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RESUMO 

As estirpes da espécie Weissella cibaria são candidatas promissoras para a 

descoberta de novos compostos de interesse biotecnológico para a indústria ou 

para aplicações probióticas. No presente estudo, avaliou-se o potencial 

biotecnológico e o perfil de segurança microbiológica de sete estirpes selvagens 

pertencentes à coleção da Unidade de Microbiologia Aplicada da Escola 

Superior de Tecnologia e Gestão da Universidade Politécnica de Viana do 

Castelo (ESTG-UNIPVC). As estirpes demonstraram uma atividade 

antimicrobiana assinalável contra agentes patogénicos selecionados, atuando 

através de um mecanismo dependente da presença de células, sem evidência 

de secreção de bacteriocinas para o meio de cultura. Relativamente aos atributos 

probióticos funcionais, todas as estirpes exibiram elevada tolerância aos sais 

biliares, a concentrações moderadas de sal (até 7%) bem como uma capacidade 

significativa de remoção de colesterol in vitro. Os ensaios de adesão celular 

revelaram uma coagregação robusta com espécies indicadoras e patogénicas 

(Escherichia coli e Salmonella enterica), o que sugere um mecanismo eficaz de 

exclusão competitiva e capacidade de estabelecimento em biofilmes protetores. 

A caracterização da segurança microbiológica incluiu o rastreio de atividades 

enzimáticas potencialmente indesejáveis (gelatinase, lipase, DNase e atividade 

hemolítica) e a determinação da produção de aminas biogénicas; estes atributos 

foram nulos ou insignificantes, reforçando o estatuto de segurança das estirpes. 

Adicionalmente, seis das sete estirpes produziram quantidades substanciais de 

exopolissacarídeos (EPS), presumivelmente identificados como dextrano, com 

atividade antioxidante. Entre as estirpes analisadas, a W. cibaria PFM1679 

destacou-se por reunir, de forma integrada, eficácia antimicrobiana, elevadas 

propriedades de adesão, produção proeminente de EPS e segurança 

microbiológica, emergindo como a candidata mais promissora para a biossíntese 

de compostos com potencial tecnológico e/ou incorporação em formulações 

alimentares probióticas e subsequente validação in vivo. 

PALAVRAS-CHAVE: Weissella cibaria; LAB; Bacteriocinas; EPS; Antioxidantes; 

Probióticos; GRAS 
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ABSTRACT 

Strains of the species Weissella cibaria represent promising candidates for the 

discovery of new compounds of biotechnological interest to industry or for 

probiotic applications in functional foods. In the present study, the 

biotechnological potential and microbiological safety profile of seven wild strains 

from the collection of the Applied Microbiology Unit at the School of Technology 

and Management of the Polytechnic University of Viana do Castelo (ESTG-

UNIPVC) were evaluated. The strains demonstrated remarkable antimicrobial 

activity against selected pathogens, acting via a cell-dependent mechanism, with 

no evidence of bacteriocin secretion into the culture medium. With regard to 

functional probiotic attributes, all strains exhibited high tolerance to bile salts, as 

well as a significant capacity for cholesterol removal in vitro. Cell adhesion assays 

revealed robust co-aggregation with indicator and pathogenic species 

(Escherichia coli and Salmonella enterica), suggesting an effective mechanism 

of competitive exclusion and the ability to establish themselves in protective 

biofilms. The microbiological safety characterization included screening for 

potentially undesirable enzymatic activities (gelatinase, lipase, DNase and 

haemolytic activity) and the determination of biogenic amine production; these 

attributes were absent or negligible, reinforcing the safety status of the strains. In 

addition, six of the seven strains produced substantial quantities of 

exopolysaccharides (EPS), presumably identified as a dextran, with antioxidant 

activity. Among the strains analyzed, W. cibaria PFM1679 stood out for its 

integrated combination of antimicrobial efficacy, high adhesion properties, 

prominent EPS production and confirmed microbiological safety, emerging as the 

most promising candidate for the biosynthesis of compounds with technological 

potential and/or incorporation into probiotic food formulations and subsequent in 

vivo validation. 

KEYWORDS: Weissella cibaria; LAB; Bacteriocins; EPS; Antioxidants; Probiotic; 

GRAS 
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ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS DO TRABALHO 
 

A indústria alimentar tem de se reinventar constantemente e encontrar respostas 

biotecnológicas aos novos desafios que se lhe apresentam. Os principais são 

evidentemente os do “Food Safety” (segurança alimentar) e os do “Food 

Security” (alimentos para todos), pois conseguir acompanhar as necessidades 

inerentes ao crescimento da população mundial (10mil milhões até 2080 

segundo dados da ONU (United Nations, 2024)) tornou-se o maior dos desafios.  

Não menos relevantes são as necessidades inerentes à indústria alimentar:  

conseguir maiores prazos de validade dos produtos, necessidade duma maior 

sustentabilidade por meio da otimização de recursos e a redução de 

desperdícios, necessidade da criação de alimentos funcionais, como os 

probióticos por exemplo, e nutracêuticos (biofortificação, melhoria do perfil 

nutricional...) que vão ao encontro das tendências de preferência dos 

consumidores (Portugal Foods, 2026) e às suas necessidades implícitas. 

Novas exigências impulsionaram ao longo dos séculos a procura por novos 

compostos de interesse industrial que possam oferecer os maiores rendimentos 

ao menor custo. O recurso às leveduras e às bactérias do ácido láctico (LAB) é, 

e continua a ser, a sua principal fonte de inspiração (Mora-Villalobos, 2020), seja 

em processos de fermentação (pão, queijos, vinho…), manutenção dos níveis 

de segurança alimentar, alargamento dos tempos de prateleira (Murata, 2025) 

ou na inovação de novos produtos alimentares. Na verdade, as LAB já são 

usadas empiricamente há mais de 4000 anos em processos fermentativos, 

sendo a técnica de conservação mais antiga.  

As LAB são capazes de sintetizar inúmeros compostos, desempenhando um 

papel na indústria alimentar moderna que vai além da típica fermentação 

tradicional. Destaca-se a produção de vários metabolitos como polímeros, 

vitaminas, antioxidantes, enzimas funcionais fundamentais a vários processos, 

antimicrobianos, exopolissacarídeos, ácidos orgânicos (ácido láctico, acético…) 

e a utilização na indústria alimentar (Leroy F, 2004) de algumas espécies como 

probióticos. 
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Desde o surto de 2019 do COVID que se verifica uma maior consciencialização 

por parte dos consumidores para a “Good Health” (boa saúde), procurando 

comportamentos mais proativos como o recurso a alimentos mais saudáveis, 

suplementações, menos aditivos, etc. O setor dos probióticos tem vindo a 

aumentar fortemente, registando um crescimento de até cerca de 9% ao ano e 

esperando-se uma taxa de crescimento entre 7 e 10% em 2026 (Fortune 

Business Insights, 2026).  

Nos alimentos, a acidificação promovida pelas LAB impede ou limita o 

crescimento de microrganismos indesejáveis, aumentando a segurança e o 

tempo de vida útil dos produtos (Piard JC, 2005). Mas, não menos relevante, é 

o facto de poderem produzir compostos aromáticos conferentes de sabor, como 

o diacetilo (sabor manteiga) ou vários aldeídos como o acetaldeído responsável 

pelo aroma caraterístico a iogurte, sendo alternativas aos aromas sintéticos. 

Dentro do grupo das LAB temos o género Weissella, da família das 

Lactobacillaceae, que apresenta uma alta capacidade para a produção de 

metabolitos de grande interesse tecnológico. Destacam-se a produção de 

exopolissacarídeos (EPS) (Zhou B., 2024), bacteriocinas (Singh Jahnavi Kumari, 

2024) ou outros compostos funcionais como enzimas, ácido linoleico conjugado 

(CLA), etanol, ácidos orgânicos ou como potenciais probióticos (Maślak, 2022).  

O estudo e avaliação de várias estirpes selvagens de Weissella, todas 

provenientes da coleção da Unidade de Microbiologia Aplicada, pretende 

identificar as funcionalidades mais relevantes e aprofundar o conhecimento e 

caraterísticas inerentes a cada uma delas para consequentemente as valorizar 

e procurar potenciais aplicações tais como o uso em processos de fermentações, 

probióticos, compostos bioativos, segurança alimentar, melhoramento de textura 

(tecnologia alimentar), alimentos funcionais (Fusco Vincenzina, 2015).  

Este trabalho visa assim caracterizar e avaliar o potencial biotecnológico destas 

estirpes selvagens de Weissella cibaria, com vista à sua eventual aplicação na 

indústria alimentar ou de produtos por si produzidos. 

Assim, os principais objetivos definidos foram:  

• O isolamento, recuperação e seleção de 8 estirpes de Weissella da 

coleção da UMA (Unidade de Microbiologia Aplicada), e as suas 
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propagações para constituir as culturas de trabalho necessárias aos 

ensaios; 

• Caraterização das estirpes selecionadas: taxa de crescimento, otimização 

dos parâmetros de crescimento (temperatura, pH, meio de cultura…); 

• Avaliação da produção de metabolitos de interesse (bacteriocinas, 

enzimas funcionais, EPS…); 

• Avaliação do potencial probiótico; 

• Avaliação de parâmetros de segurança (resistência a antibióticos, fatores 

de virulência…). 

O objetivo final será a seleção das estirpes com maior potencial para estudos 

futuros mais aprofundados. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

A biotecnologia alimentar tem por vocação a pesquisa e/ou o uso de organismos 

vivos (microrganismos) ou de compostos por eles sintetizados (enzimas, 

antimicrobianos…), para produzir ou melhorar os nossos alimentos. Há milhares 

de anos que essa atividade está em constante evolução. Seja para melhorar os 

processos como as fermentações (queijo, vinho…), para a biopreservação e a 

segurança alimentar, seja para melhoria das propriedades nutracêuticas ou para 

a formulação e melhoramento dos alimentos. A indústria alimentar sempre teve 

essas necessidades, mas perante novas realidades, está a ser impulsionada 

para encontrar novas soluções às problemáticas levantadas pelas exigências 

dos consumidores, a inevitável consideração de sustentabilidade e a 

necessidade de produzir mais, a menores custos ou simplesmente inovar. 

1. Novos compostos biotecnológicos e desafios da indústria alimentar 

A procura de novos ingredientes ativos, “naturais” e seguros, a redução de 

aditivos químicos (Clean Label), a sustentabilidade (redução de desperdícios) ou 

o uso em saúde-e-bem-estar (probióticos, antioxidantes…), levam a indústria 

alimentar à constante procura de bioprodutos, principalmente os de origem 

microbiana como bacteriocinas, EPS ou enzimas entre outros (Carvalho, 2015; 

Dillon, 2014; Leroy F, 2004; Murata, 2025), fundamentada na eficiência cinética 

(crescimento rápido permitindo mais ciclos de colheita), a versatilidade 

metabólica (melhoramento através de engenharia genética), no controlo 

paramétrico e a sustentabilidade dos processos (valorização de resíduos e 

subprodutos).  

A identificação microbiana, e o estudo da sua bioquímica, é uma ferramenta da 

microbiologia industrial para a deteção e utilização de microrganismos com 

potencial biotecnológico significativo (Chettri, 2024). Bactérias e fungos são os 

que mais contribuem devido à importância que representam em vários processos 

naturais como as fermentações ou produção de metabolitos. Das bactérias, as 

LAB são as de maior relevância. Existem muitos estudos sobre a produção de 

compostos bioativos pelas LAB, sejam eles focados nas suas bacteriocinas ou 

na produção de EPS por exemplo. No entanto, pecam por serem realizados e 

analisados à escala laboratorial e nem sempre são projetados para a realidade 
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da escala industrial. De igual modo, faltam também estudos de estabilidade em 

matrizes alimentares, ensaios funcionais em alimentos, avaliação toxicológica 

(fatores de virulência, genes de resistência a antibióticos…). (Generalić Mekinić, 

2025) 

1.1. Segurança Alimentar / Aumento do tempo de prateleira 

Para evitar o uso de tratamentos físicos demasiados agressivos para as matrizes 

alimentares, principalmente os térmicos (esterilizações, pasteurizações…) e 

para garantir a segurança do alimento, a utilização das bacteriocinas é frequente 

no biocontrolo de patogénicos (Fernandes, et al., 2017) ou na biosanitação de 

embalagens em contato com alimentos (Mauriello, 2004; Loureiro, 2015). Por 

exemplo, a nisina, cujo uso está aprovado pela FDA, é usada em mais de 48 

países como conservante alimentar natural, inibindo o crescimento duma vasta 

gama de bactérias Gram-positivas como a Listeria monocytogenes, por exemplo. 

O uso direto do microrganismo ou dos seus metabolitos pode aumentar o tempo 

de prateleira através do controlo ou da inibição de microrganismos deteriorantes 

(Balciunas E.M., 2013) ou mesmo de patogénicos.  

As LAB podem ser utilizadas em processos fermentativos, em conjunto com as 

culturas starter, para potenciar sabores (por exemplo nos queijos), tornando-se 

um aliado precioso no controlo das reações e das contaminações por competição 

ou por produzir vários ácidos orgânicos (Negash & Tsehai, 2020). 

1.2. Tendências de consumo 

Cada vez mais consumidores valorizam a substituição dos aditivos químicos em 

alimentos por compostos mais “naturais” (van Gunst, 2019). Embora os famosos 

“E”, autorizados na União Europeia, sejam sujeitos a rigorosas avaliações pela 

EFSA, persiste a perceção da artificialidade prejudicial nos alimentos. Um estudo 

de 2021 conduzido pelo Instituto Federal Alemão de Avaliação de Risco (BfR), 

indicou que mais de metade dos inquiridos (55%) afirmam evitar o consumo de 

alimentos com aditivos contendo a letra E (BfR – Bundesinstitut für 

Risikobewertung, 2021). A própria legislação europeia segue essa tendência 

como por exemplo a recente redução do teor máximo de nitritos nas carnes 

processadas, que terá de ser compensada por um maior controlo da sua 

microbiota. Por exemplo, um estudo (Liu X. Q., 2020) mostrou que a utilização 

de duas LAB (Weissella cibaria e W.confusa) como cultura starter no processo 



6 
 

de fermentação de enchidos, permitia compensar níveis de nitritos menores. 

Essas LAB conseguiram a potencialização das propriedades sensoriais 

(aumento da cor vermelha, dureza, textura) do enchido, mantendo níveis de 

segurança alimentar aceitáveis por ação direta dos ácidos orgânicos (menor pH) 

produzidos e pela diminuição da atividade da água resultante da sua atividade. 

A resposta da indústria alimentar poderá dessa maneira consistir na procura de 

alternativas eficazes e acetáveis, equacionando a utilização de compostos 

antioxidantes, vitaminas, ácidos-gordos e pigmentos com potencial funcional, 

todos eles produzidos por microrganismos. 

1.3. Proteinas alternativas 

A produção de proteínas alternativas é uma área da agricultura celular e da 

fermentação de precisão. Consiste em processos de fermentação por bactérias 

ou leveduras geneticamente modificadas. Pode constituir uma resposta às 

tendências vegan. Por exemplo a produção de proteína de leite (caseína e whey) 

por microrganismos, sem a presença animal (Knychala, 2024). 

1.4. Metabolitos tecnofuncionais 

Alguns compostos produzidos por microrganismos apresentam utilidade 

tecnológica como os exopolissacarídeos microbianos (EPS), com funções de 

espessantes, estabilizantes ou tixotrópicas (Ruas-Madiedo P, 2002).  

Outros, como o grupo das enzimas (figura 1), usados na melhoria de processos 

como os da panificação (amílases) ou produção de queijos, são ferramentas para 

alterar propriedades sensoriais (ex. lipases), texturais (ex. proteases) ou para 

aumentar rendimentos na extração de sumos (ex. pectinases) (Kumar A., 2024; 

Sharma A. G., 2019) 
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Figura 1: principal utilização das enzimas na indústria (Kumar A., 2024) 

Existe ainda um conjunto mais alargado de outros compostos como os ácidos 

orgânicos, vitaminas, pigmentos microbianos (com propriedades antioxidantes, 

corantes, anti-tumorais ou anti-inflamatórias), compostos de aroma (diacetilo, 

esteres e aldeídos) ou bioemulsionantes que podem substituir lecitinas e outros 

emulsionantes sintéticos (Chen, 2018; Duarte, 2019; Fusco Vincenzina, 2015). 

2. Limitações dos métodos clássicos na identificação e seleção de 

estirpes de interesse tecnológico 

As técnicas de identificação da microbiologia clássica baseiam-se sobretudo na 

análise fenotípica e morfológica, apoiando em técnicas dependentes de cultivo 

(meios específicos, condições controladas de temperatura, pH e atmosfera, 

fatores de crescimento…). Essas técnicas foram desenvolvidas principalmente 

a partir dos trabalhos de Robert Koch e de Louis Pasteur, pelo que são 

atualmente métodos muitos robustos e que continuam a ser o padrão em certos 

contextos clínicos e industriais. Têm evidentes limitações na capacidade de 

capturar toda a diversidade microbiana e nos tempos de obtenção de resultados. 

Assim, a bibliografia indica que os métodos dependentes de cultivo conseguem 

abranger apenas 1% dos microrganismos presentes na natureza (Prakash, 

2013). Para além disso, os métodos são lentos e de baixo rendimento, e nem 

sempre se conseguem as condições de cultivo que cada estirpe encontra 
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normalmente nos seus habitats naturais e que lhes permitem uma expressão 

metabólica plena (Alain, 2009). 

Por outro lado, as ferramentas de análise genómica são atualmente poderosos 

instrumentos de identificação e caracterização de microrganismos. Através de 

sequenciação pode-se realizar o screening de potenciais compostos (genome 

mining), através da exploração de dados genómicos para identificar genes 

funcionais e metabólicos, com ajuda de ferramentas de bioinformática aplicada 

a cada estirpe microbiana isolada (Boutin & Dalpke, 2020).  

Assim, num grupo tão vasto como o da Ordem das Lactobacillales, sendo a 

capacidade de discriminação muito baixa com as ferramentas da microbiologia 

clássica, a identificação da espécie pode ser problemática, pois têm 

caraterísticas muito próximas. Recorre-se então a técnicas mais avançadas de 

biologia molecular, como a sequenciação e análise genómica, para uma 

identificação mais assertiva recorrendo à bioinformática e bases de dados 

genómicos. Por vezes essa análise leva à criação de novos géneros, como o 

proposto em 1993 por Collins (Collins MD, 1993) para Leuconostoc 

paramesenteroides e alguns Lactobacillus heterofermentativos. Collins, após 

análise dos resultados das sequenciações do gene 16S rDNA, chegou à 

conclusão de que as estirpes eram demasiadas diferentes do género onde 

estavam classificadas (Leuconostoc e Lactobacillus). Propôs que fossem 

renomeadas num novo género chamado Weissella (figura2). Collins foi assim o 

pai do género Weissella, cujo nome foi dado em homenagem ao microbiologista 

alemão Norbert Weiss pela sua contribuição ao estudo das LAB. 
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Figura 2: Arvore filogenética mostrando a proximidade de Weissella com outras LAB inspirado de (Collins 

MD, 1993) 

Muitos microrganismos possuem genes de interesse para a produção de 

compostos com potencial biotecnológico, mas que permanecem “silenciosos” na 

ausência das condições culturais ideais ou de estímulos provenientes dos seus 

ecossistemas (stress nutricional, competição interespecífica…). O “genome 

mining” é uma abordagem bioinformática que permite identificar novos produtos 

por meio da análise de genomas microbianos sequenciados, identificando in 

silico clusters de genes biossintéticos e os metabolitos resultantes das 

expressão dos mesmos (Zhongyue Li, 2018; Biermann, Wenski, & Helfrich, 

2022). Esse método pode levar à descoberta de muitas substâncias novas com 

potencial interesse. 

3. Bactérias do ácido láctico (LAB) 

As LAB são um grupo heterogéneo de bactérias Gram-positivas em forma de 

bacilos ou cocos sem motilidade (figura 3), constituído por 11 géneros 

Carnobacterium, Enterococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, 

Streptococcus, Vagococcus, Weissella, Lactococcus, Lactobacillus (Sabo, 2014) 

(Carvalho, 2015) e Fructobacillus (Dillon, 2014). São catalase e oxidase 

negativas e não são esporuladas. Conseguem crescer em meio ácido. 
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Figura 3: Representação morfológica característica do grupo LAB, bastonetes (Lactobacillus spp.) e cocos 
organizados em cadeias (Streptococcus spp. ou Lactococcus spp. Fonte: Gerado por Inteligência Artificial 

(Gemini, Google, 2026) 

As LAB constituem um microbiota naturalmente presente na natureza pelas suas 

fortes capacidades de adaptação. Estão, por isso, presentes nas diversas 

matrizes alimentares, nos animais, plantas e nos seres humanos (microbiota 

intestinal ou urogenital, por exemplo). A maioria dos géneros são reconhecidos 

pela FDA (Food and Drug Administration, USA) ou a EFSA (European Food 

Safety Authority) como seguros sendo considerados como GRAS (Generally 

Recognized as Safe - FDA) ou QPS (Qualified Presumption of Safety - EFSA) 

isentando-os de aprovação como aditivos alimentares (Guerreiro, 2014). 

3.1. LAB produtoras de metabolitos 

3.1.1. Antimicrobianos 

3.1.1.1. Atividade antimicrobiana 

As LAB são conhecidas pela sua produção de bacteriocinas. São respostas 

contra competidores no microambiente onde as LAB evoluem. Não são 

antibióticos, mas sim peptídeos sintetizados pelos ribossomas das células 

bacterianas LAB e, na maioria das vezes, são libertadas para o meio exterior 

com o propósito de limitar ou atuar sobre um determinado microrganismo alvo 

(patogénico ou competidor), podendo mesmo ser outras LAB. Elas exercem 

assim um efeito bacteriostático e/ou bactericida tornando-as de grande potencial 

na segurança alimentar (Fernandes, et al., 2017; Guerreiro, 2014; Macieira A., 

2018) inativando patogénicos como, por exemplo, a Listeria monocytogenes ou 

promovendo estabilidade do produto, aumentando o tempo de prateleira por 

inibição de microrganismos de deterioração. (Yi, 2023; Singh N, 2025). 
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A bacteriocina mais conhecida é a 

nisina (figura 4), descoberta em 1947 

e considerada GRAS em 1969, 

amplamente usada na indústria 

alimentar (Cotter P. D., 2005) 

(Delves-Broughton, 1996). Entrou na 

lista dos aditivos nos anos 80 como 

sendo o conservante E234 com 

efeito antimicrobiano contra Gram-positivos como Listeria monocytogenes, 

Bacillus cereus e Clostridium botulinum (Zacharof & Lovitt, 2012) 

Existem hoje centenas de bacteriocinas conhecidas. Com estudos cada vez mais 

definidos, a classificação das bacteriocinas tem vindo a mudar. Não existe uma 

classificação universal e alguns autores propõem uma classificação própria ou 

com pequenas distinções (Sharma K., 2021) (Zimina, 2020). Num artigo de 

revisão mais recente de Solis-Balandra (Solis-Balandra MA, 2024) o autor faz 

uma atualização da classificação que agrega o maior consenso, proposta por 

Cotter (Cotter P. D., 2013), e que define as bacteriocinas em 2 grupos: 

• Bacteriocinas de Gram-positivos  

 

Figura 5: classificação de bacteriocinas de Gram-positivos adaptado por Solis-Balandra (Solis-Balandra 
MA, 2024) de Sharma (Sharma K., 2021)) 

Maioritariamente produzidas pelas LAB, são principalmente ativas contra 

bactérias Gram-positivas. Estas bacteriocinas estão subclassificadas em 3 

classes (figura 5. A diferença entre cada grupo deve-se à presença (Classe I) ou 

Figura 4: Representação da nisina - Fonte: Gerado por 
Inteligência Artificial (Gemini, Google, 2026) 
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ausência (Classe II) de modificações pós-traducionais (PTMs) As de Classe III 

correspondem às que apresentam estrutura terciária e são denominadas de 

bacteriolisinas (Cotter P. D., 2013). 

NB: As PTMs são alterações químicas covalentes na cadeia polipeptídica após a síntese da 

bacteriocina que leva a funções e propriedades alteradas ou diferentes.  

As bacteriocinas de classe I são conhecidas como lantibióticos, sendo 

termoestáveis e de baixo peso molecular (<5kDa). Esta classe está dividida em 

2 subclasses a Ia e Ib. A Ia, onde está incluída a nisina, são peptídeos lineares 

e flexíveis de carga positiva, que atuam sobre as membranas formando poros. 

As Ib, de carga neutra ou negativa, são peptídeos globulares que atuam 

enzimaticamente interferindo no metabolismo celular.  

As da classe II (Não lantibióticos), também têm baixo peso molecular (<10kDa) 

e constituem a maior parte das bacteriocinas. Estão divididos em 3 subclasses: 

A IIa tem uma ação contra Listeria (Negash & Tsehai, 2020) e são 

estruturalmente análogas à pediocina (Pérez-Ramos A. M.-M., 2021). São 

exemplos algumas sakacinas, staphylocococcinas, e algumas enterocinas. A IIb 

é constituída de peptídeos que atuam numa conformação dimérica (Sharma K., 

2021) em sinergia. São exemplos a plantaricina EF (Lactiplantibacillus 

plantarum), a lactacina F ou a lactococcina G e M. A IIc são peptídeos que não 

pertencem às outras subclasses, de estrutura circular ou linear mas que não têm 

efeito contra a Listeria. (Sharma K., 2021) como a enterocina SL-5 de 

Enterococcus faecalis por exemplo (Pérez-Ramos A. M.-M., 2021) 

A classe III abrange as bacteriocinas com alto peso molecular (>30kDa). 

Possuem estrutura terciária complexa o que as torna termolábeis. São exemplos 

a helveticina J, a acodofilina A ou a lisostafina (Staphylococcus simulans) (Pérez-

Ramos A. M.-M., 2021). 

As bacteriocinas de Gram-positivos são geralmente produzidas no fim da fase 

exponencial de crescimento e ao longo da fase estacionária (Gillor, 2008; Piard, 

1992). 
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• Bacteriocinas de Gram-negativos 

 

 

Figura 6: esquema da classificação de bacteriocinas de Gram-positivos (adaptado por (Solis-Balandra 
MA, 2024) de (Pérez-Ramos, Madi-Moussa, Coucheney, & Drider, 2021)) 

Em geral, essas bacteriocinas são produzidas principalmente por algumas 

estirpes de Escherichia coli ou outras Enterobacteriaceae. Dada a escassez de 

informações disponíveis sobre esse tipo de bacteriocinas, a classificação limita-

se a 2 subclasses: as colicinas (30-80kDa) e as microcinas (1 a 10kDa) cuja 

diferença se baseia no peso molecular (Sharma K., 2021; Negash & Tsehai, 

2020). No entanto, uma terceira subclasse ainda pouco caraterizada pode ser 

considerada, onde a atividade antimicrobiana assenta na sua estrutura. Não há 

ainda muita informação sobre essas bacteriocinas (Pérez-Ramos, Madi-Moussa, 

Coucheney, & Drider, 2021). Não são bacteriocinas produzidas pelas LAB e 

muitas têm origem em plasmídeos. 

Modo de ação das bacteriocinas 

O modo de ação das bacteriocinas mais comum (lantibióticos, classe I) e mais 

estudadas divide-se em 2 mecanismos.  

O primeiro provoca uma perde de integridade da membrana celular criando a 

formação de poros nas membranas citoplasmáticas (figura 7). A ação da 

bacteriocina (por exemplo a galidermina) no chamado lípido II destabiliza 

localmente a membrana (perda de potencial de membrana) criando um poro que 

leva à perda de solutos e biomoléculas (Sharma K., 2021). 
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Figura 7: Mecanismo de ação dos lantibióticos por formação de poros (Sharma K., 2021) 

O segundo mecanismo provoca a inibição da síntese da parede celular (figura 

8). O bloqueio da integração da D-alanina na parede inibe a síntese do 

peptidoglicano (Sharma K., 2021). 

 

Figura 8: Mecanismo de ação dos lantibióticos por inibição da sintese da perede celular (Sharma K., 

2021) 

Ambos levam à destabilização e morte celular. No geral, a ação nas bactérias 

Gram-negativas é bastante limitada devido à constituição da membrana 

(peptidoglicano) diferente das Gram-positivas. 

3.1.1.2. Outros antimicrobianos 

As bactérias do ácido láctico (LAB) pertencem a um grupo de bactérias 

conhecidas por produzir diversos outros antimicrobianos. Os mais frequentes 

são os ácidos orgânicos, principalmente o ácido láctico, o ácido acético e o ácido 

propiónico, que pela acidificação da matriz cria um ambiente inapropriado ao 

crescimento de vários microrganismos como Escherichia coli e Staphylococcus 

aureus (Peng, 2022) (Manguntungi B., 2021). São geralmente produzidos em 

processos fermentativos e têm como outro efeito aumentar o efeito 

antibacteriano de certos compostos fenólicos encontrados em subprodutos 

alimentares (Todorov S.D., 2025; Sinaga D.P., 2021). Nas LAB, para além da 

produção de ácidos orgânicos.  
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outros compostos antimicrobianos podem ser produzidos como o peróxido de 

hidrogénio (forte oxidante) (Todorov, et al., 2024). Geralmente a sua produção 

está combinada com a produção de bacteriocinas, principalmente quando a LAB 

compete com outros microrganismos por nutrientes limitados, reduzindo ainda 

mais a concorrência (Dillon, 2014). 

Algumas estirpes produzem diacetilo quando o metabolismo de açúcares passa 

pela via do piruvato, em condições aeróbicas e pH baixos (4,5-5,5). Esse 

composto atua como antimicrobiano quando se encontra em altas concentrações 

e tem um impacto mais significativo nas Gram-negativas e fungos (Dillon, 2014). 

3.1.2. Enzimas 

O uso de enzimas tem um papel fundamental em muitos processos industriais, 

particularmente na indústria alimentar. As enzimas microbianas destacam-se 

pelo facto de serem mais estáveis do que as que são extraídas de plantas ou 

animais, para além de que são de obtenção (extração/purificação) mais 

económica, fácil, rápida e de pouco investimento (Raveendran, 2018).  

São alguns exemplos 

• as carboenzimas ou enzimas carbo-hidratases: São exemplos as 

amílases na panificação (-amilase de Aspergillus spp) ou na produção 

de xarope de glucose com amílase termoestável e robusta produzida por 

Bacillius licheniformis (de Souza PM, 2010) ou as pectinases que 

aumentam os rendimentos de extração e ajudam na clarificação de 

sumos de fruta ou na produção de vinho (Ma, 2018; Rebello S., 2017). 

• as proteases como a quimosina (coalho) no fabrico de queijos (Kumar, 

2010) ou as transglutaminases no amaciamento de carnes (Duarte, 2019) 

• as hidrolases como as lipases ou as estereases microbianas representam 

90% do mercado global das lipases (Guerrand, 2017). Estereases e 

fosfolipases são usadas no desenvolvimento de aromas nos queijos ou 

na produção de margarinas sem ácidos gordos trans por esterificação 

(Mensink RP, 2016). 

• as glicósido-hidrolases como a -galactosidase (lactase) na redução da 

lactose no leite (Husain, 2010) ou a invertase na hidrólise de sacarose 
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para xaropes invertidos destinados à pastelaria e confeitaria (Kotwal, 

2009) 

As LAB produzem um conjunto de enzimas intracelulares, extracelulares e 

associadas à membrana celular, nomeadamente  

• Enzimas do sistema proteolítico como as proteases e peptidases 

intracelulares (aminopeptidases, prolinases…) (Savijoki K., 2006) com 

aplicação na maturação de queijos; 

• -galactosidase produzida por Lactobacillus e com aplicação na redução 

de lactose em lacticínios; 

• Enzimas de polissacarídeos e exopolisacarídeos (EPS) produzidas por 

exemplo por Weissella cibaria (Amaretti A., 2020), como a 

glicosiltransferase, a glucano-sucrase (GS) ou a frutano-sucrase (FS) 

(Zeidan A. A, 2017) na produção de dextrano ou levano a partir da 

sacarose; 

• Enzimas relacionadas com compostos bioativos e antioxidantes como a 

Glutamato descarboxilase (GAD) na produção de GABA (ácido -

aminobutírico) com propriedades nutracêuticas (Fashogbon R.O., 2024) 

(Xie X., 2023) ou as fenol-ácido descarboxilase (PAD) e redutase na 

transformação de compostos fenólicos em compostos bioativos e 

antioxidantes (Pasquale Filannino, 2015). 

3.1.3. Exopolissacarídeos (EPS) 

 

Segundo a IUPAC, os EPS são 

macromoléculas de monossacarídeos 

unidas por ligações glicosídicas, com 

estruturas químicas variáveis (figura 9) 

(IUPAC, 2009). Os EPS podem ter 

uma origem natural vegetal ou animal 

(Amido, Inulina, Quitina…) (figura 10). 

No entanto, os de maior interesse 

industrial são obtidos via fermentação microbiológica (xantana, dextrano, 

Figura 9: Representação do EPS - Gerado por 
Inteligência Artificial (Gemini, Google, 2026) 
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levano…) e podem ser produzidos por determinadas espécies de bactérias e 

fungos. Os EPS de origem microbiana são biopolímeros que, em meio aquoso, 

formam géis, uma propriedade com alto potencial de aplicação no setor industrial 

(Sutherland, 1998).  

Os EPS podem atuar como agente de viscosidade, emulsificante, gelificante ou 

estabilizante (Ruas-Madiedo P, 2002). A produção comercial de EPS foca-se 

principalmente na produção de dextrano pelas espécies Leuconostoc com 

rendimentos de 10 mg/L até 1 g/L (Fessard & Remize, 2017). No entanto, vários 

estudos apontam produções elevadas de EPS (dextrano) de elevado peso 

molecular (106
-108Da), com rendimentos até 38 g/L, por parte de Weissella 

cibaria (Zannini E. M., 2013; Rao, 2013). Esse EPS é uma alternativa para a 

indústria com particular interesse na produção industrial de fermento natural ou 

na alteração e melhoramento de textura e propriedades sensoriais de alguns 

alimentos como o puré de cenoura por exemplo (Juvonen, 2015). 

 

Figura 10:Estrutura química dos principais EPS (Mouro, 2024) 

Os EPS podem ser classificados, na base da estrutura da cadeia de hidratos de 

carbono que os constituem: homopolissacarídeos (HoPS) e 

heteropolissacarídeos (HePS) (Salimi, 2023). Os HoPS são constituídos por um 

único monossacarídeo enquanto os HePS podem ser constituídos por 2 ou mais, 

ligados em cadeia simples ou cadeias ramificadas (figura 11). 
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Figura 11: estrutura HoPS e HePS (Mingyue Zhou, 2023) 

A sacarose, por noma, é a fonte de carbono obrigatória para tal síntese, usando 

enzimas altamente especificas como a glicosiltransferase, a glucano-sucrase 

(GS) ou a frutano-sucrase (FS) (Zeidan A. A, 2017) 

3.1.4. Ácidos gordos 

• Acido Linoleico Conjugado 

Os Ácidos Linoleicos Conjugados (CLAs), 

isómeros do ácido linoleico (LA) (figura 12), são 

resultantes do metabolismo microbiano do trato 

digestivo dos ruminantes e acabam por se 

acumular naturalmente nas carnes ou 

lacticínios (Salsinha, Machado, Rodríguez-

Alcalá, Gomes, & Pintado, 2022). Têm efeitos 

benéfico na saúde (Kim JH, 2016) por terem 

potencial na redução da gordura corporal, na 

regulação da glicemia ou na modulação da 

resposta imunitária (Lehnen T.E., 2015; Malinska H, 2015), oferecem benefícios 

anti-inflamatórios, antioxidantes e propriedades anti carcinogénicas (De Lima 

R.N., 2018; Dachev M, 2021). No entanto, a quantidade de CLA presente nesses 

produtos é insuficiente para preencher as necessidades de saúde dos 

consumidores (Cem Okan Özer, 2020). A produção direta de origem microbiana 

de CLA permite uma perspetiva de aplicação na indústria alimentar pela sua alta 

capacidade de biossíntese e a pureza do produto obtido através de processos 

de extração e purificação simples e económicos. As principais produtoras são 

bactérias do ácido láctico como Lactobacillus, Bifidobacterium e 

Propionibacterium (Wu C., 2024) 

Figura 12: Representação CLA e seus 
isómeros principais - Gerado por 
Inteligência Artificial (Gemini, Google, 
2026) 
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• Ácidos Gordos de cadeia curta 

Os ácidos Gordos de cadeia curta (SCFAs ou AGCC), são metabolitos 

produzidos especificamente por bactérias da microbiota intestinal humana 

(SCFAs-producing bactéria) a partir de fibras ou de amidos resistentes (Fusco, 

2023). A maioria dessa microbiota (exceto as LAB) produz o butirato que é o 

principal regulador imunológico intestinal (van der Hee B., 2021). Poucas 

espécies produzem propionato e acetato (Ara Koh, 2016; J.H. Cummings, 1987). 

São essenciais para o bom funcionamento da barreira intestinal, principalmente 

a sua integridade e permeabilidade (Chen, 2018) Também tem um papel 

importante na regulação de vários processos fisiológicos do sistema nervoso 

(Filipe De Vadder, 2014). 

• Acetato 

Entre as LAB do microbiota intestinal a produção de acetato é frequente nos 

Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, Pediococcus e Lactococcus entre outros 

(Tang H, 2023). O propionato pode ser produzido por alguns Lactobacillus em 

condições muito específicas (Krooneman, 2002) e muitas vezes resulta duma 

interação com outros microrganismos da microbiota (Stasiak-Różańska L, 2025). 

O butirato é raramente produzido pelas LAB. Os principais grupos produtores 

são não-LAB e pertencem à família dos Clostridios. 

3.1.5. Vitaminas 

A maioria das LAB é auxotrófica para diversas vitaminas (Rossi, 2011). A 

produção desses compostos pelas LAB é uma das áreas mais dinâmica de 

estudos. Este apontam para uma produção de vitaminas, principalmente do 

complexo B, pelos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium com forte capacidade 

de biossíntese de folatos (vitamina B9) (Rossi, 2011), riboflavina (vitamina B2) e 

cobalamina (vitamina B12) (G. LeBlanc, 2011). Essa produção é muitas vezes 

dependente de precursores (ex. o ácido para-aminobenzóico pABA para folatos) 

e da estirpe usada, com taxas de rendimento muito diferentes consoante a 

espécie considerada. Para além disso os rendimentos obtidos são geralmente 

baixos, necessitando uma combinação com estirpes especificas de 

Propionibacterium (uma LAB anaeróbia) para se efetivar uma biofortificação in 
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situ interessante (Henok Ashagrie, 2025). Estirpes selecionadas e manipuladas 

(engenharia metabólica) têm atualmente maior capacidade de produção 

(Sybesma, 2004). Algumas Weissella, principalmente W.cibaria e W.confusa, 

aparecem como estirpes promissoras na produção de riboflavina (Hernández-

Alcántara AM, 2022) apesar da escassez de estudos realizados nesta área. 

3.1.6. Antioxidantes 

Existem dois tipos de atividade antioxidante. A que resulta de mecanismos 

diretos envolvendo sistemas enzimáticos (catalase, oxidase-peroxidase…) que 

têm uma ação direta na inibição dos radicais oxidantes. E outra, que resulta de 

mecanismos indiretos (atividade antioxidante), caraterizada pela produção de 

metabolitos não enzimáticos (ácidos orgânicos, EPS…) que atuam sequestrando 

radicais livres (EPS) ou pela via da quelação de metais pro-oxidantes (ácidos 

orgânicos). Ambos tem como objetivo a redução do stress oxidativo (A.T. 

Adesulu-Dahunsi, 2018; Ampemohotti, 2025). 

As LAB não atuam produzindo um antioxidante único. Geralmente combinam 

enzimas antioxidantes, metabolitos secundários antioxidantes, quelação de 

metais e sistemas de reparação redox (Xiao, 2025). As estirpes de Weissella 

mostram uma relação entre a atividade antioxidante e a sua capacidade de 

produção de EPS (Sharma P. S., 2024). 

3.2. Weissella 

3.2.1. Género Weissella 

O género Weissella pertence ao Filo das Firmicutes, Classe Bacilli, Ordem 

Lactobacillales, Familia das Leuconostococaceae e faz parte de um grupo de 

bactérias chamadas de Bactérias do Ácido Láctico (BAL ou LAB) devido à sua 

capacidade de produzir ácido láctico a partir da fermentação de diversos 

açúcares como a glucose, maltose, manose ou sacarose. São bactérias 

anaeróbias facultativas, sem mobilidade, em forma de bacilos curtos 

(cocobacilos), gram-positivas, catalase negativa e não forma esporos (Collins 

MD, 1993).  

Bactérias do género Weissella possuem um metabolismo fermentativo 

obrigatório. São heterofermentativas, ou seja, fermentam açúcares, mas não 

produzem apenas ácido láctico, mas sim outros subprodutos como etanol e/ou 

outros ácidos orgânicos, com produção de gás (CO2). Para tal elas utilizam a via 
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metabólica da fosfocetolase (ou via 6-fosfogluconato/fosfocetolase) e da hexose 

monofosfatase (ou via das pentoses fosfato) (Garvie, 1967; Holzapfel W. H, 

1982), que são vias metabólicas alternativas à glicólise.  

A primeira via (figura 13 A) produz principalmente lactato, mas também outros 

produtos como o ácido acético ou o etanol a partir de pentoses ou hexoses. 

(Collins MD, 1993; Björkroth J, 2014). É uma via de catabolismo anaeróbio. 

A segunda via fermentativa (figura 13 B) gera NADPH (coenzima importante com 

poder redutor nas reações biossintéticas) e pentoses que podem voltar a ser 

usados pela via da fosfocetolase. Esta é uma via de catabolismo oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 

Weissella tem necessidades nutricionais complexas (Gandra EA, 2008; Björkroth 

J, 2014) como aminoácidos. Dependem do sistema proteolítico para obter 

aminoácidos essenciais, ácidos gordos e hidratos de carbono fermentáveis como 

a glucose, a maltose, a manose, a sacarose. Certas vitaminas são essenciais ao 

seu desenvolvimento principalmente as do grupo B como a tiamina, a riboflavina, 

o ácido fólico, a biotina entre outros. Todos esses nutrientes podem ser 

encontrados com facilidade nas matérias-primas usadas na indústria alimentar 

como o leite, a carne e os vegetais.  

O Género Weissella é atualmente constituído por 25 espécies validadas como 

W. viridescens, W. paramesenteroides, W. confusa, W. kandleri, W. 

halotolerans, W. minor, W. hellenica, W. thailandensis, W. soli, W. cibaria, W. 

koreensis, W. ghanensis, W. beninenses, W. fabaria, W. ceti, W. fabalis, W. 

Figura 13: (A) via da fosfocetolase esquema simplificado (Özcan, 2019) (B) via da 
pentose fosfato (Nelson & Cox, 2008) 

B A 
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oryzae, W. diestrammenae, W. uvarum, W. cryptocerci, W. bombi, W. 

jogaejeotgali, W. muntiaci, e W. sagaensis 

A literatura indica que tem um intervalo de temperatura de crescimento que pode 

ir de 15ºC a 45ºC com uma temperatura ótima de crescimento entre 20 e 30ºC 

(Garvie, 1967). 

Bacteriocinas produzidas por Weissella são raras (Björkroth K. J, 2002) (Fang, 

2006) e têm a sua principal origem em W. paramesenteroides, W. confusa W. 

helénica ou W. cibaria. Desta última a weissellicina 110 é das mais estudadas 

(Srionnual S, 2007).  

As espécies Weissella confusa e Weissella 

cibaria são as principais produtoras de 

exopolisacarídeos (EPS) com 

propriedades funcionais, a maior parte 

sendo homopolisacarídeos (HoPS) como o 

dextrano (figura 14), o frutano, o galactano, 

o levano e a inulina por exemplo (Björkroth 

K. J, 2002) (Lee J-S, 2002).  

 

Quanto às propriedades probióticas, as Weissella são conhecidas pela sua 

capacidade de resistir aos sucos do trato gastrointestinal como o ácido, a bílis, 

enzimas digestivas (Liu C. A., 2024). No entanto, não são ainda reconhecidas 

como GRAS por razões de segurança relacionadas com resistências a 

antibióticos, fatores de virulência (Fhoula, 2022) ou risco infecioso oportunista 

(Apostolakos, 2022). No entanto, estudos recentes mostram que algumas 

estirpes, principalmente de Weissella cibaria, conseguem ultrapassar as 

avaliações de segurança (Tian, 2025; Kang M.S, 2019). 

A descoberta de estirpes funcionais de Weissella é limitada e os estudos 

microbiológicos quase inexistentes. 

Embora tenha necessidades nutricionais complexas, a Weissella pode ser 

encontrada em vários ecossistemas (tabela 1) e consegue assim fazer parte da 

microbiota de várias matérias-primas e estar presente em muitos alimentos. 

Podem ser provenientes do solo (Magnusson J., 2002), água de lago (Yanagida, 

Figura 14: Dextrano de Weissella cibaria 
observação MET (Tingirikari, 2014) 
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2007), plantas (tomates, laranja, bagas, papaia, cenoura, rizosfera das oliveiras, 

cachos uvas…), excreções humanas, leite e pele de animais saudáveis e 

principalmente de vários alimentos fermentados como queijos de leite cru, leite 

fermentado, vegetais e enchidos (Fusco Vincenzina, 2015). 

Tabela 1: Weissella em diferentes ecossistemas (Fusco Vincenzina, 2015) 

 

3.2.2. Weissella cibaria 

Foi descrita pela primeira vez por Björkroth (Björkroth K. J, 2002) e 

posteriormente encontrada em vários alimentos fermentados tradicionais como 

fermento natural de trigo (De Vuyst, 2002), a morcela de Burgos (Santos, 2005), 

o kimchii (Kang, 2016) ou o Tarhana (Sengun, 2009).  

 

(Björkroth K. J, 2002) descreveu-a como 

uma Gram-positiva, cocobacilos em pares 

(figura 15), sem mobilidade. Catalase 

negativa, não cresce a 4ºC, mas pode 

crescer a 45ºC. W.cibaria difere das outras 

espécies de Weissella por ser capaz de 

Figura 15: Weissella cibaria numa matriz de 
EPS - Fonte: Gerado por IA (Gemini, Google 
2026) 
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crescer a temperaturas de 45ºC (Björkroth K. J, 2002). Heterofermentativa com 

produção de CO2 a partir da glucose, W.cibaria produz poucos ácidos orgânicos. 

Pode produzir grandes quantidades de EPS a partir da sacarose, que se traduz 

pela produção de um gel. Fermenta a arabinose, a glucose, frutose, maltose, 

manose, sacarose e xilose, mas não fermenta a lactose. Crescem geralmente 

em meios com concentração de NaCl até 6,5%. W.cibaria destaca-se igualmente 

pela diferença na estrutura da ponte interpeptídica do peptigoglicano em relação 

às outras Weissella (mesmo com a W. confusa que lhe é muito próxima) 

(Björkroth K. J, 2002) apresentando um peptidoglicano de tipo A3, L-Lys-L-

Ala(L-Ser)-L-Ala. 

NB: A espécie W. kimchii isolada e descrita por (Hak-Jong Choi, 2002) a partir de vegetais 

fermentados coreanos (Kimchii) era do ponto de vista filogénico muito próxima de W. cibaria. 

Através da sequenciação 16S rDNA e da hibridação DNA-DNA foram ambas consideradas como 

sendo semelhantes e reclassificada como W.cibaria (Ennahar, 2004) 

3.3. Algumas possíveis aplicações de Weissella 

O género Weissella, como muitas LAB, tem um grande potencial para aplicações 

em géneros alimentícios. 

• Contra patogénicos, como por exemplo Listeria monocytogenes 

(Kariyawasam, 2019; Fernandes, et al., 2017; Guerreiro, 2014) ou 

Helicobacter pylori (Nam H, 2002), através da produção de bacteriocinas, 

ácidos orgânicos e peróxido de hidrogénio (Fusco Vincenzina, 2015; 

Zacharof & Lovitt, 2012; Carvalho, 2015). 

• Como antioxidante. O EPS produzido por certas estirpes de Weissella tem 

fortes propriedades antioxidante e pode ser uma alternativa comercial ao 

ácido ascórbico. (A.T. Adesulu-Dahunsi, 2018) 

• Como probióticos pela capacidade, demonstrada em pelo menos oito 

estudos, de resistir a sais biliares, serem tolerantes a pH baixos, e 

sobrevivendo aos fluidos gastrointestinais. No entanto, essa capacidade 

varia entre estirpes e apresenta limitação na taxa de sobrevivência, 

principalmente sob condições simuladas (Teixeira CG B. Y.-D., 2024). 

• Principalmente pela capacidade de produzir grandes quantidades de EPS 

em meios de cultura contendo sacarose. (Weerapong Woraprayote, 2018) 
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Esses polímeros podem ser adicionados a alimentos pelas suas 

propriedades espessantes, gelificantes e emulsionantes. Compostos com 

essas características são fundamentais nas formulações da indústria 

alimentar. Para além disso os EPS também podem ser considerados 

como fibras alimentares solúveis. Com sua baixa digestibilidade, 

comparado com a inulina comercial (Teixeira CG F. A., 2021), tem uma 

grande eficácia como pré-biótico. Também pode ser usado para melhorar 

a textura dos alimentos e reduzir a sinérese (perda de líquido a partir 

duma matriz coloidal) (Lakra AK, 2020). Pode substituir o amido de milho 

nos pudins e cremes ou melhorar a textura do pão sem glúten. Pelo seu 

alto peso molecular podem também agir como crio preservadores da 

integridade das proteínas em processos de congelação como alimentos 

contendo farinhas de trigo com glúten (Xiaojuan Tang, 2019) 

MATERIAIS E MÉTODOS 
 

1. Microrganismos usados e regeneração das células 

Foram selecionadas para o estudo 8 estirpes de Weissella cibaria (Tabela 2) da 

coleção da Unidade de Microbiologia Aplicada (UMA) conservadas em meio 

MRSB (MAN, ROGOSA and SHARPE Broth; Biokar Diagnostics; Beauvais, 

França) com 20 % de glicerol (Fisher Chemicals; Pittsburgh, Pensilvânia, EUA) 

à temperatura de -80 ºC (Arca congeladora vertical Panasonic MDF-U55V; 

Tokyo; Japão). Foi verificado a pureza de acordo com os procedimentos 

descritos e normalizados (ISO 7218:2024) de cada uma delas em meio WMAG 

(Weissella Medium Agar Glucose), meio otimizado para o género (Ricciardi A., 

2009). Após incubação a 37 ºC 24 h (Estufa Sanyo MIR-262, Japão) foram 

verificadas algumas das suas caraterísticas fenotípicas como a coloração de 

Gram, o teste da catalase e a análise morfológica das células por microscopia 

ótica (Nikon Eclipse E400, Tokyo, Japão).  

Tentou-se resgatar as estirpes que não apresentaram pureza microbiológica 

(cultura mista) satisfatória por identificação por sequenciação pelo método de 

Sanger. Extraiu-se o DNA de cada uma delas por fervura em tampão TE (Tris 

EDTA) e amplificação PCR-RT (CFX96; Biorad; Hercules, Califórnia, EUA) com 

o protocolo de 5 min 95 ºC; 45 ciclos 20 s 95 ºC,  20 s 55 ºC, 90 s 72 ºC; 10 min 
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72 ºC e com os primers 27F (5' - AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3') e 1492R 

(5' - TACGGYTACCTTGTTACGACTT - 3'), seguida de purificação do Amplicon 

com o kit NZYGelpure (NZYTECH; Lisboa, Portugal) e quantificação no Qubit™ 

3 Quantitation (Invitrogene; Carlsbad, Califórnia, EUA). 

Foi feita a repicagem duma colónia isolada pura de Weissella cibaria para meio 

WMBG (Weissella Medium Broth Glucose) e a incubação a 37 ºC durante 24 h. 

Após uma centrifugação a 5000 g 2 min (Mikro20; Hettich; Alemanha), foi 

eliminado parte do WMBG e ao restante foi adicionado glicerol (Fisher 

Chemicals; Pittsburgh, Pensilvânia, EUA) estéril até uma concentração final de 

20 % (V/V). Guardaram-se alíquotas à temperatura de -20 ºC (Cultura Stock de 

trabalho), para a realização de todos os ensaios, e a -80 ºC para a reposição na 

coleção do laboratório. 

As estirpes de Weissella são provenientes da caraterização microbiana de 

amostras de leite de ovelha, cardo, coalhada e queijo duma produção de Queijo 

da Serra DOP. Foram pré-identificadas a partir de isolados por sequenciação do 

gene 16SrDNA (Rocha, 2023). 

Tabela 2: Estirpes de Weissella spp da coleção da UMA 

 

 

2. Meios de cultura usados 

A preparação, controlo e armazenamento dos meios de cultura usados no 

trabalho foram realizados de acordo com a norma ISO11133:2014/Amd2020 

(ISO 11133:2014/Amd2: 2020)  

Os ensaios foram realizados a partir de culturas de trabalho (-20 ºC), 

recuperadas em WMBG ou WMAG e com incubação a 37 ºC durante 24 h. 

Foram testados vários meios de cultura (compostos ou Comerciais) para 

Weissella: Man Rogosa and Sharp Agar/Broth (MRSA; VWR/Advantor, 
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Pensilvânia, EUA) / MRSB; Biokar Diagnostics; Beauvais, França), Agar Nutritivo 

(AN, Biokar Diagnostics; Beauvais, França), Triptona Soja Agar (TSA; Liofilchem; 

Düren, Alemanha), Mueller-Hinton (MH; Himedia; Honeywell; Charlotte, EUA) e 

os meios elaborados para Weissella WMAG/WMBG 2 % (Ricciardi A., 2009) cuja 

composição consiste em 0,5% (m/V) de triptona (Biokar Diagnostics; Beauvais, 

França), 0,75 % (m/V) de extrato de levedura (Biokar Diagnostics; Beauvais, 

França), 0,1 % (m/V) de di-hidrogenofosfato de potássio heptahidratado (Riedel; 

Seelze, Alemanha), 0,5 % (m/V) de acetato de sódio (Scharlau Chemie; 

Sentmenat, Barcelona, Espanha), 0,5 % (m/V) de citrato de sódio (Merck; 

Burlington, Massachusetts, EUA / Darmstadt, Alemanha), 0,05 % (V/V) de Tween 

80 (Prolabo BDH; Fontenay-sous-Bois, França), 0,002 % (m/V) de Sulfato de 

magnésio heptahidratado (Merck; Burlington, Massachusetts, EUA / Darmstadt, 

Alemanha), 0,0005 % (m/V) de Sulfato de manganês monohidratado (Scharlau 

Chemie; Sentmenat, Barcelona, Espanha) e 1,6 % (m/V) de Agar (Biokar 

Diagnostics; Beauvais, França) para o meio WMAG. Após autoclavagem a 121 

ºC durante 15 min é adicionado uma solução de glucose a 20% (m/V) (Scharlau 

Chemie; Sentmenat, Barcelona, Espanha) previamente esterilizada por filtração 

em membrana de 0,22 m de maneira a obter uma concentração final de 2 % 

(m/V). 

 

3. Condições de cultura usadas 

3.1. Efeito da fonte de carbono e da temperatura, no crescimento 

Ao meio WMB (Weissella Medium Broth sem açúcar) foram adicionadas várias 

fontes de carbono para uma concentração final de 2 % (m/V). Para estes ensaios 

foram usados a D(+)-glucose  monohidratada (Scharlau Chemie; Sentmenat, 

Barcelona, Espanha), a Maltose monohidratada (Merck;  Burlington, 

Massachusetts, EUA / Darmstadt, Alemanha), a D(+)-Manose (Sigma 

Aldrich/Merck; St. Louis, Missouri, EUA), D(+)-Sacarose (Fischer Chemical; 

Waltham, Massachusetts, EUA), a Lactose monohidratada (Prolabo/VWR; 

Fontenay-sous-Bois, França) e a Trealose (technical grade; Sosa; Navarcles, 

Barcelona, Espanha). 
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Os ensaios foram realizados em microplacas transparentes estéreis de 96 poços 

de fundo liso (F-Bottom) com aneis de condensação (Greiner Bio-One; 

Kremsmünster, Áustria). 

O inóculo foi preparado a partir de culturas frescas em fase exponencial de 

crescimento, puras, provenientes de WMAG, em Peptona Sal 0,1 % (m/V) 

(Maximum Recovery Diluent; Merck; Burlington, Massachusetts, EUA / 

Darmstadt, Alemanha) numa concentração de 1 McFarland (correspondente a 

cerca de 3.0x108 UFC/mL para LAB com menos de 24 h (Sagar Aryal, 2025)). 

Após diluições até uma concentração de 105 UFC/mL em PS 0,1 % (m/V), foi 

inoculado 10 L para cada 190 L de meio WMB colocado no poço. 

A placa foi incubada diretamente no espetrofotómetro THERMO SCIENTIFIC 

Multiskan Skyhigh touch (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts; EUA) com 

leitura da Absorvância (DO = 600 nm) a cada 30 min e agitação prévia de 8 s a 

gestão do ensaio foi realizada pelo software Skanit Microplate Reader v.6.1.1.7 

(Thermo Scientific; Waltham, Massachusetts; EUA). 

Foram testadas temperaturas de incubação de 22ºC, 30ºC e 37ºC até 24h para 

as 7 estirpes de Weissella cibaria. Todos os testes foram realizados em 

triplicado. 

Para cada estirpe e para cada temperatura foi calculada a taxa de crescimento 

(h-1) na base da fórmula usada na secção 3.3 

3.2. Efeito do pH no crescimento 

Foi realizado um screening prévio da capacidade de crescimento dentro duma 

gama de pH de 2,44 a 8,67 num meio WMBG em tubo ajustado com HCl 1M  

(Prolabo BDH; Fontenay-sous-Bois, França) e NaOH 3 M (LabChem; Zelienople, 

Pensilvânia, EUA) com o potenciómetro (Orion 4 Star; ThermoScientifics 

Whaltham; USA). A ausência de turvação do meio de cultura inoculado no fim de 

24 h de incubação a 37 ºC, indicou uma incapacidade de crescimento da estirpe 

ao pH referido.  

Dos resultados preliminares foram selecionadas, para o estudo de crescimento, 

gamas de pH de 4 a 9 (tabela 3) para testes em microplaca de 96 poços, com o 

método semelhante ao usado para a fonte de carbono (secção 3.1). 
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Tabela 3: pH testados com Weissella 

*sem ajuste 

3.3. Curva padrão de crescimento (DO vs UFC) e taxa de crescimento 

Para a elaboração da curva padrão efetuou-se diluições com WMBG duma 

suspensão de células das estirpes PFM1501 e PFM1679, em duplicado, de 

maneira a obter 5 valores de DO (=600nm) no espetrofotómetro UV-VIS 

(THERMO SCIENTIFIC Multiskan Skyhigh touch, USA) compreendidos entre 0,1 

e 0,8. 

Calculou-se a taxa de crescimento de cada estirpe a partir de dois pontos 

experimentais da fase exponencial de crescimento. Considerou-se a média 

como taxa de crescimento aproximada das Weissella em estudo 

 

Fórmula:     µ𝑚𝑎𝑥 =
ln 𝑁2− ln 𝑁1

Δt
 

N2: concentração de células no tempo t2 (fim da fase exponencial) 

N1: concentração de células no tempo t1 (início da fase exponencial) 

t: tempo decorrido entre as duas medições 

 

Calculou-se igualmente o tempo de geração (tg).  

tg = ln2/ max 

 

 

 

 

 

 pH 

Antes 
autoclavagem 

4,00 4,96 5,52 5,97 6,55* 7,04 7,96 8,99 

Depois 
autoclavagem 

4,02 4,96 5,54 5,99 6,52 6,96 7,65 8,73 
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4. Caraterização bioquímica dos isolados 

 

 

Figura 16: Testes bioquímicos - Fonte: Gerado por IA (Gemini, Google 2026) 

Determinou-se o perfil fenotípico por testes bioquímicos: coloração de Gram e 

da catalase (indicadores de LAB), da motilidade e da nitrato redutase em meio 

Nitrate Motility Agar (NMA; CondaLab; Madris, Espanha), da produção de Indole 

em meio Tryptophan Broth (TB; Biokar Diagnostics; Beauvais, França) que indica 

a presença duma triptofanase que degrada o aminoácido triptofano em índole e 

que, quando reage com o reagente de Kovacks (Merck; Darmstadt, Alemanha), 

gera um anel de cor vermelha (figura 16). 

Com o teste de Vosges-Proskaeur VP em meio MethyRed Vosges-Proskaeur 

(MRVP; Liofilchem; Düren, Alemanha) pretendeu-se identificar a fermentação da 

glucose a 37ºC pela via butilenoglicólica com produção de acetoína (acetil-metil-

carbinol). Este último composto na presença de Hidróxido de Potássio 40% (m/V) 

(KOH; Pronolab; Santo Domingo de Guzmán, República Dominicana) 

transforma-se em diacetilo e após adição de solução alcoólica de alfa-naftol 0,5% 

(m/V) (Merck; Darmstadt, Alemanha) em etanol 100 % (Applichem Panreac; 

Barcelona, Espanha/ Darmstadt, Alemanha) ocorre uma catálise com produção 

de um anel vermelho característico que indica resultado positivo (MacFaddin, 

1981). (figura 16) 

Determinou-se a produção de amílase pela hidrólise do amido em meio de Agar 

Nutritivo (AN; BiokarDiagnostics; Beauvais, França) com amido solúvel 0,5 % 

final (m/V) (Merck; Darmstadt, Alemanha). Após crescimento de 24 h a 37 ºC, 

um resultado positivo traduz-se, na presença de lugol (solução iodo), no 
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aparecimento duma zona transparente à volta da estirpe. Um resultado negativo 

traduz-se por uma coloração roxa do agar devido à presença de amido. 

Avaliou-se a produção de protease no meio WMAG com caseína de soro bovino 

2 % (m/V) final. Após crescimento até 48 h a 37 ºC, um resultado positivo traduz-

se pelo aparecimento duma zona de precipitado branco à volta das colónias 

resultante da hidrólise da caseína em aminoácidos menos solúveis no meio. 

Determinou-se a atividade lipolítica no meio WMAG com óleo de coco 1 % (m/V) 

final (óleo de uso alimentar) e tween 80 a 1,06 % (m/V) (Prolabo/VWR; Paris, 

França) para facilitar a emulsão. Após crescimento até 48h a 37ºC, um resultado 

positivo traduz-se por uma zona de hidrólise à volta das colónias. 

A produção de urease foi determinada no meio Urea Agar Base Christensen ISO 

6785 (UA; VWR/Avantor, Pensilvânia, EUA) suplementado com ureia a 40 % 

(VWR/Advantor, Pensilvânia, EUA). Essa enzima hidrolisa a ureia provocando a 

alcalinização do meio que toma uma cor rosa-choque caraterístico, após 

crescimento 24 h a 37 ºC. 

A prova da lecitinase foi determinada em meio AN com gema de ovo 5 % (Oxoid; 

Hampshire, Reino Unido). Essa enzima hidrolisa a lecitina produzindo uma zona 

opaca branca (compostos insolúveis) ao redor das colónias, após crescimento 

24 h a 37 ºC. 

A Lisina Descarboxilase (LDB; Oxoid; Hampshire, Reino Unido) cujo teste dá 

positivo (cor roxa) quando ocorre alcalização do meio por hidrolise da lisina em 

putrescina, após crescimento 24 h a 37 ºC. A sua presença nas LAB é um 

indicador de virulência. 

Determinou-se a atividade da fosfatase ácida, uma hidrolase que catalisa grupos 

fosfatos de moléculas orgânicas como esteres fosfóricos em pH ácidos (4,5-6,0) 

libertando fosfatos inorgânicos. Preparou-se extemporaneamente o reagente 

fosfatase ácida de acordo com a norma ISO 15213-2 anexo B4, adicionando α-

naftil fosfato monossódico 2 % (m/V) (Acros Organics; Geel, Bélgica) e Fast Blue 

B Salt 4 % (m/V) (Sigma; St. Louis, Missouri, EUA) ao tampão de acetato pH 4,6. 

O tampão acetato foi preparado dissolvendo 0,3 mL de ácido acético glacial e 

0,4 g de acetato de sódio em 1000 ml de água desionizada. 
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Para a sua determinação, num papel filtro tipo Whatman realizou-se o esfregaço 

de colónias provenientes duma cultura fresca em meio sólido (WMAG). Colou-

se uma gota de reagente fosfatase ácida na colónia, que reage na presença de 

fosfatase, resultando no aparecimento duma cor roxa-escura intensa (libertação 

da fenolftaleína) em 3 a 4 min. 

5. Capacidade de produção de compostos funcionais 

5.1. Acido Linoleico Conjugado (CLA) 

Aplicou-se o método de triagem rápida (screening) descrito por (Barrett, 2007) 

para analisar as capacidades de produção de ácido linoleico conjugado de 

culturas bacterianas.  

Ao meio de cultura WMBG pH 7.0, adicionou-se ácido linoleico livre (LA; Acros 

Organics; Geel, Belgica) a 0,5 mg/mL (em etanol puro) e Tween 80 a 2 % (m/V) 

(Prolabo/VWR; Paris, França). Inoculou-se o meio com a estirpe em teste e 

incubou-se a 37 ºC até 48 h. 1 mL da cultura foi centrifugada a 20000 g durante 

1 min (Mikro 20, Hettich; Alemanha). Ao sobrenadante acrescentou-se 2 mL de 

isopropanol (Biochem Chemopharma; Cosne-Cours-sur-Loire, França), 

vortexou-se e aguardou-se 3min. Os ácidos gordos foram extraídos adicionando 

1,5 mL de hexano (Honeywell; Charlotte, Carolina do Norte, EUA), agitando a 

solução e deixando em repouso 3 min. Mediu-se a absorvância =233 nm por 

espetrofotometria (ThermoScientifics; Multiskan Skyhigh touch; Whaltham; USA) 

da fase solúvel no hexano.  

Quantificou-se o CLA através da elaboração da curva padrão de CLA (Naturmil 

1000 mg) em hexano de maneira a obter concentrações indo de 0 a 160 mg, 

relacionando a absorvância com a concentração.  

5.2. Produção de antioxidantes 

Para a determinação da atividade antioxidante recorreu-se a métodos 

espectrofotométricos que avaliam diferentes mecanismos químicos como a 

transferência de eletrões (ET), de átomos de hidrogénio (HAT) ou a quantificação 

de compostos redutores como compostos fenólicos, por exemplo. 

5.2.1. Preparação prévia das Amostras 

A partir duma cultura das estirpes em WMBG a 37 ºC overnight, foram obtidos 

os CFS (isentos de células) por centrifugação a 8000 g durante 5 min (Gyrozen 
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1536; Coreia do Sul), seguida duma filtração em membrana de 0,45m 

(Avantor/VWR; Pensilvânia, EUA).  

Da mesma cultura procedeu-se à centrifugação de 1mL e efetuou-se a lavagem 

do pellet (células) em PBS pH 7,2. A lise dessas células foi realizada pelo método 

da homogeneização com esferas (BeadsBug™; Benchmark Scientific; 

Sayreville, EUA) de maneira a podermos avaliar da atividade do conteúdo 

intracelular das células bacterianas. 

Finalmente realizou-se a análise da atividade antioxidante do EPS purificado de 

cada estirpe produtora. 

5.2.2. Métodos de análise 

A atividade antioxidante foi determinada pelos seguintes métodos:   

• ABTS (mecanismo de ET) que mede a atividade de eliminação de radicais 

ABTS (2,2-Azino-bis-(3-etilobenzotiazolina-6-sulfonato) (Roberta Re, 1999). 

À uma solução de ABTS (7mM) (Sigma; St Louis, Missouri, EUA) é 

adicionado (1:1) uma solução de Persulfato de Sódio 2,45 mM (Honeywell; 

Charlotte, Carolina do Norte, EUA) oxidando-a a ABTS+. Resulta uma cor 

verde-escura. A presença de antioxidantes reduz o ABTS+ provocando a 

descoloração da solução (fica incolor). A solução de ABTS/Persulfato Sódio 

(ABTS+) foi preparada e armazenada a temperatura ambiente por 16-18h 

num local escuro. Efetuou-se uma diluição dessa solução com metanol até 

conseguir uma DO (=735nm) de 0,7±0.05. Numa microplaca 96 poços de 

fundo liso, colocou-se 25 L de amostra e adicionou-se 200 L de ABTS+. 

Depois de uma incubação de 6 min no escuro, mediu-se a absorvância 

(=735nm) no espetrofotómetro Varioskan LUX Multimode Microplate Reader 

(ThermoScientific, Vantaa, Finland). O zero é realizado com metanol 

enquanto o branco (controlo) é feito com meio WMBG+ABTS. As amostras 

foram analisadas em triplicado. Para a quantificação foi realizada uma curva 

de calibração com Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-

carboxílico; Tokyo Chemical Industry Co LTD; Tokyo, Japão) sendo os 

resultados expressos em mg/ml de equivalentes de Trolox (TEAC) ou em % 

de inibição do radical ABTS+ que representa a capacidade de neutralizar 

radicais livres. Quando maior a percentagem, maior a eficácia e a 



34 
 

concentração de antioxidantes presentes na amostra analisada. A atividade 

em %ABTS: 

ABTS +  (%) = 100 −  
𝐷𝑂𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎−𝐷𝑂𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜

DO𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜
 × 100 

O TEAC é calculado a partir da equação da reta da curva padrão realizada 

com Trolox.  

 

• DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine) (mecanismo de HAT) que mede a 

capacidade de neutralizar o radical livre DPPH que, na presença de 

antioxidante (dadora de hidrogénio), muda a cor de roxo em solução 

metanólica para amarelo, apresentando um máximo de absorvância a 520 

nm. É um método baseado no procedimento de (W. Brand-Williams, 1995) 

modificado por (Shi, 2019). Numa microplaca 96 poços de fundo liso, colocou-

se 50 L de amostra a 200 L duma solução extemporânea de DPPH 60 M 

(Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA) em metanol, mantida no escuro por 30 min. 

Realizou-se a leitura da absorvancia a =520 nm no espetrofotómetro 

Varioskan LUX Multimode Microplate Reader (ThermoScientific, Vantaa, 

Finland). O zero foi realizado com metanol e o branco com WMBG+DPPH. 

As amostras foram analisadas em triplicado. Para a quantificação foi 

realizada uma curva de calibração com Trolox e os resultados foram 

expressos em equivalentes de Trolox (TEAC). A atividade é dada pela 

fórmula: 

 

DPPH (%) =  

 

• Compostos Fenólicos totais (TPC). A determinação foi efetuada pelo 

método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu a partir do procedimento 

descrito por Rahmanian (Rahmanian, 2014). O reagente de Folin-

Ciocalteu (Applichem Panreac; Darmstadt, Alemanha / Barcelona, 

Espanha), que contém ácidos fosfotúngstico e fosfomolíbdico, apresenta 

em meio alcalino uma cor transparente que passa para azul, na presença 
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de compostos fenólicos, com um máximo de absorvância a 765 nm. Num 

tubo Eppendorff de 1,5 mL, a 100 L de amostra adicionou-se 200 L de 

reagente Folin-Ciocalteu 0,2M e homogeneizou-se a mistura. Adicionou-

se 800 L de Carbonato de sódio 7 % (m/V) (Na2CO3; ChemLab; 

Zedelgem, Bélgica) e aguardou-se reação no escuro no mínimo 2 h a 

temperatura ambiente. Para a leitura no espetrofotómetro, transferiu-se 

200 L da solução para um poço duma placa 96 poços de fundo liso. A 

presença de TPC foi medida por espetrofotometria a =765 nm no 

espetrofotómetro Varioskan LUX Multimode Microplate Reader 

(ThermoScientific, Vantaa, Finland) (Singleton, 1965) (Luís M. Magalhães, 

2008). Para quantificação foi realizada uma curva de calibração com ácido 

gálico (Acros Organics; Geel, Bélgica) e os resultados foram expressos 

em equivalentes de ácido gálico (GAE). As amostras foram analisadas em 

triplicado e atividade foi dada pela fórmula: 

𝑚𝑔 𝐺𝐴𝐸/𝑔 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 =
((DOamostra − b)/m x Fd) ± √𝑏2 − 4𝑎𝑐

m amostra
 𝑥 𝑉 

5.3. Produção de diacetilo 

 

Foi determinada a capacidade de produção de diacetilo, de acordo com o método 

de Barrit (de Moraes, 2017). Usaram-se 4 meios para testar a produção de 

diacetilo: 

• Meio SCM (Skimmed Cow Milk) composto de leite de vaca magro em pó 

a 1 % (w/v) (Molico; Nestlé, Vevey, Suíça) autoclavado durante15 min a 

110 ºC 

• Meio SCM autoclavado durante 15 min a 110 ºC e posteriormente 

suplementado com citrato 0,1 % (m/V) (Merck; Darmstadt, Alemanha) 

esterilizado por filtração 0,45 m 

• Leite de vaca UHT magro (Mimosa; Porto, Portugal) 

• Leite de vaca UHT magro (Mimosa) suplementado com citrato 0,1 % (m/V) 

esterilizado por filtração 0,45 m 

 

A 10 mL de meio foram adicionados 50 L dum inóculo de cultura overnight 37 

ºC em WMBG. Após incubação a 30 ºC durante 24 h em aerobiose e com 
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agitações frequentes, a 5mL de cultura foram adicionados 2,5 mL de solução de 

alfa-naftol 0,5 % (m/V) (Merck; ref.106223) em etanol absoluto 5 mL duma 

solução alcalina de creatina-KOH (KOH 40 % m/V, Labchem; Zelienople, 

Pensilvânia, EUA; creatina 0,3 % m/V; Fluka; Buchs, Suíça). Agitamos durante 

30 s de 10 em 10 min até perfazer 30 min. O aparecimento dum anel rosado no 

topo indica um resultado positivo. Como controlo positivo foi usado 50 mL de 

SCM 1% (m/V) com 50 L de diacetilo (Sigma; St. Louis, Missouri, EUA). 

 

5.4. Atividade antimicrobiana 

A determinação da atividade antimicrobiana seguiu o método descrito por 

(Fernandes, et al., 2017) de spot-on-lawn em meio de Mueller-Hinton (Himedia; 

Mumbai, Índia) com glucose 2 % final (V/V) (Scharlau Chemie; Sentmenat, 

Barcelona, Espanha), inoculado com a estirpe alvo por espalhamento com 

zaragatoa duma cultura numa concentração final de 106 UFC/mL. Foram 

testados spots de 10 L de cada estirpe de Weissella (e da B391) contra as 

estirpes indicadas na tabela seguinte (tabela 4):  

Tabela 4: Estirpes alvo na pesquisa da atividade antimicrobiana 

Género espécie Referencia 

Bacillus cereus (NCTC10320), 

Bacillus cereus (NCTC11143), 

Pseudomonas aeruginosa (NCTC12903), 

Listeria monocytogenes (NCTC10527), 

Listeria ivanovii (NCTC11846) 

Escherichia coli (NCTC12241) 

Enterococcus faecalis (NCTC775) 

Staphylococcus aureus (NCTC12981) 

Salmonella enterica ssp enterica serovar Enteritidis (ATCC13076 / 25928) 

Lactobacillus salivarius (ATCC11741) 

Lactobacillus casei (estirpe selvagem UMA B232) 

Clostridium perfringens (NCTC8237) 

Saccharomyces cerevisiae (NCTC10716) 

Aspergillus flavus (estirpe selvagem UMA MATA233) 

Candida albicans (ATCC10231). 

Penicillium* spp (estirpe selvagem UMA MATA232) 

Botrytis* cinerea (ATCC12481) 

Cladosporium* spp (estirpe selvagem UMA MATA237) 

*Incubação 37 ºC com humidade até observação de crescimento suficiente (1 a 10 dias). 

* Incubação 25 ºC com humidade até observação de crescimento suficiente (1 a 10 dias). 

Nota: A temperatura de crescimento de B.cinerea deve estar entre 18-25 ºC para haver 

crescimento em ambiente com alguma humidade. 
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Foi usado L. plantarum B391 como controlo de produção de bacteriocina 

(identificada anteriormente como plantaricina), apresentada  como 

termorresistente até 121 ºC e estável a 4 ºC, de natureza proteica (peso 

molecular de 6kDa), ativa (no CFS) contra 31 de 36 estirpes selvagens de 

Listeria monocytogenes, contra L.ivanovii (NCTC) e L.innocua (NCTC), assim 

como contra Enterococcus faecalis (NCTC 775) e Clostridium perfringens (NCTC 

13170) (Fernandes, et al., 2017; Loureiro, 2015). 

Testes adicionais. Sempre que se observou uma atividade antimicrobiana, mas 

não resultante do CFS, foram realizados os seguintes ensaios. 

• Realizaram-se ensaios de indução por co-cultura (Weissella + Listeria 

monocytogenes) em WMBG, com inóculo inicial de 104 UFC/mL de ambas as 

estipes, de acordo com o método de (Maldonado-Barragán, 2013).  O CFS de 

Weissella/Listeria foi aplicado por spot-on-law contra a Listeria monocytogenes 

a 106 UFC/mL, segundo o método já descrito anteriormente. 

• Realizaram-se ensaios de indução por metabolitos produzidos pelo 

microrganismo alvo. Obteve-se o CFS da Listeria monocytogenes incubada 24 

h a 37 ºC no meio TSEYB, composto pelo meio Triptone Soy Broth 3 % m/V 

(TSB; Biokar Diagnostics; Beauvais, França) e complementado com extrato de 

levedura 0,6 % m/V (Biokar Diagnostics; Beauvais, França). Após neutralização 

do pH, adicionou-se esse CFS ao meio WMBG, procedendo-se de seguida à 

inoculação com a estirpe de Weissella e à incubação a 37 ºC Overnight. O CFS 

resultante desta 2º incubação foi aplicado pelo método de spot-on-law contra 

Listeria monocytogenes a 106 UFC/mL de maneira a verificar uma possível 

indução da secreção de bacteriocina no CFS das Weissella. 

5.5. Produção de EPS 

5.5.1. Screening inicial 

Foi usado um método rápido para detetar as estirpes produtoras de EPS, 

determinada pela presença de um crescimento mucoide num meio sólido 

suplementado com sacarose 6% (Quattrini, 2020) .  

Após crescimento prévio em WMBG overnight 37ºC e centrifugação a 10000 g 4 

ºC durante 10 min, as células foram ressuspensas em PBS pH 7,2 e inoculadas 

por estria num meio WMAS6 composto por meio WMA (WMAG sem glucose – 
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secção 2) com 6 % final (V/V) de sacarose (Fisher Chemicals; Waltham, 

Massachusetts, EUA), WMAS2 (WMA com 2 % final (V/V) de sacarose) e 

WMAG. Após incubação 37 ºC até 48 h verificou-se a presença de colónias 

mucoides.  

5.5.2. Produção de EPS 

Das estirpes produtoras selecionadas de acordo com o screening efetuado 

(secção 5.5.1), isolou-se e purificou-se os EPS produzidos em meios WMBS6 

(líquido) e WMAS6 (sólido), pelo método de precipitação com álcool (Yu Y. J., 

2018). Seguiu-se etapas de purificação. O método consistiu nos seguintes 

passos. 

• A partir de produção de EPS em meio líquido: inoculou-se 1 mL duma 

cultura overnight 37ºC em WMBG em 9 mL de WMBS6 (Zhou B., 2024). 

• A partir de produção de EPS em meio sólido: a partir duma cultura 

overnight 37ºC em WMBG inoculamos uma placa de WMAS6 e WMAS2 com 

uma ansa de 10 L por esgotamento. 

Na estufa refrigerada e programável (Panasonic MIR-154-PE, Japão) 

incubaram-se as placas WMAS6 e WMAS2 e os tubos WMBS6 a 37 ºC durante 

15 h, até à fase estacionária, e de seguida a 25 ºC durante 48h para produção 

de EPS.  

Os tubos foram centrifugados a 10000 g durante 30 min a 4 ºC (Centrífuga 

Gyrozen 1536, Coreia do Sul) e recuperou-se o sobrenadante (cerca de 10 mL). 

As placas (superfície) foram lavadas com 10mL duma solução tampão de PBS 

pH 7 e recolheu-se a amostra. Centrifugou-se a 10000 g durante 30 min a 4 ºC 

e recuperou-se o sobrenadante (cerca de 10 mL).  

Aos 10 mL de amostra adicionou-se 30 mL (1:3) de etanol 95 % frio (-20 ºC) 

(Etanol absoluto, Applichem Panreac; Darmstadt, Alemanha). Deixou-se 

precipitar a 4 ºC overnight. Após centrifugar 10000 g durante 30 min a 4 ºC, o 

sobrenadante foi eliminado e o resto de etanol foi evaporado a 50 ºC durante 1 

a 2 h ou em estufa a 37 ºC overnight. 

O pellet (precipitado) foi de seguida reidratado com 4 mL de ácido tricloroacético 

10 % (m/V) (TCA, Applichem Panreac; Darmstadt, Alemanha), para precipitar as 

proteínas, e colocado a 4 ºC overnight. 
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Etapa suplementar: para amostras constituídas por altas concentrações de EPS 

foi realizada um pre-tratamento da mesma pelo Método de Sevag (Thuy, 2018; 

Li, 2019): Aos 4 mL de pellet com TCA, adicionou-se 6 mL de água estéril 

desionizada para fluidificar a amostra. Neutralizou-se o pH com NaOH 3M e 

adicionou-se 4 volumes duma mistura de clorofórmio/1-butanol (4:1) 

(clorofórmio; AnalaR Normapur/VWR; Radnor, Pensilvânia, EUA; 1-butanol; 

Merck; Darmstadt, Alemanha) a 1 volume de amostra. Homogeneizou-se cerca 

de 20 min num agitador orbital Certomat S (Braun Biotech International/Sartorius; 

Alemanha). Depois de separar as fases por centrifugação a 5000 rpm durante 

10 min, recuperou-se cuidadosamente a fase aquosa (superior), repetindo (de 2 

a 5 vezes) até a interface entre as fases ficar límpida (sem proteínas).  Recuperar 

a amostra (<10 mL). 

A seguir a uma centrifugação a 10000 g durante 30 min a 4 ºC, recuperou-se o 

sobrenadante (~4mL de amostra) e voltou-se a precipitar o EPS com 3 volumes 

de etanol 95% frio por volume de amostra. Colocou-se a 4 ºC overnight. 

Novamente centrifugou-se a 10000 g durante 30 min a 4 ºC e eliminou-se o 

sobrenadante. Deixou-se secar o etanol em estufa 37ºC overnight ou 1h em 

estufa de 50 ºC. O pellet foi ressuspenso com 2 a 5 mL (consoante a quantidade 

de EPS obtida) de água estéril desionizada. Obteve-se o Crude-EPS (C-EPS). 

As fases seguintes de purificação envolveu uma primeira etapa de dialise com o 

sistema Slide-A-Lyser Mini Dialysis Devices MWCO 3,5 kDa (Thermo Scientific; 

Vantaa, Finland). Obteve-se o Dialysed-EPS (D-EPS). Numa segunda etapa de 

purificação o D-EPS foi passado por uma coluna Vivaspin 500 (MWCO 100kDa; 

Sartorius; Göttingen, Alemanha). Após eliminação do eluente obteve-se o EPS 

purificado (P-EPS) que foi liofilizado num liofilizador vertical de bancada com 

Bomba (MARTIN CHRIST Alpha 1-2 LD Plus, Alemanha) e guardado num 

exsicador. As amostras foram pesadas para avaliar das estirpes com maior 

produção. 

5.5.3. Efeito quorum sensing (QS) 

De maneira a identificar mecanismos de indução de produção de EPS, ou de 

estimulação via stress metabólico (esgotamento de nutrientes, densidade 

celular), as culturas de Weissella (produtora de EPS) foram cultivadas em 

WMBG overnight a 37ºC. Após centrifugação e duas lavagens das células em 
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PBS, foram inoculadas placas de WMAS6 (niveladas e com os mesmos 20 mL 

de meio) segundo esquema seguinte (figura 17) 

 

Figura 17: teste de quorum sensing em WMAS 6% 

Ponto 1: 10 L de inóculo (109 UFC/mL) correspondente ao ponto central de alta 

densidade celular, potencial fonte de QS. A placa de WMAS6 foi incubada a 37 

ºC durante 2 h antes da aplicação dos outros spots para estabelecer um 

gradiente químico inicial. 

Pontos 2; 3; 4: 2 L de inóculo (103 UFC/mL) correspondente aos pontos de 

menor densidade celular, deslocados em forma helicoidal em relação ao centro 

e situados a distâncias crescentes (10, 20 e 30 mm respetivamente em relação 

ao centro). A inoculação foi feita em duplicado. 

Uma segunda placa foi inoculada sem o ponto central (indutor) servindo de 

controlo negativo e foi incubada 2 h antes da aplicação dos pontos 2, 3 e 4. 

Após incubação de 15 h a 37 ºC, seguidas de 48 h a 25 ºC, fez-se uma leitura 

fenotípica das colónias baseada na apreciação do aspeto seco/mucoso/ropy 

(formação de fios) e viscosidade. (Wongsuphachat, 2010). 

Um teste adicional do estudo da influência da concentração de células na 

produção de EPS foi realizado inoculando em WMAS6 de 2L de células de 7 

diluições decimais decrescentes (de 108 a 0 UFC/mL) em PS foi realizado de 

maneira a verificar o efeito da densidade celular na produção de EPS. 

5.5.4. Determinação da composição do EPS 

A composição do EPS foi determinada recorrendo ao método de cromatografia 

em camada fina (TLC) dum hidrolisado de EPS, através de placas de alumínio 

revestidas com sílica gel 60 (Merck, Darmstadt, Alemanha) e sensibilizadas por 
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aplicação duma solução de Cu (II) a 0,5% (m/V) (CUSO4.7H2O, Merck; 

Darmstadt, Alemanha). 

Em 500 L de água estéril desionizada foi solubilizada uma pequena quantidade 

de P-EPS (secção 5.5.2). Em água desionizada, prepararam-se padrões de 

monossacarídeos na concentração de 0,5 % (m/V), de D(+)-glucose (Biochem 

Chemopharma; Montréal, Canadá), D(+)-galactose (Acros-Organics; Geel, 

Bélgica), D(-)-frutose (Merck; Darmstadt, Alemanha), L(+)-ramnose 

monohidratada (TCI; Tóquio, Japão) D(+)-xilose (Fisher BioReagents; Waltham, 

Massachusetts, EUA), D-arabinose (Sigma; St. Louis, Missouri, EUA) e L-fucose 

(Sigma; St. Louis, Missouri, EUA). Como controlo da hidrolise usou-se uma 

solução de amido solúvel a 0,5 % (m/V) (Merck, Darmstadt, Alemanha). 

Procedeu-se à hidrólise ácida usando 1 volume de ácido trifluoroacético 2M 

(TFA; Acros Organics; Geel, Bélgica) para 1 volume de amostra (P-EPS, padrões 

ou controlo). Com o auxílio do termobloco com aquecimento de cobertura 

(Maxigene; Stuart Scientific; Staffordshire, Reino Unido), a amostra foi submetida 

a uma temperatura de 100 ºC durante 3 h, tempo otimizado para um EPS de 

origem bacteriana (Peter Albersheim, 1967). Ao longo do processo de hidrólise, 

efetuou-se a agitação dos tubos a cada 30 min. Guardou-se o hidrolisado a 4 ºC. 

2 L dos hidrolisados foram aplicados na base da placa de TLC, tendo-se 

aumentado o número de aplicações da amostra de P-EPS quando se verificou a 

necessidade em aumentar a quantidade. 

Usou-se um solvente de migração constituído pela mistura de acetato de etilo 

(ApplichemPanreac; Darmstadt, Alemanha), ácido acético glacial 

(ApplichemPanreac; Darmstadt, Alemanha), 1-propanol (LabScan Analytical 

Sciences; Dublin, Irlanda) e água, nas proporções 4:2:2:1. A cromatografia 

realizou-se numa câmara hermética saturada de solvente, durante 2 h. A 

revelação final foi obtida pela vaporização duma solução de permanganato de 

potássio 0,5 % (m/V) (KMnO4; Merck; Darmstadt, Alemanha) em NaOH 100 mM 

(LabChem; Zelienople, Pensilvânia, EUA) onde os açúcares foram revelados 

pela cor amarela em fundo roxo após secagem. 
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A identificação do(s) monossacarídeo(s) foi feita por comparação com os 

padrões usados na mesma cromatografia. O amido, usado como referência, 

deve apresentar um único sinal correspondente à glucose. 

O resultado da amostra de EPS da estirpe PFM1679 foi posteriormente 

confirmado por espetroscopia Fourier-Transform InfraRed (FT-IR) (Nicolet IS5; 

ThermoScientific; Whaltham; USA) com sistema ID7 ATR (ThermoScientific; 

Whaltham; USA), a partir dos produtos da cromatografia após recolha dos spots 

da sílica, previamente purificados, liofilizados e conservados no exsicador.  

Realizou-se uma análise por Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC; 

UltiMate3000; ThermoScientific; Whaltham; USA) com sistema de separação em 

coluna Sugar-Pak WAT085188 (Waters; Milford; USA) e detetor IR RefractoMax 

520 (ThermoScientific; Whaltham; USA), duma amostra de EPS hidrolisado de 

PFM1679, neutralizada, purificada e filtrada (filtro seringa 0,45 m). A coluna foi 

eluída com uma solução de cálcio de EDTA a 50 mg/L em água ultrapura estéril 

e desgasificada. E eluição foi realizada em modo isocrático, com um caudal de 

0,5 mL/min. A temperatura de eluição da coluna foi de 85 ºC. 

6. Propriedades probióticas 

Foram efetuados testes de resistência (pH, sais biliares, NaCl), testes de adesão 

(hidrofobicidade, autoagregação e coagregação), de atividade antimicrobiana e 

alguns testes de segurança (fatores de virulência)  

6.1. Testes de adesão celular 

6.1.1. Hidrofobicidade superficial das células  

Este ensaio permite avaliar a propensão das bactérias (probióticos) em aderirem 

a superfícies hidrofóbicas e foi realizado de acordo com os métodos descritos na 

literatura (Kaushik JK, 2009; M. Rosenberg D. G., 1980; Vijendra Mishra, 2005). 

Para este ensaio realizou-se um teste MATH (Microbial Adhesion to 

Hydrocarbons), usando um solvente apolar (xileno). A hidrofobicidade foi 

definida pela percentagem de células que migram para a fase orgânica 

hidrofóbica.  

hidrofobicidade superficial:  (%H) =  
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6.1.2. Ensaios de autoaggregação e coaggregação  

Estes ensaios são indicadores indiretos da capacidade de colonização e de 

barreira protetora das estirpes estudadas no trato gastrointestinal. O teste de 

autoagregação foi realizado de acordo com o método descrito por Kaushih 

(Kaushik JK, 2009)  

Efetuou-se uma suspensão de células em PBS (pH=7,2) cuja concentração 

correspondeu a uma absorvância de 0,5 a =600 nm. Após forte agitação foi 

colocada por 5 h a 37 ºC sem agitação. A absorvância (=600 nm) foi medida ao 

temp t=0 h (A0); 1 h; 2 h e 5 h (At). 

% agg = 

  

Para este ensaio a estirpe em estudo, assim como uma estirpe de Escherichia 

coli e Salmonella entérica, são ajustadas, após crescimento e lavagem em PBS 

(pH=7,2), a uma concentração de células em PBS (pH=7,2) correspondente a 

uma absorvância de 0,5 a =600 nm. Após forte agitação, é feito um teste de 

sedimentação de cada uma das 3 estirpes individualmente e misturadas com a 

estirpe alvo (E.coli ou Salmonella). A incubação é feita a temperatura ambiente 

durante 1 h sem agitação. A DO (=600 nm) é medida a t=0 (A0); e 5 h (At).  

No tempo t, % coagg =  * 

 * (Handley PS, 1987) 

C1: DO estirpe em estudo no fim de 5 horas 

C2: DO estirpe alvo no fim de 5 horas 

A: DO da mistura estirpe alvo e da estirpe em estudo (1:1) no fim de 5 horas 

 

6.2. Testes de resistência aos sais biliares 

Após lavagem em PBS pH 7 de células das estirpes de Weissella obtidas duma 

cultura overnight em WMBG, efetuou-se uma suspensão de células 
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correspondente ao padrão de 1,0 McFarland. Inoculou-se 50L (1 % final) desse 

inóculo a 5 mL de WMBG (controlo) e 5 mL WMBG com sais biliares 0,3 % (m/V) 

(Oxoid; Basingstoke, Reino Unido). Após 4h de incubação a 37 ºC, efetuou-se a 

contagem das células viáveis por contagem de colónias em meio WMAG do 

tempo t=0 e do tempo t=4 h. Calculou-se a percentagem da taxa de 

sobrevivência (TS) em ambos os meios no fim de 4 h com a fórmula 

𝑇𝑆% =
𝑙𝑜𝑔 𝑈𝐹𝐶/𝑚𝐿 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

log UFC/mL inicial
 𝑥100 

 

6.3. Testes de segurança - Fatores de virulência 

 

As estirpes em estudo foram submetidas a ensaios para rastrear os fatores de 

virulência de acordo com (J. Barbosa, 2010) 

6.3.1. Teste da produção de enzimas hidrolíticas 

6.3.1.1. Gelatinase 

A prova da gelatinase foi realizada pela inoculação duma colónia fresca da 

estirpe em teste crescida em WMAG, num meio gelatina lactosada (GL; 

CondaLab; Madrid, Espanha) e suplementado com glucose 2 % (m/V). 

Determinou-se a capacidade de produzir enzimas que vão degradar a gelatina 

(da qual é constituído o meio), após um crescimento de 24h a 37ºC resultando 

na liquefação do meio mesmo após colocação de 1 h a 4 ºC. 

6.3.1.2. Lípase/atividade lipolítica  

Determinou-se a presença da atividade de lípases pelo método descrito na seção 

2. 

6.3.1.3. DNAse (Desoxirribonuclease) 

A determinação da presença da atividade dessa enzima foi realizada em meio 

DNAse test Agar (secção 2). Um resultado positivo é traduzido pelo 

aparecimento de zonas claras à volta das colónias após adição de ácido 

clorídrico 1 M.  

6.3.2. Atividade hemolítica 
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O teste determina a capacidade de lisar os eritrócitos através da produção de 

hemolisinas que transforma a estirpe num patogénico oportunista. 

Foi testada por sementeira da estirpe em estria com ansa de 10 L, em fase de 

crescimento exponencial, em placas de Columbia Agar com 5 % sangue de 

ovelha (COS; Biomerieux; Marcy-l’Étoile, França) e incubação 37 ºC até 48 h. 

Bacillus cereus (NCTC10320) é usado como controlo positivo com uma hemólise 

 (total) em redor da colónia.  

6.3.3. Aminas biogénicas:  

Para este estudo foi usado o meio de Lisina Descarboxilase (LDB) (secção 2) 

por inoculação à superfície do caldo duma colónia fresca da estirpe crescida em 

WMAG.  

 

6.4. Capacidade de Remoção do colesterol 

A capacidade de remoção do colesterol foi determinada pelo método do o-

phthalaldehyde (OPA; Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EUA) (Liu C. A., 2025) 

com modificações e adaptações. 

Para este ensaio, foi usado um meio de WMBG com sais biliares 0,3 % (m/V) 

(Oxoid; Basingstoke, Reino Unido) (Nami, 2019) e colesterol a 0,15 mg/mL final 

(Calbiochem; Darmstadt, Alemanha). Após inoculação de 10 mL de meio em 

tubo de vidro com tampa de rosca hermética e incubação a 37ºC durante 24h 

em anaerobiose (Fhoula I, 2018), foi recuperado o sobrenadante da cultura por 

centrifugação a 10000 rpm durante 15 min. Após extração com n-hexano 

(Honeywell; Charlotte, Carolina do Norte, EUA), determinou-se a quantidade de 

colesterol residual usando o método colorimétrico rápido e sensível indicado por 

(L.L. Rudel, 1973). O colesterol reage com o OPA formando um complexo 

estável colorido cuja absorvância é lida no espetrofotómetro a =550 nm. A 

concentração é determinada com ajuda curva padrão de colesterol. 

%CR =  

Cf: Colesterol quantificado na amostra 

C0: Colesterol da amostra controlo (sem inoculo) 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Nota preliminar – Controlo da pureza: A estirpe PFM1852 foi descartada do 

estudo por apresentar cultura mista. Na sua recuperação a partir do isolado a -

80 ºC apresentou dois tipos de colónias morfologicamente diferentes em WMAG. 

Os testes clássicos da coloração de Gram indicou para ambas cocobacilos 

Gram-positivos e o teste da catalase deu negativo. A identificação por 

sequenciação Sanger do gene 16S rDNA das duas estirpes presentes indicou 

tratar-se de Weissella cibaria em ambos os casos embora de estirpes diferentes. 

1. Caraterização das condições de crescimento 

1.1. Meios de cultura 

As estirpes de Weissella cibaria cresceram em todos os meios testados, 

nomeadamente MRSA, MRSB, MH, AN, TSA, WMAG e WMBG.  

Verificou-se que o meio com melhor produtividade (mais células, maior 

consistência das colónias) foi o meio WMAG e WMBG, o que era de esperar 

visto serem meios otimizados especificamente para a Weissella (Ricciardi A., 

2009).  

O MRSA/B também obteve um bom desempenho, mesmo se menor do que o 

WMAG. No entanto, estes meios comerciais têm elevadas concentrações de 

glucose (20 g/L) e fontes de azoto que, às altas temperaturas e tempos da 

autoclavagem, desencadeiam reações de Maillard resultando na formação de 

compostos escuros como a melanoidina (Echavarría, 2012). Estas podem 

originar perdas de nutrientes críticos, geração de compostos inibitórios (furfural 

por exemplo) ou alterações ligeiras do pH por formação de compostos ácidos. 

Essas ocorrências poderão ser explicadas pelos longos períodos de 

aquecimento e arrefecimento da autoclave, onde o meio fica demasiado tempo 

exposto a temperatura >100ºC. Além disso, o meio comercial não permite 

flexibilidade pois não é possível remover a glucose para testar outras condições 

de culturas, pelo que não foi selecionado para a realização dos ensaios. 
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1.2. Fonte de carbono 

Todas as estirpes de Weissella cibaria fermentaram a glucose, maltose, manose 

e sacarose o que reflete a capacidade das estirpes em usar fontes de carbono 

diversificadas. Não fermentaram a lactose e a trealose.  

Entre os açúcares fermentados, verificou-se a melhor taxa de crescimento no 

meio de WMA com a fonte de carbono glucose a 2 % (final) para as 3 

temperaturas (figura 18). Às temperaturas de 37 e 30 ºC, as taxas calculadas 

foram de 0,59 e 0,56 h-1 respetivamente, caindo para 0,24 h-1 para a temperatura 

de 22 ºC. A maltose teve desempenho idêntico à glucose para 37 ºC mas a 

produtividade diminui com a temperatura (0,58 0,38 e 0,21h-1 para 37 30 e 22ºC 

respetivamente). 

 

Figura 18: taxa de crescimento segundo a fonte de carbono e a temperatura de incubação 

A sacarose só foi testada para uma temperatura de 37ºC. No entanto, para esse 

açúcar, verificamos que a estirpe PFM1679 teve o melhor desempenho (melhor 

do que com a glucose) (figura 19) o que é um facto potencialmente significativo 

a favor da produção de EPS. Para a estirpe PFM1660 o desempenho foi pior 

com sacarose.  

 

Figura 19: Crescimento em Sacarose 2% 
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Com a manose, a fase LAG é mais demorada (Figura 20), sendo de 6 h com 

glucose e de 15 h para a manose.  Isso explica-se pelo facto da glucose ser a 

fonte de carbono preferencial para a maioria das LAB e que a utilização de outros 

açúcares secundários, como a manose, está sob controlo da Repressão 

Catabólica pelo Carbono (CCR) (Görke, 2008), principalmente quando o inóculo 

provém dum meio de pré-cultura com glucose, o que foi o caso (WMBG). A fase 

de adaptação para remover essa repressão consome tempo e energia celular 

prolongando a fase LAG. 

 

Figura 20: Curva de crescimento Glucose vs Manose 

1.3. Temperatura 

Para a mesma temperatura de 37 ºC os níveis de crescimento obtidos com a 

maltose e a glucose são praticamente idênticas (figura 18). Em fisiologia 

bacteriana a glucose e a maltose partilham vias metabólicas de elevada 

eficiência como a glicólise, o que resulta em taxas de crescimento muito 

similares. 

A maior taxa de crescimento para a glucose foi obtida para a temperatura de 37 

ºC (secção 1.2 resultados e discussão). Embora muitas LAB prefiram 

temperaturas de 30ºC para seu catabolismo fermentativo, o maior crescimento a 

37ºC pode explicar-se pela própria fisiologia dessas estirpes. Estudos mostraram 

uma ampla tolerância térmica entre espécies de Weissella que podem variar de 

15 ºC para algumas e 42-45 ºC para outras (Björkroth K. J, 2002).  

Para 30ºC, quando comparados com 37ºC, as taxas de crescimento mantiveram-

se para a glucose (0,59 contra 0,56 h-1) até melhoraram para a manose (0,24 

contra 0,27 h-1), mas caiu para a maltose (0,58 contra 0,38h-1).  

LAG LAG 
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Para a temperaturas de 22ºC verificou-se uma grande queda na taxa de 

crescimento das estirpes de Weissella independentemente da fonte de carbono 

usada. Comparativamente com a temperatura de 37 ºC, a produtividade caiu 64 

% para a maltose, 54 % para a glucose e 30 % para a manose. Essa diminuição 

deve-se à desaceleração dos transportes celulares e à menor atividade 

enzimática derivada da temperatura.  

1.4. pH e acidificação do meio 

No primeiro screening efetuado entre pH de 2.4 e 8.67, verificou-se uma 

ausência de crescimento das Weissella abaixo de pH 4.02. Para o ensaio em 

microplacas, na gama selecionada (pH entre 4.0 e 9.0), as estirpes de Weissella 

têm sensibilidades e crescimentos diferentes consoante o pH considerado. Não 

crescem para valores de pH inferiores ou iguais a pH 4 (à semelhança do ensaio 

em tubo) e valores iguais ou superiores a pH 8.73.  

Verificou-se que uma maior acidez do meio tem tendência para prolongar a fase 

LAG. Essa fase dura entre 7 a 8h quando o pH é de 6.55 e prolonga-se para 

cerca de 20 h quando o pH desce para 4.96 (Figura 21).  

 

Figura 21:  Influencia do pH no crescimento 

Isso deve-se ao impacto direto da acidez na homeostasia celular, obrigando a 

Weissella (que é tolerante ao ácido) a um período de adaptação onde, durante 

as primeiras horas, a energia da célula é desviada da síntese de biomassa para 

a manutenção da homeostasia do pH (Siegumfeldt H, 2000). 

A estirpe PFM1679 e PFM1660 têm os melhores desempenhos para pH mais 

elevados entre 6.96 e 7.65 (Figura 24). No entanto, PFM1679 apresenta um dos 

piores crescimentos para pH de 5.5 (figura 22).  
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Figura 22: crescimento a pH 7,65 e a pH 5.5 

A estirpe PFM1660 tem um espetro de tolerância ao pH mais amplo do que as 

outras estirpes testadas. Apresenta o melhor desempenho nas gamas alta de pH 

(até 8.73) mas igualmente nas gamas mais baixas (pH 5.5), o que lhe confere 

uma tolerância maior às variações de pH (figura 22). 

As estirpes PFM1861 e PFM1863 são as estirpes de menor tolerância para pH 

elevados (pH 7,65) como se pode observa na figura 22. 

1.5. Cinética de crescimento 

A interpretação dessas constantes é fundamental para avaliar a eficiência 

metabólica e a aptidão competitiva das estirpes. Visto que as curvas de 

crescimento das Weissella (teste de temperatura e fonte de carbono) foram 

praticamente semelhantes para a temperatura de 37 ºC e para um pH de 6.5, 

optou-se pela realização da curva de crescimento de duas das 7 estirpes 

(PFM1501 e PFM1679), num ensaio em duplicado, e extrapolando os resultados 

obtidos às outras estirpes de Weissella definindo a taxa de crescimento 

específica (max) média obtida. O cálculo da taxa específica de crescimento 

(max) média das estirpes de Weissella cibaria indicou um max de 0,442 h-1 

(tabela 5). 

Tabela 5: cálculo da taxa específica média de crescimento das Weissella cibaria PFM1501 e PFM1679 

  taxa específica de crescimento (h-1) 

estirpes PFM1501 PFM1679 média 

 max 0,411 0,473 0,442 

 

Isso indica que, durante a fase de crescimento exponencial, a população de 

estirpes de Weissella cibaria aumenta a sua biomassa em cerca de 44 % a cada 

hora. Segundo o guia de interpretação estatístico de (Allen RJ, 2018) podemos 



51 
 

considerar uma taxa moderada a rápida que é comum para bactérias em meio 

rico. 

Cálculo do tempo de duplicação:  

tg= (Ln2) / max 

tg= Ln2/0,442 = 94min 

O número de células de Weissella duplica em média a cada 94 min na fase 

exponencial. Esses dados são importantes nos processos de fermentação em 

bioreatores porque permitem definir os tempos de permanência e a taxa de 

diluição ideal para maximizar a produtividade.  

Em termos microbiológicos é um crescimento rápido que indica que as condições 

de cultura das Weissella estão perfeitamente adequadas a um crescimento 

eficiente. Num estudo (Quattrini, 2020), comparando 23 estirpes de Weissella 

cibaria e 7 de Weissella confusa, o autor determinou que, em condições 

otimizadas, o max pode atingir até 0,93 h-1. Obteve-se um resultado inferior, 

mas, no entanto, o valor poderá indicar uma oportunidade para otimizar as 

condições de cultura das estirpes estudadas. Além disso, em termos 

comparativos gerais essa taxa mantém-se bastante competitiva. Um 

Lactobacillus acidophilus mostrou um max de 0,289h-1, um Lactococcus lactis 

um max de 0,100 a 0,129h-1 e alguns Lactobacillus casei um max de entre 

0,364 e 0.473h-1 (Montes, 2024). 

No entanto, o perfil funcional é muitas vezes mais valorizado do que a velocidade 

de crescimento (Quattrini, 2020) e esse valor não deve ser interpretado 

isoladamente pois, na perspetiva de uso biotecnológico, outros parâmetros 

podem incidir no rendimento como a taxa de acidificação ou a tolerância ao 

stress por exemplo. 
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2. Caraterização fenotípica 

 

 

Depois de validados os resultados pelos controlos positivos e controlos de 

esterilidade associado a cada meio de ensaio, verificou-se que todas as 

Weissella cibaria partilham o mesmo perfil fenotípico (tabela 6) no que diz 

respeito aos ensaios efetuados. 

Como era de esperar, são bacilos gram-positivos (não esporulados), sem 

motilidade e catalase negativa. Esta é uma das principais caraterísticas das 

bactérias do ácido láctico (Collins MD, 1993). 

As Weissella cibaria são positivas para 

presença de proteases (figura 23). O 

meio inicialmente transparente indica 

que as proteínas do soro (-

lactuglobulina, -lactoalbumina…) 

estão solubilizadas no meio. 

Observou-se um forte precipitado 

branco ao redor das colónias que aponta para a ação duma protease na 

degradação da caseína cuja atividade proteolítica se manifesta na presença de 

peptídeos que podem ser desnaturados localmente pelo pH ou outras enzimas. 

A proteólise parcial e a presença de aminoácidos ou peptídeos insolúveis 

originam um precipitado que pode ser interpretado como um resultado positivo 

de produção de proteases extracelulares. Weissella cibaria não é conhecida pela 

Tabela 6: Resultados dos testes fenotípicos 

Figura 23: Teste protease em meio WMBA com 
caseína bovina (V. Monteiro) 
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sua produção de proteases (Zannini E. J., 2018) ao contrário de outras LAB como 

Lactobacillus ou Enterococcus. Um estudo realizado sobre 57 isolados de 

Weissella (Camila Gonçalves Teixeira, 2021) indicou apenas uma estirpe 

produtora de protease. As poucas estirpes produtoras citadas em artigos são 

quase sempre provenientes de matérias-primas relacionadas com lacticínios.  

Todos os outros testes deram resultados negativos para a nitrato-redutase, 

amílase, produção de índole, urease, lecitinase e o teste VP 

3. Produção de metabolitos de interesse tecnológico 

3.1. CLA 

Os ensaios parecem indicar que as estirpes são produtoras de CLA. A estirpe 

PFM1679 foi a que teve a maior taxa de produção (6,72 mg/mL) (figura 24).  

 

 

Figura 24: Produção de CLA pelas estirpes de Weissella cibaria e Lactoplantibacillus plantarum 

No entanto, uma análise crítica dos resultados aponta para a possibilidade de 

falsos positivos. Com um LA original de 0,5 mg/mL, não seria possível obter 

valores de CLA de 6 mg/mL sem infringir a lei de conservação de massa. 

Possivelmente poderão existir compostos (com ligações duplas) a criar 

interferência, como proteínas residuais ou talvez componentes do próprio meio 

de cultura que absorvem a 233nm.  

3.2. Diacetilo 

Embora o leite de vaca contenha citrato na sua matriz, o processamento de 

desidratação do leite para obtenção do leite em pó (requerido para este teste) 

pode diminuir a sua concentração. Por isso foram usadas 2 matrizes base, o leite 

de vaca magro UHT e o leite em pó magro reconstituído (SCM). A cada uma 

delas foi adicionado citrato, com o objetivo da saturação intracelular de piruvato 

para otimizar o catabolismo do citrato pela Weissella. Em excesso, a via 
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homoláctica fica saturada (transformação de piruvato em acetato e lactato) 

fazendo com que o excesso seja convertido num precursor do diacetilo (H. 

Boumerdassi, 1997).  

Não foi detetada a produção de diacetilo pelas estirpes de Weissella. No entanto, 

a produção de diacetilo parece estar relacionada com o pH. Num estudo com 

várias estirpes de Leuconotoc mesenteroides (Marina Levata-Jovanovic, 1996), 

verificou-se que, em leite, a produção de diacetilo tornou-se significativa após 

acidificação (pH 4 a 4,5). Outros estudos esclarecem que o pH altera não só a 

síntese, mas também o destino metabólico do diacetilo, mesmo se o efeito possa 

vir a variar de espécie para espécie (Cachon, 1994; Zuljan, 2014; Le Bars, 2008). 

3.3. Bacteriocinas 

Verificou-se uma ação antimicrobiana (Tabela 7) de todas as estirpes de 

Weissella contra Listeria monocytogenes (figura 25 E), Listeria ivanovii, Bacillus 

cereus NCTC11143 (estudada pela sua patogenicidade derivada da produção 

de enterotoxinas) (figura 25 B), Bacillus cereus ATCC11778 (estirpe de 

referência para controlos microbiológicos) (figura 25 A), Penicillium spp 

MATA232 (figura 25 D) e uma forte ação contra Clostridium perfringens (figura 

25 C). 

 

Figura 25: atividade antimicrobiana - produção de bacteriocina contra Bacillus cereus ATCC11778 (A) B. 

cereus NCTC11143 (B) Clostridium perfringens (C) Penicillium spp (D) Listeria monocytogenes (E) 

As estirpes PFM1501, PFM1660, PFM1861 e PFM1862 também tiveram uma 

ação fraca contra Pseudomonas aeruginosa, podendo ser derivada da ação de 

ácidos orgânicos ou à ação da formação de biofilmes (EPS) que limitam o 

crescimento de Pseudomonas que é aeróbia estrita. 

Em relação ao controlo usado Lactiplantibacillus plantarum B391, a ação da 

bacteriocina confirmou-se nas estirpes de Enterococcus faecalis, Listeria 

monocytogenes, Listeria ivanovii e Clostridium perfingens. (Fernandes, et al., 
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2017). A ação é fraca nas estirpes de Bacillus cereus NCTC11143 e Bacillus 

cereus ATCC11778. Não teve ação nos fungos testados. 

Tabela 7: Teste de inibição de antimicrobianos 

w: weak   MH: meio Mueller Hinton 

A possibilidade dum efeito de ação inibidora por produção de peróxido de 

hidrogénio é descartada pelo facto que as Listeria e os Bacillus serem fortes 

produtores de catalase. A inibição não se deve por isso (para esses 

microrganismos) ao H2O2. No entanto poderá ser confirmada por adição de uma 

catalase ao meio testado para eliminar possíveis peróxidos. 

Para um efeito derivado da produção de ácidos orgânicos produzidos pelas LAB, 

a falta de inibição pelo CFS (que contem esses ácidos) poderá afastar essa 

hipótese. No entanto, não podemos descartar uma ação localizada à 

proximidade do organismo alvo. De notar que o meio de Mueller Hinton é um 

meio tamponado que deveria diminuir ou atenuar o efeito dos ácidos orgânicos, 

mesmo que tais ácidos não tenham grande impacto na Listeria por esta possuir 

mecanismos robustos de resposta ao stress (Li M, 2021). 

Como era de esperar, para a B391 o CFS é ativo (controlo positivo) através da 

produção de plantaricina (Fernandes, et al., 2017).  

A atividade antimicrobiana de todas as estirpes de Weissella cibaria só se verifica 

na presença de células vivas (figura 26 B e 26 C), enquanto o sobrenadante livre 

de células (CFS) permanece inativo (figura 26 A). Não se observou efeito inibidor 

do conteúdo intracelular das células (figura 26 D). Esses resultados sugerem que 

o mecanismo antimicrobiano para as Weissella não provém de compostos 

secretados livremente, nem de compostos presentes intracelularmente. É uma 
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ação aparentemente contato-dependente ou que requer proximidade ao 

patogénico. 

 

Figura 26: Ação antimicrobiana contra Listeria monocytogenes. Ação do CFS (A), das células não lavadas 
(B), das células lavadas em PBS (C), das células lisadas com o CFS (D) 

Várias hipóteses podem ser avançadas: 

• A inibição pode ter uma ação localizada célula-célula. Por exemplo a 

bacteriocina é produzida localmente perto do seu alvo enquanto no CFS, 

esta pode ser degradada por enzimas como proteases. Tendo em conta 

que as Weissella produzem proteases (secção 3 Resultados e 

Discussão), possivelmente podem estar na origem da degradação de 

bacteriocinas no CFS. 

• A inibição é concentração dependente. A concentração de bacteriocina 

no CFS está abaixo da concentração mínima inibidora (CMI). Há estudos 

a apontar valores de CMI no CFS relativamente altas para produzir efeito 

contra Listeria (Rotta, 2025). No entanto, in situ, as células poderão 

produzir localmente concentrações suficientes na interface com o alvo 

para que haja ação antimicrobiana. 

• A bacteriocina está associada à superfície das células. De maneira não 

covalente (adsorção) ou integrando a membrana celular (figura 27). 
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Muitas bacteriocinas, de origem peptídica, têm propriedades anfifílicas e 

permanecem ligadas, pela sua parte hidrofóbica, de forma não covalente 

à parede celular caraterística das estirpes produtoras gram-positivas 

(Navarre WW, 1999). Na centrifugação para obtenção do CFS, o agente 

inibidor poderia assim ser removido conjuntamente com o pellet celular 

deixando o CFS inativo. A inibição só se verificaria na proximidade entre 

a Weissella e o seu alvo, onde o peptídeo poderá ser transferido e atuar. 

 

Figura 27: Bacteriocina ligada à superfície. Criado por IA (GPAI, 2026) 

  

• Efeito Quorum Sensing: Muitas LAB não produzem bacteriocinas de maneira 

sistemática. Essa produção passa a ser regulada por um sistema (quorum 

sensing) que envolve um peptídeo de indução (IP), uma proteína quinase 

histidina (HPK) e um regulador de resposta (RR) (Monnet V, 2015). Na cultura 

em WMBG, a concentração do IP pode não atingir o limiar de ativação que 

pode despoletar a expressão dos genes ´que sintetizam a bacteriocina. Em 

ambos os testes de indução por co-cultura e de cultura induzida por 

metabolitos, não se observou inibição da Listeria (alvo) pelo CFS produzido, 

pelo que não houve secreção fruto da não indução do processo. Logo 

concluímos que, caso haja bacteriocinas, essas não são libertadas para o 

meio de cultura e por isso a inibição é independente da ativação de genes 

pelo contato com o alvo. De outro modo, estudos também indicam que alguns 

tipos de reguladores como os Tprs (transcriptase factor regulated by Phr 

peptide) podem ser inibidos, enquanto se verifica a disponibilidade de 

glucose, regulando assim a necessidade de produção de bacteriocina 
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(Hoover SE, 2015) que é principalmente uma ferramenta que limita a 

concorrência pelos nutrientes. 

• É comum em bactérias Gram positivas as inibições dependerem do contato. 

Esses sistemas de inibição dependentes de contato (CDI) envolvem 

proteínas de grande tamanho na superfície celular que, após ligação física 

específica ao alvo, atuam na superfície do alvo. Como estão ligadas, não são 

libertadas para o meio e O CFS não apresenta atividade antimicrobiana. O 

mecanismo garante custos metabólicos menores em relação à produção de 

bacteriocinas secretadas diretamente para o CFS. Ora, no ensaio de 

separação de contato entre células (figura 26 E1 e E2) a barreira física não 

impediu a inibição o que confirma que é independente do contato célula-

célula, mas que exige contiguidade para inibir. 

De maneira a entender melhor o mecanismo de ação, mais testes deverão ser 

realizados como a remoção da parede celular de peptidoglicano (que 

eventualmente possa ter bacteriocinas associadas) para obter protoplastos, 

mantendo a integridade da sua membrana citoplasmática. Poder-se-á então 

testar pelo método de spot-on-law, a atividade antimicrobiana tanto dos 

metabolitos secretados pelos protoplastos, como da membrana removida que 

possa carregar os eventuais peptídeos responsáveis pela ação antimicrobiana.   

O mecanismo de contato direto deve ser mais estudado. Tudo aponta para um 

antagonismo dependente de contato com a hipótese que o possível fator 

(bacteriocina) ser fraco, instável ou pouco concentrado para observar-se um 

efeito com o CFS. No entanto, estudos demonstraram que o CFS ativo de 

algumas estirpes de Weissella são muito dependentes da estirpe, do alvo e 

sobretudo das condições de cultura (Yeu, 2021; Liu C. A., 2024). 

3.4. EPS 

3.3.1. Produção 

O teste de screening indicou que, à exceção da PFM1660 (figura 28), as 

Weissella cibaria são todas produtoras de EPS e em quantidade consequente. 

Lactiplantibacillus plantarum não é produtor de EPS (figura 28).  
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Figura 28: produção EPS em WMAS6 negativo para PFM1660 e B391 (A) e positiva para PFM1679 (B) 

Apesar das limitações existentes para comparar os dois métodos, verificou-se 

que a produção em placa (meio sólido) é altamente superior à produção em 

caldo. Uma amostra de EPS produzido, purificado e liofilizado a partir de 10 mL 

WMBS6 (líquido) permitiu obter cerca de 1mg de produto liofilizado. Em WMAS6 

(sólido) por esgotamento foram obtidos 8mg. 

Na produção em placa a produção de EPS aparenta ser mais elevada (colónias 

fortemente mucoides) quando a sementeira é feita por esgotamento (figura 29 

A) em comparação às placas inoculadas por spread-plate (figura 29 B) onde não 

parece haver produção aparente de EPS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Efeito da densidade de células de Weissella cibaria PFM1501 na produção de EPS. Por 
esgotamento (A) e por espalhamento (B) 

No caldo, a produção de biomassa é favorecida em detrimento da produção de 

EPS pelo facto do crescimento ser mais homogéneo e por os nutrientes estarem 

mais disponíveis. A fase exponencial de crescimento é assim mantida mais 

tempo o que diminui o rendimento de EPS, metabolito sintetizado já numa fase 

mais tardia por vias metabólicas secundárias. Nas placas, há limitação na 

A 

B 

PFM1660 

B391 

PFM1679 A B 
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difusão de nutrientes e acumulação de metabolitos secundários que provocam 

um stress moderado que favorece a formação de biofilme (EPS) (Linton, 1991). 

“As taxas máximas de produção são favorecidas quando os fluxos de carbono e 

de energia estão integrados, e a alteração deste equilíbrio pode afetar 

negativamente as taxas de produção” (Linton, 1991). Numa projeção à escala 

industrial será importante definir e equacionar esse ponto de equilibro na 

maximização da produção de EPS. 

Além disso, o meio WMAS com 6 % de sacarose obteve os maiores rendimentos 

comparados com WMAG 2 % e WMAS 2 % visto produzirem colónias muito 

mucoides (Figura 30). O maior rendimento de EPS no meio com sacarose 6% 

explica-se pelo facto que a sacarose é simultaneamente o substrato para o 

crescimento e o substrato direto para a síntese de EPS. O mesmo resultado foi 

obtido num estudo onde a adição de sacarose ao meio de MRS resultou numa 

produção 100 vezes maior de EPS por parte de Weissella cibaria 27 (Yu Y. J., 

2018). Além disso, o EPS formado à volta da colónia é retido e a grande 

quantidade de sacarose (6 %) no agar difunde lentamente para a colónia 

alimentando o processo de síntese de EPS. 

  

Figura 30: Screening produção de EPS em WMAS2 (A) e WMAS6 (B) 

Verificou-se que a produção não é dependente do quorum sensing (QS). Pois 

não se verifica diferenças na quantidade de EPS produzido em placas com e 

sem ponto indutor (QS), nem variações nas quantidades observadas em relação 

à distância do ponto central (figura 31). 

A B 



61 
 

  

Figura 31: Teste de Quorum Sensing - Controlo negativo sem Indutor (A) e com inóculo (indutor) central 
de alta densidade potencial fonte de QS (B) 

A maior produção de EPS no esgotamento em placa resulta muito provavelmente 

da menor densidade celular, de ambiente cultural mais favorável à atividade das 

glucansucrases (para sintetizar EPS) e duma menor acidificação local que não 

inibe a atividade enzimática.  

No teste de verificação do efeito da densidade de células na produção de EPS 

(figura 32), verifica-se que em alta concentração (ponto 8: >108 UFC/mL) a 

quantidade de EPS é, comparativamente à quantidade de células presentes, 

muito menor do que a produzida por uma quantidade de células da ordem dos 

103 UFC/mL (ponto 6). Observou-se que a produção parece inversamente 

proporcional à concentração de células. Testes quantitativos deverão ser 

realizados para confirmar o efeito da densidade de células no rendimento da 

produção de EPS. 

 

Figura 32: Produção de EPS em placas vs concentrações decrescentes de células. 

 

Testes adicionais, complementares ou confirmativos poderão ainda ser 

realizados em caldo WMBS6 em vez de meio sólido, já que em meio líquido os 

resultados serão mais facilmente projetados a escalas maiores como em 

bioreatores industriais.  

Seria pertinente um estudo mais aprofundado de otimização da produção de 

EPS, nomeadamente a identificação das gamas de pH mais produtivas, 

A B 
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temperaturas e concentrações de sacarose ou tempos de incubação, fatores de 

stress (ácidos orgânicos, peróxidos…). Por exemplo, estudos indicam que os 

rendimentos de produção de EPS são otimizados, para a estirpe Weissella 

cibaria 27, para temperaturas de incubação de 22 ºC 36 horas a pH 5,6 e 

concentrações de sacarose de 4% e de 22 ºC 24 horas a pH 6,2 e concentrações 

de sacarose de 6 % (m/V) (Yu Y. J., 2018). 

3.3.2. Determinação da composição do EPS 

Pelo método de cromatografia em camada fina (TLC) e após hidrólise ácida com 

TFA 2 M, foram obtidos os perfis cromatográficos que foram comparados com 

monómeros sujeitos ao mesmo processo 

Os EPS parecem ter todos o mesmo perfil onde a mancha cromatográfica 

principal é semelhante à glucose. Não se observou uma mancha nítida que 

possa coincidir com a frutose, descartando a possibilidade de ser um frutano. 

Logo, o EPS deverá ser composto essencialmente por monómeros de glucose 

(Figura 33) o que é típico dum homopolissacarídeo de glucano como o dextrano. 

No entanto, podemos ter presença de manose, pois a mancha cromatográfica 

confunde-se com a de glucose. Não existindo resolução suficiente demonstrada 

para descartar esta hipótese. Neste caso teríamos um heterossacarídeo Glc-

Man. 

 

Figura 33: Determinação da composição em monossacarídeos do EPS das estirpes. (Gal: galactose; Gc: 

glucose; F: frutose; X: xilose; R: ramnose; Ar: arabinose; Man: manose)  

A análise FTIR confirmou a primeira hipótese, confirmando que o espetro das 

amostras analisadas correspondia essencialmente ao da D-glucose (figura 34). 
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Figura 34: FTIR com espetro da amostra de EPS hidrolisado de Weissella cibaria PFM1679 (A) e espetro 
da D-Glucose (National Institut of Standards and Technology)(B) 

 

Por HPLC, com coluna Sugar-Pak, verifica-se um pico de tempo de retenção a 

9,3min correspondendo igualmente à D-glucose (Figura 35).  

 

Figura 35: Cromatograma HPLC amostra EPS hidrolisado de PFM1679 

Observou-se um segundo pico a 6,2min mais intenso correspondente à 

celobiose (segundo tabelas de tempo de retenção fornecidas com a coluna 

Sugar-Pak). No entanto, é pouco provável que esse dissacarídeo de glucose 

seja proveniente da hidrólise incompleta do EPS visto a sua baixa estabilidade 

térmica em meio ácido (Youngkook Kwon, 2012). Por isso a presença desse pico 

dever-se-á à formação de intermediários durante a hidrólise ácida de 

homopolissacarídeos onde ocorrem ligações estruturais como -1,3 ou -1,4 

(mais resistentes ao ácido do que as ligações -1,6) levando à eluição (com a 

coluna Sugar-Pak de troca iónica) de oligossacarídeos nesta região (Agblevor 

FA, 2007; Ndegwa Henry Maina, 2011). Considerou-se assim como sendo um 

pico fantasma. 
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Estudos indicam uma composição de monossacarídeos para EPS provenientes 

de Weissella cibaria de 62% de glucose (passando a 97% quando adicionado 

sacarose ao meio de cultura), 34% de manose e 3,8% de frutose (Yu Y. J., 2018). 

No nosso caso obteve-se um resultado similar com a indicação de que a 

composição do EPS parece dever-se a maioritariamente à D-glucose. Ou seja, 

um glucano que, pela literatura existente para Weissella, possivelmente será um 

dextrano. Este resultado preliminar requer confirmação por outros métodos de 

análise. A composição por cromatografia gasosa acoplada a espetroscopia de 

massa (GC-MS) e análise por ressonância magnética nuclear (RMN) poderão 

dar indicações mais conclusivas relativamente à composição e estrutura do 

exopolissacarídeo. 

4. Potencial probiótico e segurança 

4.1. Fatores de virulência 

Em relação aos fatores de virulência testados, não se verificou a existência de 

qualquer expressão dos mesmos (tabela 8).  

Tabela 8: Resultados dos testes de virulência das estirpes 

 

A atividade da gelatinase é um fator de virulência relevante devido à capacidade 

de modular a resposta imune do hospedeiro através da hidrolise do colagénio, 

fibrinogénio e frações .do complemento, o que favorece a disseminação 

bacteriana a partir do intestino, sendo um critério de exclusão na seleção dos 

probióticos. No entanto essa atividade não foi detetada nas estirpes em estudo.  

A presença de DNAse nas LAB é um indicador de fator de virulência relevante 

devido à capacidade de degradar DNA extracelular e neutralizar assim as NETs 

(Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos constituídas de DNA e 64 proteínas) 

que têm como função a eliminação de patogénicos através da formação de pus. 

No entanto essa atividade enzimática não foi detetada 

Gelatinase Lipase
DNase 

test

lisina 

descarboxi

lase
hemolise

PFM 1501 Weissella cibaria - - - - 

PFM1660 Weissella cibaria - - - - 

PFM1679 Weissella cibaria - - - - 

PFM1703 Weissella cibaria - - - - 

PFM1861 Weissella cibaria - - - - 

PFM1862 Weissella cibaria - - - - 

PFM1863 Weissella cibaria - - - - 

B391 Lactobacillusplantarum - - - - 
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O mesmo se verificou para a lisina descarboxilase (fig 36 B). A capacidade de 

produzir aminas biogénicas é considerada um fator de virulência nas LAB. São 

compostos produzidos pelas bactérias decorrente da degradação enzimática de 

aminoácidos através de descarboxilases. A HDC (Histidina Descarboxilase) 

produz histamina responsável por reações alérgicas graves, a TDC (Tirosina 

Descarboxilase) produz a tiramina que provoca hipertensão e enxaquecas, e a 

LDC e ODC (Lisina e Ornitina descarboxilases) produzem putrescina e 

cadaverina que vão potenciar os efeitos das outras aminas (Gomes, 2014). De 

futuro, para um estudo mais completo usar-se á um meio de cultura base 

elaborado e otimizado (Bover-Cid S, 1999) cujo aminoácido a testar será 

adicionado, até porque a deteção de todas as restantes aminas biogénicas é um 

requisito de segurança obrigatório para as estirpes serem candidatas a 

probióticos. 

A atividade hemolítica é um dos principais indicadores de virulência. Uma 

hemólise  é uma hemólise completa (total), uma hemólise  (parcial) é menos 

severa, mas pode ter alguma relevância e uma hemólise  é a ausência de 

hemolisinas, candidatando a estirpe a uma aplicação probiótica. Não se 

observou qualquer atividade hemolítica (fig 36 A), nem  nem , em meio agar 

sangue.  

 

 

 

 

 

 

Na grande maioria dos estudos existentes, a ausência de fatores de virulência 

para estirpes de Weissella cibaria é comum (Jang, 2021; Lee, 2026; Aditya Willy 

Putra, 2026; Fanelli F, 2023) relatando quase exclusivamente a sua resistência 

intrínseca à vancomicina. 

 

4.2. Resistência ao sal 

 

A B 

Figura 36: atividade hemolítica das Weissella cibaria (A) e da lisina descarboxilase (B) – Fonte V. Monteiro 
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Estudos mostraram a capacidade das LAB em resistir a concentrações 

moderadas de NaCl. Em 31 estirpes de LAB submetidas a concentrações entre 

3 e 5 % (m/V), verificou-se uma redução do crescimento das mesmas até 68 % 

para concentrações de 5 % (Ndiaye A, 2024). Em relação à Weissella, 

tolerâncias até 6,5 % de NaCl foram observadas em Weissella cibaria e 

Weissella confusa (Kang Wook Lee, 2012) e 5,2 % noutro ensaio de 

halotolerância para Weissella cibaria (G. K. González-Quijano, 2014).  

As estirpes em análise de Weissella cibaria obtiveram resultados indicadores de 

uma muita boa capacidade de resistência a concentrações de sal até 7-8% (m/V) 

(Figura 37). 

 

Figura 37: Resistência a concentrações crescentes de NaCl 

Ao confirmarem-se os resultados obtidos neste estudo, parece haver uma 

resistência ao sal acima da média pelo o que está descrito na escassa 

bibliografia sobre o assunto. 

4.3. Atividade antioxidante 

 

Para os testes de ABTS+ e DPPH nos CFS e extrato intercelular, observou-se 

uma forte atividade antioxidante dos controlos constituídos pelos meios de 

cultura WMBG e WMBS. É um fenómeno documentado na literatura científica 

explicado pela atividade antioxidante inerente à constituição de meios ricos 

especialmente os que contêm triptona e extrato de levedura, fontes ricas em 

alguns aminoácidos como o triptofano, tirosina e a cisteína e a presença de 

vitaminas (Ji-Hyun Kim, 2026). Não ter em consideração esse fenómeno implica 

a introdução de um viés metodológico, para além de que o consumo de 

aminoácidos para o crescimento das estirpes pode induzir uma redução da 

atividade antioxidante basal (do próprio meio) o que pode falsear o resultado 

quando aplicada a correção do branco. Devido a essas limitações poder-se-ia 

optar por métodos celulares como CAA (Cellular Antioxidant Activity) ou 
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enzimáticos (SOD – Superóxido Dismutase ou catalase) mais específicos e 

menos suscetíveis a interferências da matriz (Li, 2019). 

Apesar das LAB não sintetizarem TPC, a determinação do TPC foi realizada pelo 

facto de algumas LABs poderem sintetizar enzimas hidrolíticas que libertam e 

desconjugam compostos fenólicos ligados à matriz alimentar. Nos ensaios de 

determinação dos TPC, não se observou qualquer atividade antioxidante 

derivada da presença de possíveis compostos fenólicos ou à interferência da 

matriz. No ensaio de TPC (Total Phenolic Componds) todas as amostras deram 

valores de 0,0 mg/mL GAE. Este resultado era previsível, pois não se conhece 

capacidade de produção de compostos fenólicos pelas Weissella. 

Os testes de atividade antioxidantes aos EPS purificados das estirpes produtoras 

indicaram atividade antioxidante elevada (tabela 9) revelada pelo método do 

ABTS.    

 

Tabela 9: Atividade antioxidante do P-EPS das estirpes produtoras de EPS 

 

d: fator de diluição: não entrou no cálculo das percentagens de neutralização (DPPH e ABTS). Já tido em conta para o 

cálculo do TEAC. 

Os valores de TPC foram nulos em todas as amostras de EPS-P, o que indica 

que não contêm compostos fenólicos. Os resultados são compatíveis com o tipo 

de amostra analisada visto serem constituídas por EPS purificados (açúcar) e 

não por anéis fenólicos. A ausência valida o procedimento de purificação do 

EPS, pois as etapas de purificação constituída pela precipitação por etanol, a 

diálise (elimina compostos <3,5kDa) e a ultrafiltração (retém compostos >10kDa) 

removem estes compostos de baixo peso molecular. 

Os resultados do ABTS indicaram uma percentagem de neutralização, de 

amostras de EPS diluídas 6 vezes, entre 80 e 97 %, o que aponta para uma 

elevada capacidade antioxidante. Estes resultados são corroborados pelos 
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valores altos do TEAC (entre 2,0 e 2,4 g/mL TEAC). A capacidade antioxidante 

do EPS produzido pelas estirpes de Weissella cibaria é assim muito elevado. 

Os resultados do DPPH indicam uma ausência de atividade antioxidante em 

todas amostras (exceto PFM1861) o que parece contrariar os resultados do 

ABTS. No entanto, os dois ensaios não medem a mesma coisa e a literatura 

indica que podem dar resultados muito diferentes para a mesma amostra.  

Enquanto o ABTS é mais sensível a compostos hidrofílicos (dadores de eletrões 

ou hidrogénio) em meios aquosos (como o EPS-P em solução), o DPPH 

responde melhor a antioxidantes mais lipofílicos ou moléculas pequenas (Zhu Y, 

2018; Kedare SB, 2011), o que não é o caso do EPS. 

Por isso os resultados gerais são consistentes, dado que o ABTS é mais 

adequado para antioxidantes hidrofílicos e macromoléculas polissacarídicas 

como o EPS purificado em solução aquosa das nossas amostras. 

4.4. Resistência aos sais biliares 

Os sais biliares são componentes da bile que podem inibir o crescimento 

bacteriano. Uma resistência a concentrações de sais biliares de 0,3 % (m/V) é 

uma condição à sobrevivência dos probióticos no trato intestinal (Brodkorb, 

2019). 

Os testes indicaram que todas as estirpes cumprem com os critérios de 

resistência aos sais biliares (tabela 10). Destacam-se as estirpes PFM1501, 

PFM1679 e PFM1703 com taxas de sobrevivência elevadas (132,52 %; 127,82 

% e 126,95 % respetivamente) que indicam a inação dos sais biliares (nem 

bacteriostático nem bactericida) e um crescimento normal das estirpes. Quando 

comparado com o crescimento em meio sem sais biliares obtemos praticamente 

o mesmo resultado o que indica uma resistência intrínseca das estirpes à bílis.  

Tabela 10: teste de resistência aos sais biliares 0,3% 
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Em vários estudos autores mostram taxas de sobrevivência semelhantes na 

ordem dos 128,8 % para Weissella confusa 31 (Kang Wook Lee, 2012) e 74,91 

% para Weissella cibaria SLC (Aditya Willy Putra, 2026). 

4.5. Remoção do colesterol 

A capacidade duma estirpe probiótica em reduzir o nível de colesterol num meio 

de cultura é um bom indicador do potencial metabólico funcional para reduzir, ao 

nível do trato gastrointestinal do hospedeiro, a absorção de colesterol e assim 

modular a hipercolesterolemia. 

Das 8 estirpes estudadas, 7 exibem boa capacidade de remoção de colesterol 

(tabela 11) traduzindo-se por taxas compreendidas entre 21 e 44 %. A estirpe 

controlo B391 tem uma taxa de remoção excecional de 63 %. Num estudo com 

Lactiplantibacillus plantarum E680 o resultado obtido foi próximo, com uma taxa 

de remoção de colesterol de 67 % (Zheng ZY, 2020). O mesmo valor foi 

determinado noutro estudo com Lactobacillus fermentum SM-7 (Pan, 2011). 

Taxas de remoção de colesterol acima dos 50% são consideradas excecionais 

na avaliação de caraterísticas probióticas. 

 

 

 

 

 

 

As taxas de Weissella cibaria, ainda assim, são consideradas como 

biologicamente relevantes. Num estudo com 6 estirpes de LAB (Lactobacillus, 

Pediococcus e Lactococcus) foram conseguidas taxas entre 35,5% e 55,6% (Ali 

SM, 2022). Taxas de até 25% foram conseguidas em estudos com Weissella spp 

(Liu C. A., 2025). Destacam-se as estirpes PFM1660, PFM1679 e PFM1703 

como sendo mais relevantes e de maior interesse. No entanto, a capacidade de 

remoção determinada por si só não será suficiente pois autores combinam este 

resultado com a tolerância aos sais biliares e outros critérios que definem a 

“probioticidade”. 

Tabela 11: Percentagem de remoção do colesterol 
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A remoção (diminuição) do colesterol depende de 3 fatores: a assimilação direta 

pelos microrganismos, a ação da bílis (aumenta a capacidade de assimilação em 

condições anaeróbias) e a presença de sais biliares desconjugados (Derek K. 

Walker, 1993). In vivo, os sais biliares estão combinados (conjugados) com 

aminoácidos para facilitar a digestão das gorduras. No intestino, as bactérias do 

microbiota provocam a desconjugação dos sais biliares (perda do aminoácido) 

para facilitar a sua reabsorção a nível intestinal (Almeida & Almeida). In vitro, a 

capacidade em desconjugar sais biliares pode traduzir-se no aumento indireto 

da taxa de remoção do colesterol pois, sais biliares desconjugados podem 

precipitar com o colesterol presente. 

4.6. Testes de adesão celular 

4.6.1. Hidrofobicidade superficial 

A hidrofobicidade superficial está relacionada com a adesão às células 

intestinais do hospedeiro, o que indica a capacidade de persistência no trato 

gastrointestinal, o poder de competir com patogénicos para a adesão à mucosa 

intestinal e a interação com a mesma. 

Tabela 12: Hidrofobicidade com o xileno 

 

 

Na literatura científica, num teste MATH com uso de xileno, a hidrofobicidade é 

geralmente considerada baixa (0-35%), moderada (36-70%) ou alta (>71%) 

(Piwat, 2015).  

Nos nossos ensaios, para as Weissella cibaria as taxas de hidrofobicidade 

obtidas podem ser consideradas baixas, indo de 0,33 % (PFM1660) a 6,47 % 

(para PFM1679) como indicado na tabela 12. Em estudos semelhantes com o 

xileno foram encontradas hidrofobicidades de 5,81 a 42,52 % para estirpes de 

XILENO %H
desvio 

padrão

Weissella cibaria  PFM1501 2,48 ± 0,88

Weissella cibaria  PFM1660 0,33 ± 0,00

Weissella cibaria PFM1679 6,47 ± 1,12

Weissella cibaria PFM1703 5,17 ± 0,84

Weissella cibaria  PFM1861 4,64 ± 0,52

Weissella cibaria  PFM1862 0,64 ± 0,46

Weissella cibaria  PFM1863 2,52 ± 0,46

Lactiplantibacillus plantarum  B391 73,22 ± 0,76
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Lactobacillus casei (Vijendra Mishra, 2005) sendo que o resultado pode variar 

consoante as estirpes e os hidrocarbonetos usados. Com o hexadecano 

conseguem-se taxas de hidrofobicidade mais elevadas. Esse é o hidrocarboneto 

mais recomendado em estudos de hidrofobicidade pois apresenta menor 

toxidade para as células tendo em conta a menor interação com as membranas 

celulares e minimizando a lise (M. Rosenberg D. G., 1980; Marín, 1997; 

Rosenberg, 2006). Um estudo de (Nachtigall, 2020) poderá também explicar 

esses baixos valores pelo facto de microrganismos como Weissella cibaria 

serem produtores de EPS, mas também de exopolissacarídeos capsulares 

(CPS), ligados à membrana celular, que afetam as propriedades hidrofóbicas 

superficiais, reduzindo a exposição das partes mais hidrofóbicas da parede 

celular e por isso tendo um impacto na determinação da capacidade de adesão. 

Como resultado a superfície torna-se mais hidrofílica. Para verificar esse efeito 

poderíamos praticar a remoção do CPS antes do ensaio, sem dano para as 

células (Nachtigall, 2020). Como a produção de EPS é maior com a sacarose, 

poderíamos do mesmo modo comparar se resulta num menor valor, quando 

comparado com a glucose.   

Para a estirpe controlo B391, obtivemos uma hidrofobicidade de mais de 73% no 

termo de 1 hora. Na literatura, a hidrofobicidade medida através de ensaios 

MATH é considerada alta quando >70 % (Piwat, 2015). Em estudos semelhantes 

foram encontrada taxas de 48,5 % (L.plantarum 2.2), 58,6 % (L.plantarum A1), 

60,6 % (L.plantarum 2.1) e 82,8 (L.plantarum A2) para tempos de sedimentação 

de 2 h (Piwat, 2015).  

4.6.2. Autoagregação - Coagregação 

4.6.2.1. Autoagregação 

A autoagregação (interação da mesma estirpe ou interação homotípica) avalia a 

capacidade da estirpe formar aglomerados permitindo a adesão à mucosa 

intestinal mesmo sob o efeito do peristaltismo e facilitando a formação de 

biofilmes. A taxa de sedimentação foi medida ao longo de 5 h (Figura 38). 



72 
 

 

Figura 38: capacidade de autoagregação de Weissella ao longo de 5h 

 

Os resultados mostraram que as estirpes de Weissella cibaria apresentam uma 

autoagregação moderada-baixa (entre 13,50 e 19,59 %) ao fim de 5 h.  

Num estudo foram encontradas taxas de autoagregação de estirpes de 

Weissella spp e Lactobacillus spp da ordem dos 18 a 79% ao fim de 4 h, 

considerando as estirpes mais promissoras acima de 50 % (Marimuthu 

Anandharaj, 2015).  

Resultados baixos para as Weissella podem ser explicados pelos mesmos 

processos explicados anteriormente (hidrofobicidade) que indicam que poderá 

haver um efeito do CPS na capacidade de agregação das células. No entanto, 

para as Weissella, a autoagregação considerada isoladamente não constitui uma 

avaliação definitiva da sua capacidade probiótica pois outros fatores como a 

produção de EPS podem conferir-lhes uma excelente capacidade de adesão às 

células intestinais (Fanelli F, 2023). 

4.6.2.2. Coagregação: 

A coagregação (Kos B., 2003; Handley PS, 1987) avalia a interação entre 

estirpes diferentes (heterotípica), indicando a capacidade do probiótico impedir 

a adesão do patogénico à mucosa e até a ter uma ação antagonista contra ele 

via a produção de antimicrobiano como bacteriocinas. 
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Tabela 13: capacidade de coagregação das estirpes em estudo com Salmonella e Escherichia coli 

 

Os resultados de coagregação ao fim de 5h com E.coli e Salmonella não são 

muito diferentes (tabela 13). Estes valores indicam, para as estirpes em estudo, 

uma capacidade moderada-fraca em ligarem-se ao patogénico. Os resultados 

foram comparáveis aos encontrados na literatura para o género Weissella. 

Se relacionarmos a autoagregação e a coagregação (Figura 39), entre as 

Weissella destacamos a estirpe de Weissella cibaria PFM1501 (cerca de 27 %) 

como a que apresenta melhores caraterísticas de adesão, sendo mais eficaz em 

ligar-se a E.coli. A estirpe PFM1679 apresentou das menores afinidades pelos 

patogénicos. A variabilidade observada entre Weissella da mesma espécie 

mostra a necessidade de triagem das estirpes mais promissoras com objetivo de 

futura aplicação tecnológica. 

Seria interessante relacionar a quantidade de EPS produzido com os índices de 

autoagregação e coagregação para verificar se existe uma correlação entre 

ambos que eventualmente explicaria o menor efeito nos fatores de adesão 

determinados. 

A estirpe Lactiplantibacillus plantarum B391, apesar da sua menor taxa de 

autoagregação, apresenta índices de coagregação mais robustos (29%) (Figura 

41). 

 

Figura 39: Relação entre índices de autoagregação e coagregação 
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CONCLUSÃO 
. 

O presente estudo permitiu validar e caraterizar o potencial biotecnológico das 

estirpes de Weissella cibaria provenientes de ecossistemas tradicionais. 

As Weissella cibaria demonstraram igualmente, nas condições culturais 

definidas (pH de 6,5; temperatura de crescimento de 37ºC) ótimas caraterísticas 

tecnofuncionais, com capacidade excecional de biossíntese de 

exopolissacarídeos, provavelmente um dextrano, a partir de sacarose, atingindo 

altos rendimentos gravimétricos da ordem do grama por litro e com margem para 

maiores produções. Como probiótico, apresentam boa capacidade para atuar na 

redução do colesterol e uma excelente resistência à bílis (sais biliares), com 

particular destaque para as estirpes PFM1501, PFM1679 e PFM1660, sendo que 

PFM1660 não é produtora de EPS.  

As estirpes de Weissella cibaria também apresentaram uma elevada tolerância 

a concentrações de NaCl (até 7,5% m/V) o que as coloca acima de valores 

reportados para esta espécie na literatura disponível. Esse aspeto torna-as 

particularmente interessantes do ponto de vista tecnológico. 

De notar que todas as estirpes de Weissella cibaria revelaram notável atividade 

antimicrobiana contra estirpes bacterianas de Listeria monocytogenes, 

Clostridium perfringens, Bacillus cereus, e um bolor Penicillium sp, através dum 

mecanismo de ação que não parece envolver exportação de bacteriocinas para 

o meio. 

Em termos de parâmetros de segurança, podemos considerar os perfis 

estabelecidos como favoráveis, mas ainda incompletos. No entanto, destacam-

se nitidamente as estirpes PFM1501 e PFM1679 como as que reúnem as 

qualidades fundamentais para estudos futuros. A estirpe PFM1679 apresenta um 

espetro mais alargado de tolerância ao pH. Faltaram os ensaios de resistências 

a antibióticos que são primordiais para a caraterização do potencial probiótico 

das estirpes, assim como os ensaios de virulência respetivos à produção de 

aminas biogénicas (ornitina, histidina e tirosina).  

Seria importante desenvolver ensaios de simulação total da digestão para 

verificar a capacidade de tolerância aos vários ambientes, enzimas e sucos 
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orogastrointestinais. Testes compartimentados não permitem uma visão 

abrangente das diferentes condições encontradas in vivo.  

Finalmente, a fim de completar os testes de probiocidade, também dever-se-á 

realizar teste de adesão às células intestinais humanas (CACO2) para uma visão 

mais larga da capacidade real de adesão das estirpes de Weissella cibaria. 

A estirpe de Weissella cibaria PFM1679 parece a mais promissora, não só como 

probiótico pelas suas caraterísticas de tolerância à acidez, ao NaCl, a tolerância 

aos sais biliares e sua boa capacidade de remoção do colesterol, mas também 

pela capacidade de produção de antimicrobianos e sua excelente capacidade de 

produção de EPS. 

Não é possível terminar sem abordar a perspetiva de integração da 

bioinformática e da análise genómica (Whole-Genome Sequencing - WGS) aos 

métodos microbiológicos e bioquímicos tradicionais aplicados a este estudo. 

Através da mineração genómica (genome mining), torna-se possível a 

prospeção rápida e de alto rendimento (high-throughput) do metaboloma 

secundário, identificando clusters de genes biossintéticos (BGCs) associados à 

produção de bacteriocinas, exopolissacarídeos e outros compostos bioativos de 

valor tecnológico ou funcional. No âmbito da avaliação de segurança, de acordo 

com as diretrizes de organismos reguladores como a EFSA e a FDA, as 

abordagens in silico mostrariam uma determinação inequívoca e exaustiva sobre 

a presença ou ausência de determinantes de virulência, de profagos ou de genes 

de resistência a antibióticos (ARG). Seria de considerar a transição para 

plataformas computacionais que permitissem garantir uma caracterização 

rigorosa das estirpes em estudo que consolidassem o estatuto de segurança e 

o potencial biotecnológico e probiótico destas estripes de W. cibaria na indústria 

alimentar e em particular com a estirpe PFM1679 que apresentou melhor 

potencial. 

. 
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