, KALLIOINEN e TOSSAVAINEN, 2012). 

As possíveis fontes produtoras de enzimas em geral são animais, 

plantas, bactérias, leveduras e fungos, contudo as fontes microbianas se 

destacam devido à facilidade fermentativa de produção, elevada atividade e 

geralmente boa estabilidade (PARK e OH, 2010; ZHOU et al., 2013). 

Outra utilização da  β-galactosidade a nível industrial é a produção de 

oligossacarídeos relacionados com transglicosilação permitindo a transferência 

de galactose do dissacarídeo lactose, produzindo galacto-oligossacarídeos 

promissores agentes prebióticos (RHIMI et al., 2009, IQBAL et al., 2010). 

Além da produção de enzimas importantes para a tecnologia de 

alimentos, a investigação sobre as propriedades tecnológicas de bactérias 

ácido láticas e leveduras isoladas de produtos artesanais, como o queijo de 

Coalho, se faz necessário para selecionar cepas consideradas ideais para a 

formulação de fermentos iniciadores com o objetivo de uniformizar as 

características sensoriais de produtos a base de matéria prima crua. Afinal a 

busca pelo melhor micro-organismo, pela técnica mais eficiente e produtos 

mais apreciados é constante no setor industrial, inclusive na área de alimentos 

(JELEN, 2011). 
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RESUMO 9 

O queijo de Coalho é um produto típico do nordeste brasileiro e muito 10 

consumido. Sua microbiota é composta principalmente por bactérias ácidos láticas que 11 

contribuem significativamente para as características organolépticas do produto final. 12 

Essas bactérias produzem diversos metabólitos com aplicabilidade industrial, 13 
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principalmente na área de alimentos. Assim o objetivo deste estudo foi avaliar a 14 

diversidade e o potencial tecnológico de bactérias ácido láticas isoladas de queijo de 15 

Coalho artesanal do Estado de Pernambuco visando sua aplicação na indústria de 16 

alimentos. No total foram isoladas 125 bactérias ácido láticas, onde o gênero 17 

Enterococcus predominou entre os isolados (52,8%). Para as propriedades tecnológicas 18 

foram avaliados os seguintes parâmetros: capacidade acidificante, produção de diacetil, 19 

protease extracelular, e β-galactosidase intra e extracelular. A maioria das bactérias 20 

ácido láticas demonstrou ter potencial tecnológico para aplicação na indústria 21 

alimentícia com a produção de diacetil, enzimas proteases e β-galactosidase. 22 

Palavras-chaves: protease extracelular, diacetil, queijo de Coalho, bactérias ácido 23 

láticas, β-galactosidase.  24 

 25 

ABSTRACT 26 

              The Coalho cheese is a typical product of the Brazilian Northeast, widely 27 

consumed across country. The microbiota of Coalho cheese is mainly composed by 28 

lactic acid bacteria, which contribute significantly to the organoleptic characteristics of 29 

the cheese. These bacteria produce several metabolites with industrial applicability 30 

especially to foods. The aim of this study was to identify and assess the technological 31 

potential of lactic acid bacteria isolated from artisanal Coalho cheese from Agreste of 32 

the State of Pernambuco to applicability in the food industry. In total, were isolated 125 33 

lactic acid bacteria, and the genus Enterococcus predominate among the isolates 34 

(52.8%). For the technological properties the following parameters were evaluated: 35 

acidifying capacity, production of diacetyl, extracellular protease, extracellular and 36 
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intracellular β-galactosidase. Most of the lactic acid bacteria showed a great 37 

technological potential for application in the food industry. 38 

Key words: extracellular protease, diacetyl, Coalho cheese, lactic acid bacteria and β-39 

galactosidase. 40 

 41 

INTRODUÇÃO 42 

 O queijo de Coalho é um produto típico e popular do Nordeste do Brasil, muito 43 

apreciado nesta região e em todo o território brasileiro. Esse queijo possui um sabor 44 

levemente salgado e ácido, é resistente ao calor, podendo ser consumido assado. É 45 

produzido principalmente nos Estados do Nordeste do Brasil, como Pernambuco, Rio 46 

Grande do Norte, Ceará e Paraíba. Representa uma considerável parcela da economia 47 

regional, sendo sua produção uma fonte significativa de renda para os produtores rurais 48 

(Silva et al., 2012a; Queiroga et al., 2013).  49 

 As bactérias ácido láticas estão presentes nos derivados lácteos fermentados, 50 

inclusive no queijo de Coalho, e contribuem para as propriedades sensoriais destes 51 

produtos (Machado, 2011; Pogacic et al., 2013).  52 

Estas bactérias são Gram-positivas, ácido-tolerantes, normalmente não 53 

esporulantes, catalase e oxidase negativas, e estão divididas em homofermentativas ou 54 

heterofermentativas. As homofermentativas são aquelas capazes de produzir unicamente 55 

ácido lático a partir da lactose, enquanto que as heterofermentativas produzem ácido 56 

lático, dióxido de carbono, etanol e demais compostos (González et al., 2010). Esses 57 

produtos do metabolismo microbiano contribuírem para o desenvolvimento de aroma, 58 
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textura, valor nutricional e preservação dos alimentos fermentados, e podem está 59 

associados a efeitos de promoção a saúde (Mills et al., 2011).  60 

A importância das bactérias ácido láticas refere-se à elevada diversidade de suas 61 

características fisiológicas e metabólicas, além das propriedades probióticas e 62 

tecnológicas (Silva et al., 2012b). Elas estão inseridas como micro-organismos GRAS 63 

(Generally Recognized As Safe), isto é, aqueles que não conferem risco a saúde de seus 64 

consumidores (Jacob et al., 2010). Sendo assim, elas possuem numerosas aplicações na 65 

indústria de alimentos, tais como, realçadoras das características organolépticas de 66 

produtos fermentados e proteção competitiva contra bactérias patogênicas que 67 

colonizam o trato gastrointestinal humano (Settanni & Moschetti, 2010). 68 

As bactérias ácido láticas são capazes de produzir compostos aromáticos 69 

voláteis, entre eles encontra-se o diacetil. Esse composto confere o aroma 70 

“amanteigado”, bem característico e bastante apreciado em derivados lácteos (Tavaria et 71 

al., 2006). A maior parte do diacetil encontrado nos produtos lácteos é formada através 72 

do processo de fermentação por ação de culturas iniciadoras utilizadas na fabricação do 73 

produto. Além disso, ainda pode atuar como coadjuvantes de diversos outros aromas 74 

agregando valor significativo no produto final (Rincon-Delgadillo et al., 2012). 75 

Entretanto, muitos outros metabólicos microbianos podem ser produzidos pelas 76 

bactérias ácido láticas, por exemplo, enzimas. Tais substâncias podem ser aplicadas nas 77 

diversas indústrias (El-Ghaish et al., 2011). 78 

As proteases são uma das classes de enzimas mais relevantes a nível industrial 79 

(Gonzaléz et al., 2010; Sundararajan et al., 2011). As enzimas proteolíticas produzidas 80 

por micro-organismos influenciam no processamento de produtos lácteos, pois a 81 
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proteólise é um processo bioquímico fundamental que interfere nas características 82 

organolépticas dos produtos, em especial, textura e aroma (Settanni & Moschetti, 2010). 83 

Além disso, essas enzimas podem ser úteis na degradação de proteínas com 84 

potencial alergênico presente no leite de vaca, como é o caso das caseínas e β-85 

lactoglobulina, assim tais enzimas atuam aumentando a digestibilidade e diminuindo o 86 

potencial alergênico presente no leite e seus derivados (Jacob et al., 2010).  87 

A lactose é o açúcar do leite, e seu uso como ingrediente em produtos 88 

alimentícios é bastante limitado, devido sua baixa solubilidade, baixa doçura e alta 89 

incidência de indivíduos com intolerância à lactose (Vieira et al., 2013). A elevada 90 

concentração de lactose em produtos lácteos acarreta em uma textura granulada 91 

indesejável (Song et al., 2010). Além disso, a lactose provoca graves problemas no 92 

tratamento de efluentes das indústrias de leite, devido à sua baixa biodegradabilidade, a 93 

qual é responsável pelo aumento da demanda bioquímica de oxigênio (Novalin et al., 94 

2005; Hatzinikolaou et al.,2005). Assim, as indústrias alimentícias buscam alternativas 95 

para minimizar ou solucionar essas eventualidades, e uma delas é a busca por micro-96 

organismos promissores para produção de β-galactosidade, a enzima responsável por 97 

degradar a lactose, e sua aplicação para finalidades biotecnológicas (Zárate & Chaia, 98 

2012).  99 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade e o potencial tecnológico de 100 

bactérias ácido láticas isoladas de queijo de Coalho artesanal do Estado de Pernambuco 101 

visando sua aplicação na indústria de alimentos. 102 

 103 

MATERIAL E MÉTODOS 104 
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As amostras de queijo de Coalho foram coletadas em unidades produtoras de 105 

três municípios da região Agreste do Estado de Pernambuco (Municípios de Arcoverde, 106 

Capoeiras e Venturosa), Brasil, no ano de 2011. Em seguida foram acondicionadas em 107 

sacos plásticos e caixa isotérmica contendo gelo, transportadas para o laboratório de 108 

Tecnologia de Bioativos (Labtecbio) da Universidade Federal Rural de Pernambuco 109 

(UFRPE), onde foram isoladas e analisadas. 110 

Para o isolamento, o queijo de Coalho artesanal foi subdividido aleatoriamente e 111 

macerado, em seguida 25g foi homogeneizado em 225 ml de citrato de sódio 2% (Vetec 112 

- Brasil). A seguir foram realizadas diluições seriadas até 106 e 107, em solução de água 113 

peptonada esterilizada a 0,1% (Frank et al., 1992). As alíquotas foram plaqueadas em 114 

ágar APT (Himedia - Índia) nas temperaturas ideais de crescimento para bactérias ácido 115 

láticas, 30±1°C e 37±1ºC por 48h, onde as colônias foram selecionadas aleatoriamente 116 

através de características macroscópicas e repicadas duas vezes para assegurar sua plena 117 

purificação. 118 

Os isolados foram submetidos a testes preliminares de identificação utilizando as 119 

seguintes técnicas: coloração de Gram, teste de catalase e crescimento em leite 120 

desnatado reconstituído (LDR) a 12% (Molico, Nestlé - Brasil).  121 

A manutenção das culturas isoladas foi realizada sob a forma de estoque 122 

congelado, utilizando glicerol 20% e armazenada a -20ºC e -80ºC. 123 

A identificação de gênero foi realizada segundo Carvalho (2007) utilizando 124 

testes bioquímicos e fenotípicos, com base no crescimento das culturas nas seguintes 125 

condições: temperaturas de 10 e 45ºC; pH de 4,4 e 9,6; teor de NaCl 6,5%; e produção 126 

de CO2 a partir da glicose. Para uma confirmação do gênero Streptococcus foi realizado 127 

teste adicional de cultivo a 60ºC. 128 
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 Na verificação da produção do composto volátil diacetil as bactérias ácido 129 

láticas foram reativadas em MRS caldo, em seguida inoculadas em leite UHT comercial 130 

(Parmalat, Garanhuns – PE), incubadas nas temperaturas ideias de cultivo por até 48h. 131 

Posteriormente foram submetidas à metodologia qualitativa colorimétrica descrita por 132 

Furtado (1940), que utiliza creatina 1% e hidróxido de sódio a 10N para avaliar a 133 

presença da produção do composto aromático diacetil, onde a alteração da cor do meio 134 

de cultivo para vermelho indica resultado positivo para produção de diacetil, com a 135 

intensidade da coloração mensurada numa escala de 0 a 3, onde “0” indica ausente, “1” 136 

fraco, “2” moderado e “3” forte. 137 

Para a avaliação da capacidade acidificante as bactérias ácido láticas foram 138 

reativadas três vezes, entretanto a última reativação foi por 18 h. A seguir as culturas 139 

foram centrifugadas a 10.192 xg por 10 min a 4 ºC, e a massa celular lavadas com água 140 

peptonada estéril a 1%, inoculadas em leite integral UHT comercial (Parmalat, 141 

Garanhuns – PE)  sendo avaliados 3 pontos: 0, 3 e 24 h. A atividade foi realizada 142 

segundo Franciosi et al. (2009) e a taxa de acidificação foi calculada de acordo com 143 

Ayad et al. (2004), onde as culturas classificadas como rápidas, médias ou lentas 144 

acidificantes, dependendo da capacidade deste para decair o pH inicial do leite em pelo 145 

menos 0,4 U após 3 h de fermentação. Todas as análises foram realizadas em duplicata. 146 

Para a seleção da melhor bactéria ácido lática produtora de protease extracelular, 147 

as bactérias foram submetidas à metodologia descrita por Teixeira et al. (1996), a qual 148 

consiste num método qualitativo realizado em placa, utilizando leite 1 %, gelatina 0,5 % 149 

e ágar 1,5 %, onde o sobrenadante metabólico (100µl) do micro-organismo é inoculado 150 

em um poço no centro da placa por 18h a temperatura de 30±1 ºC. Em caso positivo de 151 

atividade forma-se um halo translúcido, o qual deve ser mensurado com o auxílio de 152 
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paquímetro, e em caso negativo, nenhum halo é formado. Foram consideradas boas 153 

produtoras, aquelas que apresentaram halo ≥ 5 mm. 154 

Enquanto para a produção e determinação de atividade proteásica, apenas foram 155 

utilizadas as bactérias que foram as melhores produtoras na seleção. E m seguida essas 156 

bactérias foram submetidas a cultivo estático em meio APT caldo nas condições ideais 157 

de temperaturas para cada isolado (30±1ºC e 37±1ºC) por 48 h. Após esse período, as 158 

culturas foram centrifugadas a 10.192 xg por 5 min a 4 ºC, e o sobrenadante extracelular 159 

foi congelado e armazenado para análises futuras. A atividade proteásica foi 160 

determinada de acordo com Leigthon & Doi (1973), onde uma unidade de atividade foi 161 

definida como a quantidade de enzima que produz um aumento de 0,1 na densidade 162 

óptica em 1 hora a 440 nm. 163 

Para a produção e determinação de β-galatosidase extracelular e intracelular, as 164 

bactérias foram inoculadas em soro de leite de vaca obtido a partir da fabricação do 165 

queijo de Coalho artesanal, na proporção 1/9 (v/v). A incubação foi estática, com a 166 

temperatura ótima para cada isolado (30±1 °C ou 37±1 °C) por 48 h. Após esse período, 167 

as culturas foram centrifugadas a 10.192 xg por 5 min a 4 ºC, e o sobrenadante 168 

extracelular foi congelado e armazenado para análises futuras. 169 

A massa celular precipitada durante a centrifugação foi tratada para obtenção do 170 

material intracelular através da lise celular por ultrassom (Ultrasonic Clean – Unique 171 

1600A) por 1 h a 4 ºC, com posterior centrifugação realizada nas condições anteriores 172 

mencionadas. O sobrenadante obtido a partir da massa celular foi congelado para a 173 

avaliação da β-galactosidase intracelular.  174 
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A determinação da atividade de β-galactosidase foi realizada segundo os 175 

procedimentos descritos no Food Chemical Codex (National Academy of Sciences, 176 

2005). O substrato cromogênico o-nitrofenil-β-D-galactopiranósido (ONPG - Sigma) foi 177 

dissolvido em tampão fosfato de sódio 0,05 M. A quantidade de substrato e enzimas 178 

utilizados foi 2 mL e 0,5 mL, respectivamente. No tempo zero, 0,5 mL da solução 179 

enzimática foi adicionada à solução de ONPG e incubada por 15 min. O ensaio foi 180 

parado com adição de 0,5 mL de carbonato de sódio a 10% e a absorbância determinada 181 

a 420 nm. Uma unidade foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1mM do 182 

o-nitrofenol do ONPG por minuto sob as condições deste ensaio. Todos os 183 

experimentos foram realizados em duplicata.  184 

 185 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 186 

No total foram isoladas 125 bactérias ácido láticas de três queijos de Coalho 187 

artesanal provenientes da região Agreste de Pernambuco, sendo 15 referentes ao queijo 188 

do Município Capoeiras (12%), 28 no queijo do Município Arcoverde (22,4%) e 82 no 189 

queijo do Município Venturosa (65,6%). 190 

A identificação bioquímica revelou a diversidade da microbiota de bactérias 191 

ácido láticas presente no queijo de Coalho artesanal, com predominância de cocos, 192 

sendo Enterococcus (52,8%) o gênero mais encontrado, Streptococcus (17,6%), 193 

Leuconostoc (2,4%) e Lactococcus (1,6%), e por fim, Lactobacillus (8,8%), entretanto 194 

16,8% dos isolados não foram identificados, devido suas características atípicas.   195 

Os resultados de identificação corroboram com os obtidos por Carvalho (2007) e 196 

Cavalcante (2007), os quais relatam a predominância de representantes cocos de 197 
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bactérias ácido láticas isoladas de queijo de Coalho. A diversidade de espécies dessas 198 

bactérias é influenciada pela natureza do material onde estas se encontram inseridas, 199 

como reporta Bissonnette et al. (2000) e Malek et al. (2012), assim o tipo do queijo 200 

pode inferir determinada prevalência de um gênero específico de bactérias ácido láticas. 201 

O gênero Enterococcus foi o mais representativo entre as bactérias ácido láticas 202 

isoladas, este resultado está de acordo com o relatado por Freitas (2011) e Carvalho 203 

(2007), onde constatou-se a prevalência deste gênero em queijo de Coalho. Além disso, 204 

o gênero Enterococcus tem sido frequentemente relatado com integrante da microbiota 205 

láctea de queijos artesanais brasileiros (Guedes Neto, 2004; Cavalcante et al., 2007) e de 206 

diversos queijos espalhado pelo mundo (Golic et al., 2013; Saxer et al., 2013; Pangallo 207 

et al., 2014). Isto é possível devido a sua elevada capacidade de adaptação às condições 208 

desfavoráveis de crescimento e resistência (Carvalho, 2007).   209 

O gênero Streptococcus apresentou a segunda maior representação dentre as 210 

bactérias ácido láticas, tais resultados estão de acordo com as atividades de Carvalho 211 

(2007), o qual encontrou representações percentuais muito representativas deste gênero. 212 

Embora o gênero Lactococcus tenha apresentado a menor representação 213 

percentual, ele é extremamente desejável na produção de queijos, pois confere ao 214 

produto sabor e aroma característico. Todavia os resultados obtidos nesse estudo estão 215 

diferentes dos relatados por Guedes Neto (2004), que verificou a grande incidência 216 

deste gênero em queijos artesanais, e também dos resultados de Ayad et al. (2004) que 217 

apresentou o gênero como predominante entre as bactérias ácido láticas selvagens 218 

isoladas de produtos lácteos tradicionais.  219 
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Apesar da baixa habilidade acidificante e proteolítica o gênero Leuconostoc, este 220 

também contribui para produção de derivados lácteos, sendo utilizado como 221 

coadjuvantes para produção de aromas (Hassan & Frank, 2001). Os resultados obtidos 222 

para Leuconostoc estão de acordo com os relatos de Badis et al. (2003), onde este 223 

gênero apresentou a menor representação percentual entre as bactérias láticas isoladas a 224 

partir de leite de cabra cru da Argélia. Os relatos de Freitas (2011) também infere que 225 

este gênero corresponde à minoria dos isolados em produtos lácteos.  226 

Os resultados para a produção de diacetil foram satisfatórios, pois 98 bactérias 227 

ácido láticas (78,4%) foram capazes de produzir tal composto, sendo 11 (8,8%) fortes 228 

produtoras desta substância, 42 (33,6%) produtoras moderadas e 45 (36%) fracas 229 

produtoras, entretanto 27 (21,6%) não foram capazes de produzir o composto aromático 230 

em quantidades suficientes para a detecção pelo método de escolha. 231 

Para a indústria de alimentos o composto diacetil é bem apreciado na 232 

fermentação de laticínios. Em geral, cepas de Lactococcus são bastante utilizadas para 233 

produzir diacetil, e consequentemente aprimoram as características de produtos lácteos 234 

(Passerini et al., 2013). Contudo, outras cepas podem ser utilizadas com maior 235 

eficiência, por este motivo muitos pesquisadores buscam novas fontes microbianas. E 236 

como neste trabalho verificou-se que as melhores produtoras de diacetil foram 237 

Enterococcus, logo se pode afirmar que fontes microbianas diferentes das tradicionais 238 

podem ser mais eficientes para aplicação industrial.    239 

Segundo Passerini et al. (2013) a capacidade de cepas ambientais em produzir 240 

compostos aromáticos depende de fatores genéticos e fisiológicos inerentes a cada 241 
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micro-organismo, o que impulsiona ainda mais a busca pelo melhor micro-organismo 242 

para cada finalidade industrial específica. 243 

Para a avaliação da capacidade acidificante foram selecionadas aleatoriamente 244 

75 bactérias ácido láticas (60%). Foram comtempladas todos os exemplares do queijo 245 

de Coalho artesanal do Município de Arcoverde e Capoeiras, entretanto apenas 32 246 

isolados do queijo do Município Venturosa foram avaliados.  247 

Segundo Ayad et al. (2004), as bactérias ácido láticas são consideradas rápidas 248 

acidificantes quando conseguem reduzir o pH inicial do leite em pelo menos 0,4U com 249 

apenas 3h de fermentação. Assim, os resultados obtidos neste trabalho permitem sugerir 250 

que a maioria das bactérias ácido láticas isoladas de queijo de Coalho artesanal 251 

demonstrou um perfil de rápida acidificante (96%) produzindo grande quantidade de 252 

ácido láctico nas primeiras horas de fermentação, apenas 5 (4%) foi considerada lenta. 253 

O isolado mais promissor para esta atividade foi o Nº 40, Venturosa, Lactobacilus sp., 254 

que reduziu o pH do leite em 1,68U em 3h de fermentação. 255 

Esses resultados estão de acordo com os obtidos por Silva (2010), o qual utilizou 256 

Streptococcus thermophilus como um padrão de rápida acidificação, sendo este capaz 257 

de reduzir o pH em 1,07U em 3:10h de fermentação. 258 

 Para a fabricação de produtos lácteos, dois fatores devem ser levados em 259 

consideração na formulação final do produto. O primeiro é a velocidade de acidificação 260 

e o segundo remete-se a intensidade de produção de ácidos (Maurício, 2003), isso 261 

porque, segundo Albenzio et al. (2001), a atividade acidificante de cada cepa está 262 

relacionada com sua capacidade específica para quebrar as substâncias no meio e torná-263 

las assimiláveis. Portanto, as bactérias ácido láticas rápidas acidificantes têm potencial 264 
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tecnológico como culturas iniciadoras (starters), pois a acidez é essencial para que 265 

ocorra a coagulação do leite, redução de micro-organismos patogênicos e deteriorantes 266 

(Ayad et al., 2004; Cizeikiene et al. 2013; Settanni et al., 2013), conservação do 267 

fermentado (El-Ghaish et al., 2011), características organolépticas adequadas (Queiroga 268 

et al., 2013). Todavia as bactérias ácido láticas com atividade lenta podem ser utilizadas 269 

como culturas secundárias para equilibrar o teor de umidade do leite e seus derivados 270 

(Crow et al., 2001). 271 

Em relação à seleção do melhor micro-organismo para produção de protease 272 

extracelular, 114 isolados obtiveram resultado positivo (91,2%) e apenas 11 (8,8%) não 273 

foram capazes de produzir a atividade. Sendo que, 37 dos isolados (29,6%) foram 274 

enquadradas como boas produtoras de protease extracelular em placa, logo tais bactérias 275 

demonstram um excelente potencial para aplicação industrial. A melhor produtora foi a 276 

bactéria Nº 145 isolada do queijo de Coalho do Município Venturosa, Enterococcus sp., 277 

que alcançou um halo de 100 mm.  278 

Na Tabela 1 encontram-se dispostos os resultados obtidos para a produção de 279 

protease extracelular pelas melhores bactérias ácidos láticas isoladas de queijo de 280 

Coalho artesanal do Agreste de Pernambuco sob cultivo em meio APT caldo por 48h. 281 

Onde se pode observar que a produção variou entre o 24,45±0,49 a 34,17±0,43U/ml, 282 

tendo o isolado Nº 6 do queijo de Coalho do Município Capoeiras, Enterococcus sp., 283 

alcançado a maior atividade.  284 

Esses resultados são inferiores aos relatados por Sundararajan et al. (2011) que 285 

trabalhou com Bacillus cereus VITSN04 em cultivo de ágar nutritivo por 48h obtendo 286 

uma atividade máxima de 167,07±0,38U/ml. Entretanto, constatou que a produção de 287 
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protease também sofre influencia do meio de cultura, quando utilizou o mesmo isolado 288 

em diversos outros meios e as atividades foram as seguintes: nutriente 289 

(167,07±0,3U/ml), malte (136,1±0,7U/ml), extrato de levedura (197±0,4U/ml), e extrato 290 

de carne (143,8±0,9L/ml). Assim deve-se procurar selecionar o meio de cultivo mais 291 

promissor para cada aplicabilidade desejada.  292 

Na Tabela 2 estão os melhores resultados obtidos para a produção de β-293 

galactosidase extracelular e intracelular por bactérias ácido láticas cultivadas em soro de 294 

leite por 48h.  Pode-se observar que a produção de β-galactosidase por bactérias ácido 295 

láticas foi baixa. A maior atividade foi obtida pelo isolado Nº 182, Venturosa, 296 

Streptococcus sp., o qual obteve 8,5±0,13U/ml. 297 

 Estes resultados diferem dos obtidos por Hsu et al. (2007) que relatou atividade 298 

máxima de 36,75U/ml, após 10h de cultivo utilizando Bifidobacterium longum sob 299 

biorreator, entretanto otimizou seu meio de cultivo com condições de temperatura, pH e 300 

agitação, comprovando que estes fatores alteram a produção de β-galactosidase. Ustok 301 

et al. (2010) também constatou as influências desses fatores sob a produção de  β-302 

galactosidase quando trabalhou com Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus e 303 

Streptococcus thermophilus.  304 

 305 

CONCLUSÃO 306 

O queijo de Coalho demonstrou ser uma excelente fonte para o isolamento de 307 

bactérias ácido láticas. Além disso, as propriedades tecnológicas obtidas de fontes 308 

microbianas, especialmente de micro-organismos GRAS, são cada vez mais atrativas, 309 
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tendo em vista a promoção do conceito de alimentos funcionais na atualidade, além do 310 

que, o uso frequente de bactérias ácido láticas para a formulação de produtos lácteos 311 

promove características organolépticas apreciáveis. 312 

O uso de soro de leite como um meio de cultivo pode ser uma excelente 313 

alternativa para reaproveitamento deste resíduo agroindustrial e proporcionar uma 314 

oportunidade para posterior transformação em produtos de consumo. 315 
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Tabela 1. Produção de protease extracelular por bactérias ácidos láticas cultivadas em 483 

APT caldo por 48h 484 

Nº Município Identificação Produção de protease (U/ml) 

20 Arcoverde Enterococcus 27,12±0,71 

56 Arcoverde Enterococcus 23,83±1,17 

69 Arcoverde Enterococcus 28,83±0,48 

3 Capoeiras Enterococcus 32,58±0,82 

6 Capoeiras Enterococcus 34,17±0,43 

8 Capoeiras Streptococcus 30,41±0,35 

28 Venturosa Enterococcus 28,78±0,16 

38 Venturosa Streptococcus 24,45±0,49 

69 Venturosa Streptococcus 25,9±1,96 

86 Venturosa Enterococcus 25,95±0,67 

119 Venturosa Enterococcus 29,41±0,52 

168 Venturosa Atípica 29,49±0,57 

 485 

 486 

 487 
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Tabela 2. Atividade de β-galactosidase extracelular e intracelular produzida por 488 

bactérias ácido láticas cultivadas soro de leite por 48h  489 

Nº Município Β-galactosidase Ácida (U/ml) Β-galactosidase Neutra (U/ml) 

  Extracelular Intracelular Extracelular Intracelular 

30 Arcoverde 0,6±0,07 0,1±0,08 7,6±0,14 2,3±0,29 

40 Arcoverde 0,4±0,04 0,2±0,09 7,7±0,3 3,8±0,18 

44 Arcoverde 0,5±0,06 0,5±0,15 7±0,09 3,8±0,26 

61 Venturosa 0,6±0,18 0,1±0,02 7,8±0,11 2,9±0,39 

69 Venturosa 0,5±0,21 0,3±0,09 8,2±0,5 3,1±0,22 

86 Venturosa 0,3±0,05 0,1±0,04 7,4±0,38 3±0,14 

129 Venturosa 0,7±0,03 0,3±0,12 7,5±0,2 3,9±0,15 

133 Venturosa 0,1±0,04 0,1±0,03 7,4±0,36 2,4±0,31 

141 Venturosa 0,9±0,1 0,2±0,06 7,4±0,3 1,9±0,11 

178 Venturosa 0,5±0,08 0,3±0,07 8,1±0,27 3,1±0,34 

182 Venturosa 0,4±0,15 0,2±0,03 8,5±0,13 2,7±0,23 

 490 

 491 

 492 
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RESUMO 8 

O queijo de Coalho é um produto típico do Nordeste do Brasil, com microbiota 9 

diversificada que inclui as leveduras, as quais proporcionam características 10 

organolépticas diferenciadas ao produto, e podem apresentar potencial biotecnológico 11 

promissor para aplicação na indústria de alimentos. O objetivo deste trabalho foi isolar, 12 

identificar e avaliar o potencial biotecnológico de leveduras obtidas a partir de queijo de 13 

Coalho artesanal de Pernambuco (Município de Arcoverde, Capoeiras e Venturosa), 14 

Brasil. No total foram isoladas 15 leveduras, sendo 2 do Município Venturosa, 13 de 15 

Arcoverde e nenhuma de Capoeiras, onde o gênero Candida predominou (46,66%). 16 
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Observou-se a produção de protease e β-galactosidase, as maiores atividades foram 17 

alcançadas por Galactomyces geotrichum (L1) que obteve 120,58±1,2 U/mL e Candida 18 

versatilis (L4) que produziu 33,85±0,3U/mL, respectivamente. Para produção de 19 

diacetil, Pichia minuta (L8) demonstrou o resultado mais significativo com produção de 20 

intensidade moderada do aroma. Pode-se concluir que as leveduras isoladas de queijo de 21 

Coalho artesanal possuem um excelente potencial para a aplicação biotecnológica no 22 

ramo alimentício e não são capazes de comprometer a saúde do consumidor. 23 

Palavras-chave: queijo de Coalho, leveduras, potencial biotecnológico, diacetil, 24 

protease, β-galactosidase. 25 

 26 

ABSTRACT 27 

The “Coalho cheese” is a typical product of Northeastern Brazil. Their 28 

microbiota is well diversified and well studied. Yeasts make up the secondary 29 

microbiota of the “Coalho cheese”, and provide organoleptic characteristics to the 30 

product, and they may still have technological potential for application in the food 31 

industry. The objective of this study was to isolate, identify and assess the technological 32 

potential of yeasts obtained from artisanal “Coalho cheese” from state of Pernambuco 33 

(City Arcoverde, Capoeiras and Venturosa), Brazil. In total, 15 yeasts were isolated. 34 

The genus Candida predominated with a representation of 46,66%. To the technological 35 

potential were evaluated proteolytic activities, β-galactosidase and production of aroma 36 

diacetyl. Galactomyces geotrichum (L1) was the best producer of protease, 120,58±1,2 37 

U/mL. A sample of Candida versatilis (L4) was the best to the activity of β-38 

galactosidase, 33,85±0,3 U/mL. Pichia minuta (L8) was obtained an average result to 39 
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the production of aroma diacetyl.  The results showed that yeasts isolated from artisanal 40 

Coalho cheese have satisfactory technological potential to the application in foods. 41 

Key words: Coalho cheese, yeasts, biotechnological potential, diacetyl, protease, β-42 

galactosidase.  43 

 44 

INTRODUÇÃO 45 

Em geral, as bactérias ácido láticas representam o principal grupo de micro-46 

organismos associados a produtos lácteos, principalmente queijos (Fleet 1990; Loureiro 47 

& Querol, 1999; Vasdinyei & Deák, 2003). Entretanto, hoje em dia, também é bem 48 

conhecida a presença e influência das leveduras em queijos artesanais, pois elas 49 

desempenham grande importância no processo de maturação. Ainda contribuem para o 50 

desenvolvimento de características organolépticas, promovem particularidades ao 51 

produto, interagem com os demais micro-organismos, compondo a chamada microbiota 52 

secundária (Pereira-Dias et al., 2000; Lima et al., 2009; Gólic et al., 2013). 53 

O queijo de "Coalho" artesanal é um produto que representa a verdadeira 54 

tradição e cultura típica da região Nordeste do Brasil, muito popular e amplamente 55 

consumido pela população local e de todo território brasileiro (Silva et al., 2012a). 56 

Produzido principalmente nos Estados do Nordeste: Pernambuco, Ceará, Rio Grande do 57 

Norte e Paraíba, sendo de muito valor para o desenvolvimento da economia local, além 58 

de uma boa fonte para o isolamento de micro-organismos com potencial industrial, 59 

inclusive leveduras (Almeida et al., 2010; Silva et al., 2012b). 60 
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O isolamento e identificação de novas fontes microbianas, não-tóxicas, é de 61 

grande interesse, e pode assegurar o fornecimento de biomoléculas a diversos processos 62 

industriais e promover o desenvolvimento de novos produtos no mercado (Machado et 63 

al., 2011). 64 

Tradicionalmente, as leveduras são identificadas por critérios morfológicos e 65 

fisiológicos (Kreger-Van, 1984; Barnett, Payne & Yarrow, 2000), o que permite 66 

conhecer e compreender a microbiota de cada tipo de queijo. Os gêneros mais 67 

frequentemente isolados a partir de produtos lácteos são: Cryptococcus, Rhodotorula, 68 

Debaryomyces, Kluyveromyces, Candida, Trichosporon e Yarrowia (Ramiréz-Zavala et 69 

al., 2004; Lopandic et al., 2006).   70 

O soro de leite (lactosoro) é o líquido residual da manufatura de queijos e obtido 71 

a partir da coagulação do leite. Possui um elevado rendimento, pois para se produzir 72 

1Kg de queijo, como o queijo de Coalho, necessita-se de 10L de leite bovino em média, 73 

o que resulta em torno de 9L de soro (Richards, 2002). 74 

 O lactossoro é visto sob dois aspectos bem distintos: agente de poluição, se 75 

descartado inadequadamente, devido sua alta Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO) 76 

(Silva & Bolini, 2006), ou como produto nobre, devido suas propriedades nutricionais e 77 

funcionais (Canilha et al., 2006). E como atualmente a legislação ambiental está mais 78 

rígida, as indústrias de laticínios procuram alternativas para aproveitamento desse 79 

subproduto, logo ele torna-se um substrato interessante para utilização em processos 80 

fermentativos industriais (Florêncio et al., 2013). 81 

As leveduras são utilizadas para diversas aplicações industriais, ente elas, 82 

podemos citar a produção de enzimas de valor comercial, tais como, proteases e β-83 
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galactosidase, além de aditivos alimentares (Oliveira et al., 2011; Sundararajanet et al., 84 

2011).  85 

As proteases de origem microbiana são as mais importantes enzimas hidrolíticas, 86 

pois elas não só desempenham um papel relevante nos processos metabólicos celulares, 87 

como também apresentam aplicações nos mais variados setores industriais, inclusive no 88 

processamento de alimentos para minimizar alergia ao leite de vaca (Jacob et al., 2010). 89 

Entretanto, essas enzimas estão em uso contínuo, e por isso, acabam não suprindo a 90 

demanda do mercado, logo se faz necessária à busca por novos micro-organismos 91 

produtores de proteases (Sundararajanet et al., 2011).  92 

  A hidrólise enzimática da lactose utilizando a enzima β-galactosidase é um 93 

processo importante na indústria de lacticínios, porque reduz os defeitos nos produtos 94 

lácteos em decorrência da cristalização desse carboidrato, além de, tornar o leite um 95 

alimento mais digestivo e menos alergênico, e consequentemente possibilitar o consumo 96 

deste, até mesmo por indivíduos intolerantes à lactose (Song et al., 2010; Hurju et al., 97 

2012).  98 

Além da produção de enzimas, as leveduras também são capazes de produzir 99 

diversos compostos aromáticos, por exemplo, o diacetil. A presença dessa substância é 100 

muito valorizada na indústria de laticínios, afinal esta confere tons amanteigados aos 101 

produtos, os quais são bastante apreciados (Rincon-Delgadillo et al., 2012). 102 

Pelo exposto acima, o objetivo deste estudo foi isolar, identificar e avaliar o 103 

potencial biotecnológico de leveduras obtidas a partir de queijo de Coalho artesanal 104 

visando aplicação na indústria alimentícia. 105 

 106 
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MATERIAL E MÉTODOS 107 

 108 

Coleta das amostras 109 

As amostras de queijo de Coalho foram coletadas em unidades produtoras de 110 

três municípios do Estado de Pernambuco (Município de Arcoverde, Capoeiras e 111 

Venturosa), Brasil, no ano de 2011. Em seguida acondicionada em sacos plásticos 112 

estéreis e caixa isotérmica contendo gelo, sendo transportadas para o Laboratório de 113 

Tecnologia de Bioativos (Labtecbio) da Universidade Federal Rural de Pernambuco 114 

(UFRPE), onde foram processadas. 115 

 116 

Isolamento e Manutenção das leveduras 117 

As amostras de queijo de Coalho foram maceradas e homogeneizadas em 118 

solução de citrato de sódio 2%, diluídas em água peptonada estéril até as concentrações 119 

de 106 e 107 g/mL, inoculadas em ágar Sabourand com antibiótico (tetraciclina 120 

30µg/mL) a 30±1ºC por 48h, repicadas duas vezes para garantir a purificação das 121 

colônias. As leveduras foram mantidas em ágar Sabourand adicionado de extrato de 122 

levedura a 28±1ºC, sendo preservadas em óleo mineral, e em estoque congelado com 123 

glicerol a -20ºC. 124 

 125 

Identificação das leveduras 126 

A identificação foi realizada segundo Barnett et al. (2000) através de testes 127 

bioquímicos e fenotótipos, foram eles: caracterização morfológica (macroscópica e 128 

microscópica), tipo de reprodução, hidrólise da ureia, assimilação e fermentação de 129 



81 

 

carboidratos (D-Glucose, D-Xilose, D-Arabinose, L-Rhaminose, maltose, sacarose, 130 

lactose, celobiose, rafinose e amido), produção de ácido acético, crescimento em 131 

diferentes temperaturas (25, 30, 35 e 40±1ºC) e assimilação de sais (sulfato de amônio e 132 

nitrato de potássio). 133 

 134 

Verificação do potencial de patogenicidade 135 

Para a detecção de fosfolipase utilizou-se a metodologia descrita por Price et al. 136 

(1982) modificado, substituindo a lecitina de ovo por gema de ovo natural. As leveduras 137 

foram semeadas no centro de uma placa, e mantidas a temperatura ambiente, 28±1ºC, 138 

por 10 dias para a verificação de formação de zona densa branca de precipitação em 139 

torno da colônia em caso positivo.  140 

A verificação de urease foi realizada segundo Christensen (1946), onde as 141 

leveduras foram estriadas no meio específico a 28±1ºC por 6 dias. A hidrólise da ureia é 142 

verificada através de mudança na cor do meio, alterando de amarelo (controle negativo) 143 

para rosseo/avermelhado (positivo). 144 

Utilizou-se a metodologia de Souza et al. (2008) para verificar a produção de 145 

amilase, onde as leveduras foram semeadas em meio contendo 1% de amido de milho 146 

(Maisena, Brasil) como fonte de carbono, por 5 dias a 30±1ºC, reveladas com o auxílio 147 

de solução de iodo a 0,1N. Em caso positivo visualiza-se um halo translucido. 148 

As leveduras ainda foram inoculadas em meio ágar Sabourand com antibiótico 149 

(tetraciclina 30µg/mL) a 37±1ºC (temperatura corporal humana normal) e 28±1ºC 150 

(temperatura ambiente). O crescimento foi acompanhado por 4 dias. Além disso, foi 151 
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verificada a presença de clamidósporos, através do meio indutor bile de boi (Himidia - 152 

Índia), onde as leveduras foram crescidas a 30±1ºC por 5 dias, em seguida foram 153 

preparadas lâminas coradas com azul de Amman e submetidas a microscopia óptica.  154 

 155 

Avaliação das propriedades biotecnológicas 156 

 Para a produção do composto volátil diacetil, as leveduras foram inoculadas em 157 

leite UHT comercial, incubadas a 30±1ºC por até 7 dias. Em seguida foram submetidas 158 

à metodologia colorimétrica descrita por Furtado (1940). A alteração da cor do meio de 159 

cultura para vermelho indica resultado positivo para produção de diacetil, com a 160 

intensidade da coloração mensurada de 0 a 3, onde “0” indica ausente, “1” fraco, “2” 161 

moderado e “3” forte. 162 

 163 

Produção e determinação de protease extracelular 164 

As leveduras isoladas foram submetidas a uma seleção para identificar a melhor 165 

produtora de protease. O meio utilizado para este estudo foi o meio de soja, descrito por 166 

Porto et al. (1996) modificado pela retirada da glicose, adição de 1% leite desnatado e 167 

0,5% lactose.  168 

O pré-inoculo (5 mL) foi realizado no mesmo meio de produção mencionado 169 

acima, em cultura estática a 30±1°C por 48 horas, com padronização do inoculo em 107 
170 

células/mL. Em seguida cada pré-inoculo foi adicionado em 25 mL de meio de soja 171 

modificado como descrito acima e incubados a 30±1°C, sob agitação (150 rpm), sendo 172 

retiradas alíquotas nos tempos: 0, 24, 48, 72, 96 e 120h, com posterior centrifugação a 173 
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10.192 xg por 5 minutos a 4 ºC, para obtenção do sobrenadante livre de célula (extrato 174 

enzimático), que foi utilizado para a determinação da atividade proteásica. Em seguida, 175 

a melhor levedura foi cultivada em soro de leite, um subproduto da indústria queijeira, 176 

com padronização de inoculo 107 células/mL, 150 rpm, a 30±1 °C por 48 horas, sendo 177 

retiradas alíquotas nos tempos 0 h, 24 h e 48 h, com posterior centrifugação nas 178 

condições citadas acima para obtenção do sobrenadante livre de célula (extrato 179 

enzimático), o qual foi utilizado para a determinação da atividade proteásica. 180 

A atividade proteásica foi determinada de acordo com Leigthon & Doi (1973). 181 

Neste ensaio, uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que 182 

produz um aumento de 0,1 na densidade óptica em 1 hora a 440 nm. Todos os 183 

experimentos foram realizados em duplicata.  184 

 185 

Produção e determinação de β-galactosidade 186 

As leveduras foram reativadas três vezes em Sabourand caldo, em seguida 10% 187 

de cada cultura foi inoculada em soro de leite de bovino obtido a partir da fabricação do 188 

queijo de Coalho artesanal. A incubação foi estática a 30±1 °C por 48 horas.  189 

Após esse período as culturas foram centrifugadas a 10.192 xg por 5 minutos a 4 190 

ºC, e o sobrenadante extracelular foi congelado e armazenado para análises futuras. 191 
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A massa celular precipitada durante a centrifugação foi tratada para obtenção do 192 

material intracelular através da lise celular por ultrassom (Ultrasonic Clean – Unique 193 

1600A), por 1 h a 4 ºC, com posterior centrifugação realizada nas condições anteriores 194 

mencionadas. O sobrenadante obtido a partir da massa celular foi congelado para a 195 

avaliação da β-galactosidase intracelular. 196 

A determinação da atividade de β-galactosidase foi realizada segundo os 197 

procedimentos descritos no Food Chemical Codex (National Academy of Sciences, 198 

2005). O substrato cromogênico o-nitrofenil-β-D-galactopiranósido (ONPG - Sigma) foi 199 

dissolvido em tampão fosfato de sódio 0,05 M. A quantidade de substrato e enzimas 200 

utilizados foi 2 mL e 0,5 mL, respectivamente. No tempo zero, 0,5 mL da solução 201 

enzimática foi adicionada à solução de ONPG e incubada por 15 min. O ensaio foi 202 

parado com adição de 0,5 mL de carbonato de sódio a 10% e a absorbância determinada 203 

a 420 nm. Uma unidade foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1mM do 204 

o-nitrofenol do ONPG por minuto sob as condições deste ensaio. Todos os 205 

experimentos foram realizados em duplicata.  206 

 207 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 208 

No total foram isoladas 15 leveduras, sendo 2 provenientes do queijo de Coalho 209 

artesanal do município de Venturosa (13,33%), 13 a partir do queijo produzido em 210 

Arcoverde (86,67%) e nenhum de Capoeiras. Essas leveduras compõem o acervo de 211 

micro-organismos isolados de queijo de Coalho artesanal do Laboratório de Tecnologia 212 

de Bioativos (LABTCBIO) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). 213 
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 Os resultados obtidos para o isolamento, identificação e produção de diacetil 214 

encontram-se dispostos abaixo na Tabela 1. Onde se pode constatar o baixo número 215 

isolado de leveduras, entretanto este fato pode ser atribuído à competição por substratos 216 

(Viana et al., 2010) ou devido à alta incidência de bactérias ácido láticas, uma vez que  217 

estas predominam em queijos frescos e o desenvolvimento das leveduras torna-se mais 218 

favorável ao longo do processo de maturação dos queijos (Corbo et al., 2001; Vasdinyei 219 

& Deák, 2003; Gólic et al., 2013). 220 

O gênero mais encontrado foi Candida (46,66%), seguido por Dekkera e Pichia, 221 

ambos com 13,33% cada. Ainda foram identificados os gêneros Debaryomyces, 222 

Rhodotorula, Saccharomyces e Galactomyces, 6,66% cada. Os resultados obtidos 223 

corroboram com Pereira-Dias (2000) e mais recentemente com Viana et al. (2010), 224 

ambos encontraram o gênero Candida como o mais frequentemente isolado em 225 

produtos de origem láctea. 226 

Segundo Feitosa et al. (2003), o queijo de Coalho é uma ótima fonte para o 227 

isolamento de uma diversificada microbiota leveduriforme com potencial de 228 

aplicabilidade industrial. 229 

A produção do composto volátil aromático diacetil foi maior na Pichia minuta 230 

(L8), que demonstrou uma capacidade classificada como moderada. Assim este isolado 231 

pode ser utilizado para a indústria de produtos lácteos pela possibilidade de formulação 232 

de aditivos alimentares (Hang & Woodams, 1993; Rincon-Delgadillo et al., 2012). 233 

As análises realizadas para detecção de fatores de patogenicidade em leveduras 234 

estão dispostas na Tabela 2. Pois, para utilização de fontes microbianas na produção de 235 

compostos com propriedades biotecnológicas na indústria de alimentos exige-se que 236 
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esses micro-organismos não apresentem potencial patogênico aos consumidores do 237 

produto, isto é, não produzam micotoxinas ou outras substâncias tóxicas (Neves et al., 238 

2006).  239 

Os resultados permitem inferir que nenhuma das leveduras oferece risco a saúde 240 

humana, pois os dados disponíveis foram suficientes para classificá-las como não 241 

patogênicas, uma vez que é um necessário um conjunto de fatores para determinar tal 242 

potencial, por exemplo, capacidade de adesão, produção de fosfolipase, urease, amilase, 243 

crescimento a 37ºC, presença de estrutura de resistência (clamidósporo) e adaptação 244 

morfogenética às condições do hospedeiro (Mendes-Giannini et al., 1997; Midgley et 245 

al., 1998). Assim as leveduras isoladas podem ser exploradas para finalidades 246 

industriais e alimentícias.  247 

Na produção de protease utilizando meio de soja, Galactomyces geotrichum (L1) 248 

apresentou a melhor atividade proteolítica, 120,58±0,76 U/mL em 24 h, e atingiu seu 249 

ponto máximo de produção com 120 h, tendo obtido 169,33±0,9 U/mL; a Candida 250 

versatilis (L6) obteve 117,75±0,56 U/mL em 120 h. Entretanto as demais leveduras não 251 

obtiveram resultados expressivos para garantir sua aplicação industrial com esta 252 

finalidade.  253 

Os resultados para atividade proteolítica corroboram com os obtidos por Viana 254 

et al. (2010) que obtive uma produção de 573 U/mL após 48 h em meio de soja por 255 

Candida buinensis obtida a partir de leite cru proveniente da mesma região de onde as 256 

amostras de queijo de Coalho artesanal deste estudo foram coletadas. Assim as 257 

leveduras mostram-se uma alternativa para produção de proteases. 258 



87 

 

A melhor produtora de protease em meio de soja, Galactomyces geotrichum 259 

(L1), foi submetida a crescimento em soro de leite bovino. Os resultados obtidos neste 260 

experimento estão dispostos na Tabela 3. É possível constatar que a levedura foi capaz 261 

de crescer em soro do leite, houve a produção de protease, entretanto em menor valor 262 

quando comparado ao meio de soja.  263 

As atividades de β–galactosidase obtidas a partir de leveduras isoladas de queijo 264 

de Coalho artesanal encontram-se dispostas na Tabela 4. Os resultados mais expressivos 265 

foram verificados no padrão extracelular e neutro. O melhor resultado para produção de 266 

β–galactosidase foi obtido por Candida versatilis (L4) 33,85±0,3 U/mL; seguido por 267 

Candida glabrata (L2) 27,25±0,6 U/mL e Candida glabrata (L5) com 25,43±0,4 U/mL. 268 

O gênero Candida demonstrou ter grande aplicabilidade para esta finalidade. 269 

Song et al. (2010) obteve 10,4 U/mL de atividade extracelular de β–270 

galactosidase após 120 h por Guehomyces pullulans 17-1 isolada do sedimento oceânico 271 

da Antártida cultivada em meio YPD adicionado de glicose 2%, este resultado está 272 

abaixo dos resultados obtidos neste estudo. Assim como, os obtidos por Zhang et al. 273 

(2006), onde a produção de β–galactosidase extracelular por Kluyveromyces lactis 274 

Y34440 foi capaz de produzir apenas 1,9 U/mL em 48h. 275 

As leveduras utilizadas neste trabalho se mostraram promissoras para aplicação 276 

industrial, com potencial para produzir substâncias de interesse comercial. Aliado a 277 

utilização do lactossoro, o qual se mostrou uma alternativa viável para meio de cultivo, 278 

o que representa para as indústrias diminuição de custos de produção e uma forma 279 

racional de aproveitamento deste resíduo, inclusive na formulação de novos produtos, 280 
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haja vista seu grande valor nutritivo e aceitação do público consumidor, como relata 281 

Guedes et al. (2013) e Siqueira et al. (2013). 282 

 283 

CONCLUSÕES 284 

As leveduras isoladas a partir do queijo de Coalho apresentaram aspectos 285 

biotecnológicos relevantes para sua aplicação a nível industrial, pois foram capazes de 286 

produzir diacetil, proteases, β-galactosidases e não comprometer a saúde do 287 

consumidor, logo elas demonstraram potencial para aplicação na indústria de alimentos, 288 

principalmente na formulação de produtos lácteos com características geográficas 289 

regionais, diferenciando-os dos demais produtos já disponíveis no mercado. Além disso, 290 

As atividades proteolítica e β-galactosidase podem ser utilizadas na produção de 291 

produtos lácteos hipoalergênicos e com maior digestibilidade. 292 
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Tabela 1. Isolamento, identificação e produção de diacetil em leveduras obtidas a partir 303 

de queijo de Coalho artesanal do Estado de Pernambuco. 304 

Nº Município Identificação Diacetil 

L1 Venturosa Galactomyces geotrichum 1 

L2 Arcoverde Candida glabrata 1 

L3 Venturosa Rhodotorula mucilaginosa 1 

L4 Arcoverde Candida versatilis 0 

L5 Arcoverde Candida glabrata 0 

L6 Arcoverde Candida versatilis 1 

L7 Arcoverde Pichia anômala 0 

L8 Arcoverde Pichia minuta 2 

L9 Arcoverde Candida versatilis 1 

L10 Arcoverde Debaryomyces hansenni 1 

L11 Arcoverde Saccharomyces cerevisiae 0 

L12 Arcoverde Dekkera bruxellensis 0 

L13 Arcoverde Candida versatilis 1 

L14 Arcoverde Candida versatilis 1 

L15 Arcoverde Dekkera bruxellensis 0 
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Tabela 2. Avaliação do potencial patogênico de leveduras obtidas de queijo de Coalho 305 

do Estado de Pernambuco. 306 

Nº 37ºC Urease Fosfolipase Amilase Clamidósporo 

L1 - - - - - 

L2 + - - - - 

L3 - + - - - 

L4 + - - - - 

L5 + - - - - 

L6 + - - - - 

L7 + - - - + 

L8 - + - - + 

L9 + - - - - 

L10 + - - - + 

L11 + - - - + 

L12 + - - - - 

L13 + - - - - 

L14 + - - - - 

L15 + - - - - 
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Tabela 3. Produção de protease e  β–galactosidase por Galactomyces geotrichum 307 

isolada de queijo de Coalho artesanal do Estado de Pernambuco por 48 h em soro de 308 

leite. 309 

Atividades/Tempo 0 h 24 h 48 h 

Protease (U/mL) 2,2 ± 0,26 8,1 ± 0,55 9,1± 0,43 

β–galactosidase Neutra 

Extra (U/mL) 

2,5 ± 0,14 11,9 ± 0,09 14,4 ± 0,42 

β–galactosidase Ácida 

Extra (U/mL) 

1,6 ± 0,09 2,6 ± 0,14 2,8 ± 0,07 

 310 

 311 

 312 

 313 

 314 

 315 

 316 

 317 

 318 

 319 
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Tabela 4. Produção de β–galactosidase (U/mL) por leveduras obtidas de queijo de 320 

Coalho artesanal de Pernambuco cultivadas em soro de leite bovino por 48h. 321 

Nº Neutra Extra Neutra Intra Ácida Extra Ácida Intr a 

L1 11,59±0,2 10,64±0,09 1,98±0,04 1,93±0,22 

L2 27,25±0,4 15,16±0,1 1,74±0,09 1,41±0,1 

L3 5,27±0,23 2,11±0,14 0,76±0,05 1,31±0,04 

L4 33,85±0,26 7,26±0,21 1,61±0,14 1,36±0,07 

L5 25,43±0,45 17,53±0,3 2,09±0,11 1,78±0,12 

L6 19,46±0,34 20,84±0,25 1,98±0,28 1,67±0,19 

L7 17,28±0,33 18,9±0,65 1,47±0,07 1,65±0,08 

L8 5,77±0,38 2,45±0,31 1,95±0,08 1,14±0,06 

L9 12,57±0,25 7,36±0,43 2,4±0,12 1,77±0,06 

L10 13,95±0,42 7,39±0,46 3,54±0,16 1,63±0,15 

L11 14,47±0,53 4,61±0,24 1,48±0,17 1,53±0,27 

L12 6,13±0,41 4,73±0,37 0,72±0,16 1,46±0,25 

L13 8,04±0,37 8,17±0,4 1,68±0,34 1,8±0,09 

L14 12,94±0,26 7,23±0,24 2,42±0,32 1,67±0,08 

L15 13,15±0,46 5,99±0,6 2,16±0,3 1,97±0,03 
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7. CONCLUSÃO 

O queijo de Coalho demonstrou ser uma fonte para o isolamento de 

diversos gêneros de leveduras, as quais compõem a microbiota secundária 

conferindo sabor diferenciado ao produto. Além disso, a baixa concentração de 

leveduras detectadas nos queijos artesanais produzidos na região Agreste de 

Pernambuco indica alta eficiência nos procedimentos de higiene durante a 

fabricação destes. Assim, os queijos foram classificados como próprios para o 

consumo humano. 

Os resultados obtidos neste estudo podem ser interessantes para a 

indústria de laticínios, principalmente para a formulação de produtos com 

características geográficas regionais, diferenciando-os estes produtos daqueles 

já disponíveis no mercado, afinal as leveduras apresentaram aspectos 

biotecnológicos relevantes para a utilização a nível industrial, por serem 

capazes de produzir diacetil, proteases, β-galactosidases e não comprometer a 

saúde do consumidor. 
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2007), sempre em ordem cronológica ascendente. A referência deve ser citada 

ao final de um período que expresse uma idéia completa. Quando os nomes 

dos autores forem parte integrante do texto, menciona-se a data da publicação 

citada entre parênteses, logo após o nome do autor, conforme exemplos: 

Fontes (1999), Borges & Loreno (2007), Batista et al. (2005). 

Citação de citação:  Todo esforço deve ser empreendido para se consultar o 

documento original. Entretanto, nem sempre é possível. Nesse caso, pode-se 

reproduzir informação já citada por outros autores. Pode-se adotar o seguinte 

procedimento: no texto, citar o sobrenome do autor do documento não 

consultado com o ano de publicação, seguido da expressão citado por e o 

sobrenome do autor do documento consultado com o ano de publicação; na 

listagem das referências deve-se incluir a referência completa da fonte 

consultada. 

Comunicação pessoal:  Não faz parte da lista de referências, sendo colocada 

apenas em nota de rodapé. Coloca-se o sobrenome do autor seguido da 

expressão "comunicação pessoal", a data da comunicação, nome, estado e 

país da Instituição ao qual o autor é vinculado. 

NORMAS PARA AS ILUSTRAÇÕES E TABELAS 

As figuras e tabelas, todas alocadas em páginas individuais ao final do 

texto, devem ser numeradas com algarismos arábicos, ficando a legenda 

posicionada abaixo nas figuras e acima nas tabelas. Figuras e tabelas não 

devem repetir os mesmos dados. Figuras submetidas em formato eletrônico 

devem apresentar resolução mínima de 300 dpi, em formato TIFF ou JPG. 

Toda ilustração que já tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda, 

dados sobre a fonte (autor, data) de onde foi extraída. A referência bibliográfica 

completa relativa à fonte da ilustração deve figurar na seção Referências. As 

despesas de impressão de ilustrações coloridas correrão por conta dos 

autores. 
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Tabela:  O termo refere-se ao conjunto de dados alfanuméricos ordenados em 

linhas e colunas. Deve ser construída apenas com linhas horizontais de 

separação no cabeçalho e ao final da tabela. A legenda recebe inicialmente a 

palavra Tabela, seguida pelo número de ordem em algarismo arábico e é 

referida no texto como Tabela. 

Figura:  O termo refere-se a qualquer ilustração constituída ou que apresente 

linhas e pontos: desenho, fotografia, gráfico, fluxograma, esquema, etc. Os 

desenhos, gráficos, etc. devem ser bem nítidos. As legendas recebem 

inicialmente a palavra Figura, seguida do número de ordem em algarismo 

arábico e é referida no texto como Figura. 

CUSTOS 

A publicação do trabalho implicará o pagamento de uma taxa de 

R$250,00 (além do custo de R$ 150,00 por página com ilustração colorida). O 

pagamento deverá ser efetuado quando o autor correspondente receber a 

prova tipográfica e será feito exclusivamente na forma de Boleto Eletrônico, a 

ser gerado na seção "Gerar boleto de pagamento". De posse do boleto 

impresso, basta quitá-lo em uma agência bancária ou caixa automática e enviar 

cópia para ceresonline@ufv.br. Solicita-se informar, via e-mail, a data e o 

número do boleto, quando forem feitos depósitos em que os autores não são 

identificados (recursos de convênios, departamentos, coordenações, etc.). 

ENVIO DE MANUSCRITOS 

Os trabalhos devem ser submetidos exclusivamente on line 

acessando-se o site www.ceres.ufv.br. Para proceder à submissão o autor 

correspondente deve solicitar seu cadastramento via e-mail enviado para 

ceresonline@ufv.br. Uma vez cadastrado, o trabalho deverá ser remetido, 

seguindo-se as instruções que constam no ícone "envio de artigo" da página 

inicial. O recebimento será acusado e o autor receberá o número de 

protocolo de seu artigo. Quando os pareceres ad-hoc  estiverem disponíveis, 

as correções solicitadas deverão ser feitas clicando-se no ícone "tramitação 

on line". Na caixa de diálogo que se abre, os pareceres e sugestões podem 

ser vistos clicando-se sobre o número de protocolo do artigo, situado à 
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esquerda. As alterações e revisões deverão ser feitas em formato word 97-

2003, anexadas no campo correspondente e enviadas à revista. Após o 

envio abre-se uma caixa de diálogo para qualquer observação que os 

autores julgarem necessária. Pode-se usar o recurso "recortar" "colar" nesse 

campo. 


