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RESUMO GERAL 

A biopreservação é uma técnica utilizada para estender a vida útil e aumentar a 

segurança dos alimentos por meio do emprego de microbiota protetora e/ou seus peptídeos 

antimicrobianos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de culturas 

produtoras de bacteriocinas sobre alguns patógenos Gram-positivos de ocorrência comum 

em produtos lácteos. As culturas bacteriocinogênicas Lactococcus lactis subsp. lactis 

ATCC 11454, Lactobacillus plantarum ALC 01 e Enterococcus faecium FAIR-E 198 

apresentaram comportamento distinto em relação à produção de bacteriocinas quando 

inoculadas em caldo MRS e em leite desnatado reconstituído (LDR) a 10%. Na avaliação 

do espectro de ação antimicrobiano pelo método de difusão em ágar por inoculação em 

poços, as bacteriocinas produzidas por Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 

apresentaram atividade inibitória apenas sobre as linhagens de Listeria monocytogenes, já a 

nisina produzida por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 demonstrou espectro de ação 

mais amplo, porém com menor atividade que as demais culturas bacteriocinogênicas. Na 

avaliação da compatibilidade de desenvolvimento associativo com fermentos lácticos 

comerciais, somente Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 apresentou atividade (halo de 

6mm) sobre as linhagens constituintes de ambos os fermentos lácticos avaliados. A 

determinação da atividade acidificante foi realizada em LDR 10% após 8 e 24h de 

incubação a 35ºC; a adição de 0,1% e de 0,5% das culturas bacteriocinogênicas não afetou 

significativamente a capacidade de acidificação dos fermentos lácticos. Além disso, 

observou-se que o desenvolvimento associativo dos fermentos lácticos com Lb. plantarum 

ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198, em ambas as concentrações, proporcionou significativo 

aumento da atividade das bacteriocinas destas culturas, enquanto que a atividade da nisina 

de Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 foi suprimida. A atividade de aminopeptidases foi 

determinada após desenvolvimento das culturas lácticas em caldo MRS, Lb. plantarum 

ALC 01 apresentou as maiores atividades. Também foi analisado o comportamento de 

patógenos Gram-positivos durante desenvolvimento associativo com as culturas produtoras 

de bacteriocinas e fermento láctico em LDR 10% a 35ºC por 48h. Lb. plantarum ALC 01 e 

E. faecium FAIR-E 198 não influenciaram significativamente o desenvolvimento de 

Bacillus cereus K1-B041 e de Staphylococcus aureus ATCC 27154 durante as primeiras 

24h de incubação a 35ºC, contudo apresentaram forte ação inibitória sobre L. 



 

 xxii 

monocytogenes Scott A. Já Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 afetou o desenvolvimento 

de todos os patógenos apenas durante as primeiras 12h de incubação. O fermento láctico 

demonstrou significativa ação inibitória sobre B. cereus K1-B041 (>7,37 log UFC/ml) e L. 

monocytogenes Scott A (>6,26 log UFC/ml). Em queijo Minas Frescal, não foi observada 

diferença significativa entre a ação das culturas bacteriocinogênicas e o fermento láctico 

sobre L. monocytogenes Scott A e S. aureus ATCC 27154. B. cereus K1-B041 demonstrou 

susceptibilidade a Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 após 7 dias. Pelo 

método de diluição crítica não foi detectada atividade de bacteriocina nos queijos durante 

os 21 dias de estocagem a 8 ± 1ºC. A adição das culturas produtoras de bacteriocinas como 

adjuntas ao queijo Minas Frescal não promoveu alteração no pH e na acidez, contudo Lb. 

plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 promoveram aumento da proteólise primária 

e secundária. Embora os resultados obtidos demonstrem que as culturas 

bacteriocinogênicas avaliadas não possam ser empregadas como único método de 

conservação, estas podem atuar em sinergia com outros fatores para aumentar a eficiência 

no controle de patógenos Gram-positivos, especialmente L. monocytogenes, em produtos 

lácteos fermentados. 
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SUMMARY 

Characterization of the antimicrobian and technological activity of three 

bacteriocinogenic cultures and evaluation of its efficiency in the Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus and Bacillus cereus control in Minas Frescal 

cheese. 

 

The biopreservation system, such as bacteriocinogenic lactic bacteria cultures and/or 

their bacteriocins, have received increasing attention and new approaches to control 

pathogenic and spoilage microorganisms have been developed. The purpose of this study 

was to evaluate the action of bacteriocin-producing cultures (Lactococcus lactis subsp. 

lactis ATCC 11454, Lactobacillus plantarum ALC 01 and Enterococcus faecium FAIR-E 

198) on some Gram-positive pathogens in different culture media and dairy products. The 

bacteriocin production was influenced by the media. The antimicrobial activity of these 

cultures was evaluated by agar-well diffusion assay. The bacteriocins produced by Lb. 

plantarum ALC 01 and E. faecium FAIR-E 198 presented inhibitory activity on Listeria 

monocytogenes alone, on the other hand, the nisin produced by Lc. lactis subsp. lactis 

ATCC 11454 demonstrated wide action spectrum, albeit with lower activity. In 

compatibility of associative development evaluation with the commercial starter culture, 

only Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 presented activity on the starter culture. The 

acidifier activity determination was carried out in skimmed milk after 8h and 24h of 

incubation at 35ºC. The addition of 0.1% and 0.5% of the bacteriocinogenic cultures did not 

affect the production of lactic acid by the starter culture. The associative development of 

the starter culture with Lb. plantarum ALC 01 and E. faecium FAIR-E 198 provided 

significant increase in bacteriocin activity of these cultures, while the activity of Lc. lactis 

subsp. lactis ATCC 11454 nisin was suppressed. The aminopeptidase activity was 

determined after cellular lise of the lactic cultures previously grown in MRS broth. Lb. 

plantarum ALC 01 presented the largest activity. Moreover, the behavior of Gram-positive 

pathogens was analyzed during co-culture with the bacteriocin-producing bacteria and with 

the starter culture in skimmed milk. Lb. plantarum ALC 01 and E. faecium FAIR-E 198 did 

not influence the development of Bacillus cereus K1-B041 and of Staphylococcus aureus 

ATCC 27154 during the first 24h of incubation at 35ºC. They presented strong inhibition 
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on L. monocytogenes Scott A. Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 affected the 

development of the pathogens studied during the first 12h of incubation. The starter culture 

demonstrated good inhibition of B. cereus K1-B041 (>7.37 log UFC/ml) and L. 

monocytogenes Scott A (>6.26 log UFC/ml). In Minas Frescal cheese, significant 

difference was not observed between the action of the bacteriocinogenic cultures and the 

starter culture on L. monocytogenes Scott A and S. aureus ATCC 27154. B. cereus K1-

B041 demonstrated susceptibility to Lb. plantarum ALC 01 and E. faecium FAIR-E 198 

after 7 days. Bacteriocin activity was not detected in the cheeses during 21 days at 8 ± 1ºC. 

The addition of the bacteriocin-producing bacteria as an adjunct culture to the Minas 

Frescal cheese did not promote alteration in the pH and in the acidity, however Lb. 

plantarum ALC 01 and E. faecium FAIR-E 198 promoted an increase of the cheese 

proteolysis. Although the obtained results demonstrated that bacteriocinogenic cultures 

cannot be used as only method of conservation, these can be used as an additional barrier to 

optimize the control of Gram-positive pathogens, especially L. monocytogenes, in dairy 

products. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A utilização de microbiota protetora ou seus peptídeos antimicrobianos, técnica esta 

denominada bioconservação ou biopreservação consiste em uma nova alternativa 

tecnológica para estender a vida útil e aumentar a segurança de alimentos, tornando-os mais 

competitivos. Um exemplo desta técnica é a fermentação láctica que apesar de ser antiga é, 

até hoje, amplamente empregada na indústria de alimentos. A redução do pH devido à 

produção de ácidos orgânicos, especialmente ácido láctico, a partir da fermentação de 

carboidratos disponíveis nos alimentos é responsável pelo principal efeito antagonista 

contra diferentes microrganismos. Contudo, a competição por nutrientes e a produção de 

outras substâncias com efeito inibitório (peróxido de hidrogênio, diacetil e bacteriocinas) 

são importantes mecanismos antimicrobianos exercidos pelas bactérias lácticas (MAGRO 

et al., 2000). Fato este constatado em estudos realizados por Naldini (2002) e Carvalho, 

Viotto e Kuaye (2007), onde todas as amostras de queijo Minas Frescal fabricado por 

acidificação direta apresentaram níveis de contaminação microbiana maiores que aquelas 

provenientes dos queijos processados com adição de fermento láctico. 

As bacteriocinas são peptídeos ou proteínas, com ação antimicrobiana, sintetizadas 

no ribossomo das bactérias lácticas e efetivas em baixa concentração, por exemplo, 

10mg/kg. Além disso, estas substâncias antimicrobianas não promovem alteração na 

qualidade sensorial do produto (RODGERS, 2001). Apresentam efeito antimicrobiano 

significativo sobre bactérias Gram-positivas como os gêneros Listeria, Bacillus, 

Clostridium e Staphylococcus (HUGAS, 1998).  

Listeria monocytogenes é o agente etiológico responsável por aproximadamente 

25% das mortes relacionadas a doenças transmitidas por alimentos nos EUA anualmente, 

além disso, foi responsável por 71% de todos os “recalls” de alimentos realizados neste 

mesmo país entre 1993 e 1998 (WONG et al., 2000). Nos EUA um surto ocorrido entre 

2000 e 2001 devido ao consumo de queijo Mexicano, contaminado com L. monocytogenes, 

foi responsável por 121 casos, 5 abortos e 11 óbitos (USA, 2001). Na Europa entre 1991 e 

2001 foram notificados 2.065 casos de listeriose, pórem os órgãos competentes estimam 

que o número real seja ainda maior (LUNDÉN et al., 2004). 
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Surtos relacionados a Bacillus cereus já foram relatados nos EUA, Reino Unido, 

Canadá, Holanda, Escandinávia e outros países, envolvendo diversos alimentos como fonte 

de veiculação, dentre eles produtos cárneos, laticínios, condimentos e arroz oriental. O 

“British Columbia Center for Disease Control” (2002) relatou a ocorrência de dois surtos 

de doença transmitida por alimentos no Canadá, envolvendo mais de 100 pessoas devido à 

contaminação de leite por B. cereus. No Estado de São Paulo, B. cereus foi identificado 

como agente etiológico de 45 (4,8%) dos 932 casos de doenças transmitidas por alimentos 

notificados à vigilância epidemiológica em 2002 (SÃO PAULO, 2002).  

A intoxicação causada por alimentos contendo enterotoxinas de Staphylococcus 

aureus é um dos tipos mais comuns de doenças de origem alimentar. De acordo com os 

dados da Fundação Ezequiel Dias, no estado de Minas Gerais entre 1995 e 2001 ocorreram 

23 surtos, 660 casos e 1 óbito, devido ao consumo de queijos contaminados por toxinas 

estafilocócicas (CARMO, 2004). Entre 2001 e 2003, no município de São José de Rio Preto 

foram notificados 4 surtos e 52 casos de intoxicação alimentar causada por S. aureus 

(PERESI et al., 2004). 

As bacteriocinas são de grande interesse na indústria de alimentos como 

conservadores naturais e possíveis substitutos de conservantes químicos. Porém, a 

utilização  comercial destes compostos purificados requer a autorização como aditivo 

alimentar em órgãos governamentais regulamentadores da área de saúde pública e/ou 

agricultura. Por esse motivo são necessários extensos trabalhos de pesquisa para que uma 

bacteriocina possa ser reconhecida como segura para o consumo e liberada para 

comercialização. Uma alternativa para aumentar a segurança de produtos fermentados seria 

a utilização de culturas lácticas produtoras destes compostos, contudo o emprego destes 

microrganismos não poderia promover a descaracterização do produto. Particularmente no 

caso de queijos frescos, o aumento da autólise das linhagens do fermento láctico acarretado 

por algumas bacteriocinas, promoveria a liberação de aminopeptidases intracelulares e 

conseqüentemente, aumento da proteólise e descaracterização do produto. Portanto, estudos 

que abordem tanto as características antimicrobianas como as tecnológicas de culturas 

bacteriocinogênicas para o emprego no processamento de queijos são necessários. 
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Objetivos 

Os principais objetivos deste trabalho foram:  

a) Determinar o espectro de atividade antimicrobiana de bacteriocinas produzidas 

por Lactobacillus plantarum ALC 01, Enterococcus faecium FAIR-E 198 e 

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 contra linhagens de Bacillus 

cereus, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. Além de caracterizar o 

desenvolvimento e  produção destas bacteriocinas em meio de cultivo e leite 

desnatado;  

b) Determinar a capacidade de inibição de culturas produtoras de bacteriocinas in 

vitro sobre duas marcas comerciais de fermento láctico. Também, avaliar a 

capacidade de acidificação e produção de bacteriocina durante desenvolvimento 

em leite desnatado em culturas puras e em associação com fermento láctico. 

Além disso, determinar a atividade de aminopeptidases destas culturas após lise 

celular;  

c) Avaliar o comportamento de L. monocytogenes Scott A, S. aureus ATCC 27154 

e B. cereus K1-B041 em desenvolvimento associativo com as culturas 

produtoras de bacteriocinas e fermento láctico em leite desnatado; 

d) Avaliar o desempenho das culturas bacteriocinogênicas como adjuntas ao 

fermento láctico no controle de  L. monocytogenes Scott A, S. aureus ATCC 

27154 e B. cereus K1-B041 em queijo Minas Frescal. Além de verificar 

possíveis alterações provocadas por estas culturas nas características físico-

químicas e proteólise do queijo. 
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CAPÍTULO I 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

1. Bactérias lácticas 

 As bactérias lácticas constituem um grupo filogeneticamente diverso, são bactérias 

Gram-positivas, não esporuladas, cocos ou bacilos que apresentam em seu DNA 55%  de 

G+C e fermentam hidratos de  carbono produzindo ácido láctico. Estas bactérias ocupam 

muitos nichos ecológicos como certos alimentos, boca, trato gastrointestinal e urogenital de 

homens e animais (SALMINEN e VON WRIGHT, 1993). 

O grupo de bactérias lácticas inclui os gêneros Lactococcus, Streptococcus, 

Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Carnobacterium, Aerococcus, 

Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weisella (ADAMS, 1999).  

Existe uma ampla variedade de linhagens destas bactérias que são empregadas 

rotineiramente como culturas iniciadoras na fabricação de derivados lácteos, cárneos e 

vegetais fermentados. A contribuição mais importante destes microrganismos nos alimentos 

é o aumento da vida-de-prateleira e inibição de patógenos, isto se deve a competição por 

nutrientes e a presença de substâncias inibidoras produzidas pelas culturas lácticas, tais 

como ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio, diacetil e bacteriocinas (RAY, 1992). 

1.1. Lactococos 

 Os lactococos são cocos que se apresentam em pares ou em cadeias curtas ou 

longas. São imóveis, não esporulados, catalase negativa, microaerófilos e desprovidos de 

citocromos, sendo incapazes de respirar, efetuando somente metabolismo fermentativo. 

Dentre todas as espécies deste gênero, Lactococcus lactis é a mais importante 

comercialmente, composta das subespécies homofermentativas Lc. lactis subsp. lactis e Lc. 

lactis subsp. cremoris e da heterofermentativa Lc. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis. 

Estas bactérias são comumente utilizadas como fermento simples, misto ou múltiplo para 

fabricação de diferentes tipos de derivados lácteos (DE VUYST e VANDAMME, 1994).  
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1.2. Lactobacilos  

 O gênero Lactobacillus é o maior do grupo das bactérias lácticas, descrito 

inicialmente por Beijirinck em 1901 é composto por mais de 60 espécies, as quais 

apresentam grande variedade de características fenotípicas, bioquímicas e fisiológicas. São 

bacilos retos ou curvos, podem ocorrer isoladamente ou em cadeia, catalase negativa, 

imóveis, anaeróbios facultativos, mesófilos ou termófilos (De VUYST e VANDAMME, 

1994). 

 Kandler e Weiss (1986) propuseram a divisão deste gênero em 3 grandes grupos 

baseado nas características metabólicas. Grupo I Homofermentativos, representado por Lb. 

delbrueckii entre outros, são capazes de degradar hexoses em ácido láctico.  Grupo II 

Heterofermentativos facultativos, por exemplo Lb. plantarum, fermentam hexoses quase 

que exclusivamente em ácido láctico, mas também podem produzir ácido acético, etanol e 

ácido fórmico em determinadas condições. Grupo III Heterofermentativos obrigatórios, 

como Lb. brevis, são capazes de degradar hexoses e pentoses em ácido láctico e acético, 

etanol e dióxido de carbono, no caso das hexoses. 

1.3. Enterococos 

 Inicialmente pertencente ao Grupo D dos estreptococos, o gênero Enterococcus foi 

proposto por Schleifer e Kilpper-Balz em 1984, composto a princípio por duas espécies E. 

faecalis e E. faecium, atualmente possui mais de 20 catalogadas. Apresentam-se na forma 

de cocos ou cocobacilos, são catalase negativos e anaeróbios facultativos. Seu principal 

habitat é o trato gastrointestinal de homens e animais (DE VUYST e VANDAMME, 1994).  

Este gênero apresenta características relevantes para ser empregado em tecnologia 

de alimentos e como probióticos (CINTAS et al., 1997). Contudo, existe dificuldade em 

regulamentar seu emprego na indústria de alimentos, apesar de não haver consenso quanto 

a possível patogenicidade deste gênero. Salminen e Von Wright (1993) relataram que E. 

faecalis poderia eventualmente comportar-se como patógeno oportunista, porém não 

mencionaram a espécie E. faecium.  
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Giraffa e outros (1997) afirmam que os enterococos tão bem quanto outras bactérias 

lácticas poderiam ocasionalmente estar envolvidos em infecções clínicas, porém muitas 

linhagens podem ser consideradas seguras para o emprego em alimentos. Em 1996, o 

“Advisory Committee on Novel Foods and Processes” do Reino Unido aprovou o uso de E. 

faecium K770 como cultura láctica em produtos lácteos fermentados (GIRAFFA, 2003). 

2. Bacteriocinas 

 As bacteriocinas são produtos de síntese ribossômica, secretados extracelularmente 

e que apresentam atividade antimicrobiana, podem ser produzidas por bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas. 

2.1. Histórico 

Os primeiros registros sobre bacteriocinas datam de 1925 quando André Gratia 

publicou um estudo referente ao antagonismo promovido por uma linhagem de Escherichia 

coli sobre outras linhagens da mesma espécie. As substâncias responsáveis por esse efeito 

inibitório foram denominadas de ‘colicinas’ em referência ao microrganismo produtor 

original. Com a descoberta de que a produção desses compostos não se limitava ao grupo 

dos coliformes, Jacob e outros em 1953 (apud REEVES, 1972), propuseram o termo 

‘bacteriocina’ para as proteínas antimicrobianas com atividade sobre outras linhagens da 

mesma espécie e produzidas por microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos.  

Em 1928, Rogers (apud COTTER, HILL e ROSS, 2005) evidenciou a capacidade de 

certas linhagens de lactococos de promover a inibição de outras bactérias lácticas. Em 

1933, uma substância inibidora foi caracterizada como proteína de baixo peso molecular, 

estável ao aquecimento em pH 4 e com espectro de ação restrita às espécies homólogas. 

Estas substâncias foram denominadas de ‘diplococcinas’ em virtude dos microrganismos 

produtores apresentarem morfologia em forma de diplococos (WHITEHEAD, 1933 apud 

COTTER, HILL e ROSS, 2005). Somente em 1947, Mattick e Hirsch (apud COTTER, 

HILL e ROSS, 2005) concentraram uma substância inibidora produzida por uma linhagem 

de Lc. lactis subsp. lactis que apresentava características bioquímicas distintas da 

diplococcina, ou seja, um amplo espectro de atividade, denominando-a de nisina, cuja 
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palavra foi derivada do termo ‘substância inibidora do grupo N’, referindo-se a antiga 

classificação de Lancefield atribuída ao gênero Streptococcus. 

A nisina foi inicialmente purificada e comercializada na Inglaterra em 1953, sendo 

considerada segura para uso em alimentos pelo JECFA/OMS em 1969. Na Europa, em 

1983, foi adicionada à lista de aditivos alimentares e em 1988 nos EUA, o FDA autorizou 

seu uso em queijos processados. No Brasil, em 1996, foi autorizado seu emprego em 

queijos na concentração de até 12,5mg/kg (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1996).  

2.2. Classificação  

 Segundo Klaenhammer (1993), as bacteriocinas estão distribuídas em 4 classes. Em 

geral, a classe I, ou lantibióticos, representada pela nisina, é constituída por peptídeos 

termoestáveis de baixo peso molecular (<5kDa), diferenciados dos demais pela presença de 

lantionina e derivados; a classe II é composta por pequenos peptídeos (<10kDa) 

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

IIc (lactocina B); a classe III é representada por peptídeos termolábeis de alto peso 

molecular (>30kDa) como helveticina J; na classe IV encontram-se grandes complexos 

peptídicos contendo carboidrato ou lipídio em sua estrutura, contudo Cleveland e outros 

(2001) acreditam que estes compostos são artefatos de purificação parcial e não uma nova 

classe de bacteriocinas. Kemperman e outros (2003) sugeriram a inclusão de uma quinta 

classe para abrigar as bacteriocinas circulares. 

 Em 2005, Cotter, Hill e Ross propuseram uma nova classificação, a qual subdivide 

as bacteriocinas em duas categorias distintas: os lantibióticos (classe I) contendo lantionina 

e os não lantibióticos (classe II), enquanto os peptídeos de alto peso molecular termolábeis, 

formalmente componentes da classe III, seriam separadamente designados de 

‘bacteriolisinas’. Os autores sugerem ainda que a classe V (KEMPERMAN et al., 2003) 

seja incorporada à classe II dos não lantibióticos como uma subclasse, já a classe IV seria 

extinta.  
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Para Drider e  outros (2006) as bacteriocinas estariam distribuídas em três grandes 

classes de acordo com suas características bioquímicas e genéticas, conforme descrito na 

Tabela 1.  

Tabela 1. Classificação das bacteriocinas segundo Drider e  outros (2006). 

Classificação Descrição Subcategorias Exemplos 

Classe I ou 

Lantibióticos 

peptídeos que contém 

lantionina ou β-lantionina 

tipo A (moléculas lineares, 

< 4kDa) 

nisina, subtilina, 

epidermina 

  tipo B (molécula globular) 

mersacidina, 

mutacina, 

actagardina 

    

Classe II 

classe heterogênea de 

pequenos peptídeos 

termoestáveis 

subclasse IIa (bacteriocinas 

tipo pediocina–antilisterial) 

pediocina, 

enterocina, sakacina 

  
subclasse IIb (compostas 

por dois peptídeos) 

plantaricina, 

lactacina F 

  
subclasse IIc  

(outras bacteriocinas) 
lactococcina 

    

Classe III 
grandes peptídeos  

(> 30kDa) termolábeis 
 

helveticina J, 

millericina B 

 

2.2.1. Classe I (Lantibióticos) 

Os lantibióticos são pequenos peptídeos (19-38 resíduos de aminoácidos) termoestáveis 

que apresentam em sua composição aminoácidos raramente encontrados na natureza como 

lantionina, resultante da associação de duas alaninas ligadas por uma ponte dissulfeto, ou β-

metilantionina, resultante de um ácido aminobutírico ligado a uma alanina por uma ponte 

dissulfeto (JARVIS et al., 1968). 
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2.2.1.1. Nisina 

 A nisina é um lantibiótico produzido por algumas linhagens de Lc. lactis subsp. lactis, 

composta por 34 resíduos de aminoácidos (3.500Da), podendo ocorrer na forma de dímero 

ou oligômero. Sua baixa toxicidade é reflexo da completa digestibilidade de seus 

compostos, podendo ser ingerida em altas concentrações pela maioria dos animais, 

incluindo os humanos, sem o aparecimento de efeitos colaterais (FRAZER et al., 1962).  

Duas ocorrências naturalmente variantes da nisina são a nisina A e a nisina Z que 

diferem estruturalmente em apenas um resíduo de aminoácido, porém com atividade 

semelhante. A nisina A apresenta na posição 27 um resíduo de histidina (Figura 1) e a 

nisina Z uma asparagina (MULDERS et al., 1991). 

 

  

Figura 1. Representação esquemática da molécula de nisina A. Fonte: Héchard e Sahl 

(2002). 

 

Devido à natureza ácida de sua molécula a nisina apresenta estabilidade máxima em 

condições ácidas. Ela é completamente estável em soluções a pH 2,0, podendo ser estocada 

durante um período prolongado a temperaturas de 2 e 7ºC, sem perda de atividade. Acima 

de pH 7,0 a inativação ocorre mesmo em temperatura ambiente (DELVES-BROUGHTON, 

1990; HURST, 1983). 

O interesse inicial pela utilização da nisina como um agente antimicrobiano foi em 

decorrência de sua capacidade de inibir o desenvolvimento pós-germinativo de esporos de 

espécies dos gêneros Bacillus e Clostridium. 
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A nisina possui um duplo mecanismo de ação, ao ultrapassar a parede celular liga-se 

ao lipídio II, principal transportador de subunidades de peptidoglicanos do citoplasma para 

a parede celular, interferindo, portanto, na síntese desta estrutura. Além disso, a nisina pode 

usar o lipídeo II como uma molécula carreadora para iniciar o processo de inserção e 

formação de poros na membrana celular, promovendo alteração na permeabilidade da 

mesma (BREUKINK et al., 1999), conforme Figura 2. O efluxo de moléculas essenciais 

(íon K+, aminoácidos e ATP) através dos poros ocasiona a alteração do potencial de 

membrana e do gradiente iônico, acarretando a morte celular (ABEE et al., 1994). 

 

Figura 2. Representação esquemática do modo de ação da nisina. Fonte: Héchard e Sahl 

(2002). 

2.2.2. Classe II  

Esta classe é composta por pequenos peptídeos (<10kDa) termoestáveis. 

Geralmente apresentam uma estrutura helicoidal anfifílica, a qual permite sua inserção na 
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membrana citoplasmática da célula alvo, promovendo a despolarização da membrana e 

morte celular. São propostas três subdivisões para esta classe (DRIDER et al., 2006).  

2.2.2.1. Classe IIa 

A classe IIa é composta por bacteriocinas que apresentam alta especificidade contra 

Listeria monocytogenes. Seus representantes possuem 37 a 48 resíduos de aminoácidos, 

com uma porção N-terminal com configuração de folha pregueada, estabilizada por pontes 

dissulfeto e uma porção C-terminal contendo uma ou duas α-hélices (FIMLAND et al., 

2005) (Figura 3). A maioria das bacteriocinas da classe IIa possui seus genes de 

codificação em um plasmídio, exceto enterocina A, divercina V41, sakacina P e 

carnobacteriocinas B2 e BM1, cujos genes de codificação localizam-se no cromossomo 

(AYMERICH et al., 1996; HUHNE et al., 1996; QUADRI  et al., 1997). 

 

 

Figura 3. Representação esquemática da estrutura das bacteriocinas da classe IIa. Fonte: 

Ennahar e outros (2000b). 

 

As bacteriocinas desta classe inserem-se na membrana celular do microrganismo 

alvo pela porção C-terminal hidrofóbica e/ou anfifílica promovendo a formação de poros e 

conseqüente dissipação da força próton motriz, a qual envolve dissipação total do gradiente 

iônico e parcial do potencial de membrana (KAISER et al., 1996), conforme Figura 4. Na 

tentativa de manter ou restaurar a força próton motriz, ocorre uma aceleração no consumo 

do ATP intracelular, esta depleção do ATP também pode estar relacionada à inabilidade da 

célula em produzir o composto devido ao efluxo de fosfato. Chen e Montville (1995) 

afirmam que 98,9% do ATP são consumidos durante este processo. A formação dos poros 

 
Folha pregueada α-hélice obliqua        α-hélice amfifílica 
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na membrana celular promove o extravasamento para o meio extracelular de íon potássio, 

aminoácido e outras moléculas de baixo peso molecular (BHUNIA et al., 1991). 

 

Figura 4. Representação esquemática do modo de ação das bacteriocinas da classe IIa. 

Fonte: Drider e outros (2006). 

 

a. Pediocina AcH 

Pediocina AcH composta por 44 resíduos de aminoácidos é a única bacteriocina da 

classe IIa sintetizada não só por diferentes espécies como também por diferentes gêneros de 

bactérias lácticas. Inicialmente foi detectada em Pediococcus acidilactici PA 1.0 

(GONZALEZ e KUNKA, 1987) e H (BHUNIA et al., 1987). Desde então outras linhagens 

e espécies de pediococos foram descritas como produtoras de pediocina AcH (BENNIK et 

al., 1997; RAY et al., 1989) e em 1996 Ennahar e outros isolaram em queijo Munster uma 

linhagem de Lb. plantarum também produtora desta bacteriocina.  

 

 

b. Enterocinas 

Interação com receptor 

Permeabilização da membrana 

Bacteriocina Classe IIa 
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A primeira enterocina foi identificada por Kjems em 1955 (apud DE VUYST e 

VADAMME, 1994). Desde então várias enterocinas têm sido descritas e possuem 

representantes em mais de uma classe de bacteriocina. Geralmente são termoestáveis 

(121ºC/15min), resistentes à liofilização e à estocagem a –20ºC por longos períodos. 

Segundo Cintas e outros (1997), estes compostos possuem ação antimicrobiana seletiva, 

não apresentam antagonismo contra Leuconostoc e Lactococcus, porém age sobre 

Clostridium perfringens, C. botulinum, S. aureus e especialmente sobre o gênero Listeria.  

2.2.2.2. Classe IIb 

 Esta classe é composta por bacteriocinas heterodiméricas que requerem a atividade 

combinada de dois peptídeos. Seu mecanismo de ação também envolve a dissipação do 

potencial de membrana, perda iônica e diminuição da concentração intracelular de ATP. 

Estes peptídeos apresentam atividade muito baixa se forem empregados individualmente 

(GARNEAU et al., 2002). 

2.2.2.3. Classe IIc 

 As bacteriocinas pertencentes a esta classe apresentam uma união covalente das 

terminações C e N, resultando em uma estrutura cíclica (KAWAI et al., 2004). Embora 

tenham sido identificados poucos representantes desta classe, estes autores propõem duas 

subdivisões, baseado na porcentagem de similaridade na seqüência de aminoácidos, a 

subclasse c (i) que compreende a enterocina AS-48 e a circularina A e a subclasse c(ii) 

composta pela gasericina A, reutericina 6 e butirivibriocina AR10. 

2.2.3. Classe III 

 Esta classe é composta por grandes proteínas (>30kDa) termolábeis, são 

bacteriocinas complexas quanto à atividade e à estrutura protéica. Seu mecanismo de ação 

se diferencia das demais bacteriocinas, promovendo a lise celular através da lise da parede 

celular do microrganismo alvo. Apresentam uma porção N-terminal homóloga a uma 

endopeptidase, responsável pela catálise da parede celular e uma porção C-terminal 

responsável pelo reconhecimento da célula alvo (LAI et al., 2002). 
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2.3. Biologia molecular  

 Para síntese das bacteriocinas são necessários pelo menos quatro genes: gene 

codificador da pré-bacteriocina, do sistema de transporte, da proteína acessória e da 

proteína de imunidade.   

As bacteriocinas geralmente são sintetizadas como pré-peptídeos inativos que 

possuem uma seqüência guia N-terminal. Esta seqüência guia mantém a bacteriocina na 

forma inativa dentro da célula produtora, facilitando a interação com o transportador e, 

provavelmente, no caso dos lantibióticos tem um papel no reconhecimento do mecanismo 

de modificação estrutural (XIE et al., 2004). Este precursor é transportado à superfície 

celular durante a fase de crescimento exponencial e catalisado na forma ativa. 

 O transporte para o meio extracelular é executado por um transportador que pode 

também conter uma porção proteolítica N-terminal pertencente à família das cisteína-

proteases responsável pela clivagem do peptídeo guia, além de uma porção C-terminal 

responsável pela hidrólise do ATP e fornecimento de energia para o transporte da 

bacteriocina (AUCHER et al., 2005) (Figura 5). No caso dos lantibióticos a clivagem pode 

ser realizada por uma serina-protease específica (Van der MEER et al., 1993). Para a classe 

II as proteínas acessórias são utilizadas para facilitar a translocação na membrana e/ou 

clivar o peptídeo guia. 

O sistema responsável pela regulação da produção de bacteriocinas é composto por 

três componentes: peptídeo indutor (ferormônio), histidina quinase transmembrana 

(receptor do ferormônio) e regulador de resposta (NES e EIJSINK, 1999) (Figura 5). 

O peptídeo indutor é sintetizado no ribossomo em baixos níveis como pré-peptídeo, 

o qual é clivado e secretado no meio externo pelo transportador. Quando este composto 

atinge certa concentração ativa a histidina quinase transmembrana que conduz a uma 

autofosforilação do resíduo de histidina, transferindo para proteína reguladora de resposta 

um fosfato, este regulador fosforilado ativa a transcrição da bacteriocina, além dos 

elementos que compõem o sistema regulador, iniciando um “feedback” positivo (NES e 

EIJSINK, 1999) (Figura 5). 
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A regulação da produção dos lantibióticos como nisina e subtilina é feita pela 

própria bacteriocina que funciona como ferormônio para induzir sua produção a níveis 

elevados (KLEEREBEZEM e QUADRI, 2001).  Embora haja um exemplo de bacteriocina 

da classe II que age como ferormônio (RYAN, ROSS e HILL, 2001), a presença de um 

outro peptídeo indutor é mais frequente nesta classe (NILSEN, NES e HOLO, 1998). 

 O mecanismo de imunidade das bactérias produtoras de bacteriocinas é capaz de 

distinguir entre a bacteriocina produzida pela própria cultura e por outras. Dois sistemas 

distintos estão envolvidos na imunidade das classes I e II.  A proteção pode ser promovida 

por uma proteína específica e/ou pelo sistema transportador (Figura 5). O mecanismo 

através do qual eles funcionam é semelhante, pelo seqüestro da  proteína estrutural ou por 

competição antagônica pelo receptor de bacteriocina (HOFFMANN et al., 2004). Para a 

classe I a imunidade é promovida por um ou ambos os sistemas (STEIN et al., 2005), para 

as classes IIa e IIb a imunidade esta relacionada a uma única proteína e na classe IIc o 

responsável pela imunidade é o sistema de transporte (DIAZ et al., 2003).   

O sistema de imunidade apresenta alta especificidade e na maioria das vezes confere 

proteção contra apenas um tipo de bacteriocina, porém foram observados casos de proteção 

cruzada entre algumas bacteriocinas. A sakacina e as pediocinas PA-1/AcH são muito 

similares estruturalmente e suas respectivas proteínas de imunidade protegem contra uma 

ou outra (FIMLAND et al., 2002). Segundo Franz e outros (2000) a proteína de imunidade 

da carnobacteriocina A também confere proteção contra a enterocina B. 
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Figura 5. Representação esquemática da biosíntese e regulação de bacteriocinas da classe 

IIa. Fonte: Drider e outros (2006). 

 

2.4. Espectro de ação antimicrobiana 

O espectro de inibição das bacteriocinas produzidas pelas bactérias lácticas é 

relativamente mais estreito que o apresentado por peptídeos produzidos por células 

eucarióticas, como a pleurocidina que apresenta atividade sobre bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas (COLE, WEISS  e DIAMOND, 1997). Por outro lado, as bacteriocinas 

produzidas por bactérias lácticas são ativas em concentrações muito menores, 

provavelmente devido à interação destes compostos com receptores específicos presentes 

na membrana celular do microrganismo alvo (NISSEN-MEYER et al., 1997). 

Conventry e outros (1997) avaliaram o espectro de ação antimicrobiana de duas 

linhagens de Lc. lactis subsp. lactis produtoras de bacteriocinas (AW73 e KMSO) sobre  
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três linhagens de L. monocytogenes, três de S. aureus, uma de B. cereus, uma de Lc. lactis 

subsp. cremoris e duas de Lc. lactis subsp. lactis.  Utilizando a linhagem AW73, através do 

método de difusão em ágar, foi observado halo de inibição de desenvolvimento sobre quase 

todos os microrganismos indicadores, excetuando-se uma linhagem de Lc. lactis subsp. 

lactis  e uma de B. cereus. A linhagem KMSO apresentou resultados semelhantes aos da 

linhagem AW73, diferenciando-se apenas quanto à inibição de S. aureus, onde apenas duas 

linhagens demonstraram sensibilidade.  

Benkerroum e outros (2002) utilizaram o método de “spot” para analisar o espectro 

de ação antimicrobiana de uma linhagem de Lc. lactis subsp. lactis  produtora de 

bacteriocina sobre sete linhagens de  L. monocytogenes, uma de S. aureus, uma de Bacillus 

sp., duas de Lc. lactis spp. não produtoras de bacteriocina.  Todas as linhagens de L. 

monocytogenes e uma de Lc. lactis spp. apresentaram forte sensibilidade à bacteriocina 

avaliada (diâmetro de inibição duas vezes maior que o diâmetro do “spot”). S. aureus 

demonstrou sensibilidade intermediária (de 1,5 a duas vezes o diâmetro do “spot”). Não foi 

observada inibição de uma linhagem de Lc. lactis spp. e de Bacillus sp. 

Millette e outros (2004) estudaram a atividade antimicrobiana de Lc lactis subsp. 

lactis ATCC 11454  sobre  S. aureus e E. faecium e obtiveram halos de inibição de S. 

aureus e E. faecium com raio entre 6 e 10mm.  

Rilla e outros (2004) reportaram atividade antimicrobiana de 200 UA/ml de nisina 

Z, produzida por Lc. lactis subsp. lactis IPLA 729  sobre S. aureus. 

As bacteriocinas da classe IIa apresentam um espectro de ação bastante restrito 

quando comparado às outras bacteriocinas; todos os compostos pertencentes a esta 

subclasse são descritos como ativos contra o gênero Listeria. Ennahar e outros (1998a) 

reportaram um forte poder inibitório de Lb. plantarum WHE 92, produtor de pediocina 

AcH sobre L. monocytogenes. Após 4 dias de incubação em caldo MRS a 15ºC, a 

população do patógeno foi maior que 108 UFC/ml no controle e de 102 UFC/ml na amostra 

com Lb. plantarum. 
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 Loessner e outros (2003) avaliaram a sensibilidade de 12 linhagens de L. 

monocytogenes à pediocina AcH produzida por Lb. plantarum ALC01 e observaram zona 

de inibição entre 10 e 13mm de diâmetro para todas as linhagens avaliadas. 

 McKay (1990) avaliou a inibição do desenvolvimento de cinco linhagens de L. 

monocytogenes por E. faecium e encontrou zona de inibição entre 22 e 24mm de diâmetro. 

 Franz e outros (1996) avaliaram o espectro de ação antimicrobiana de E. faecium 

BFE 900. Todas as linhagens de L. monocytogenes demonstraram sensibilidade à 

bacteriocina, contudo B. cereus, S. aureus e Lc. lactis não foram inibidos. 

 Em 1998, Ennahar e outros analisaram o espectro de ação de E. faecium WHE 81, 

produtor de enterocina 81, sobre os mesmos microrganismos avaliados anteriormente com 

Lb. plantarum. Para L. monocytogenes observaram halo de inibição entre 2 e 4 mm de 

diâmetro, enquanto S. aureus, B. cereus e Lc. lactis  não demonstraram sensibilidade à 

enterocina 81. 

 Ennahar e Deschamps (2000) utilizaram o método de diluição crítica para 

determinar a atividade antimicrobiana de enterocina A, produzida por E. faecium EFM 01. 

De 14 linhagens de L. monocytogenes, 13 demonstraram sensibilidade à bacteriocina, 

porém nenhuma das sete linhagens de S. aureus foi inibida.  

Leroy e outros (2003) relataram forte ação inibitória de E. faecium sobre Listeria sp. 

e limitado antagonismo sobre culturas iniciadoras. 

Contudo, alguns autores constataram atividade destas bacteriocinas também sobre 

outros gêneros de bactérias. Ennahar e outros (1996) observaram a inibição de 7 linhagens 

de L. monocytogenes (halo de inibição entre 8 e 14mm de diâmetro), 2 de L. innocua (halo 

entre 8 e 10mm), 1 de B. cereus (11mm) por Lb. plantarum WHE92 produtor de pediocina 

AcH. Duas linhagens de Lc. lactis spp, 1 linhagem de S. aureus  e outra de B. cereus  não 

sofreram inibição. 

Elotmani e outros (2002) compararam o espectro de ação antimicrobiana de 4 

linhagens de Lc. lactis e 4 de E. faecium sobre microrganismos gram-positivos. Para L. 
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monocytogenes observaram halo de inibição entre 2 e 13mm e entre 5 e 13mm para Lc. 

lactis e E. faecium, respectivamente. Apenas Lc. lactis inibiu o crescimento de Lc. lactis  

subsp. cremoris (19 a 20mm). S. aureus não demonstrou sensibilidade a nenhuma das 

bactérias lácticas avaliadas. Três linhagens de Lc. lactis e uma de E. faecium promoveram 

inibições entre 3 e 5mm do crescimento de B. cereus. 

 Álvarado e outros (2005) estudaram o espectro antimicrobiano de E. faecium VQ 31 

e observaram que a bacteriocina produzida por esta espécie foi capaz de inibir L. 

monocytogenes (halo entre 9 e 10mm) e S. aureus (8mm),  enquanto B. cereus, Lc. lactis 

spp. e Lb. plantarum não sofreram inibição.  

 Ammor e outros (2006) analisaram a atividade antimicrobiana de 21 linhagens de E. 

faecium isoladas de salsicha. Três linhagens apresentaram atividade sobre S. aureus e todas 

as 21 linhagens promoveram inibição de L. innocua. 

2.5. Requisitos necessários para utilização de bacteriocinas como bioconservantes 

 Em geral para que uma bacteriocina possa ser empregada na indústria de alimentos 

deve cumprir alguns requisitos como: a linhagem produtora deve ter status GRAS; a 

bacteriocina deve apresentar amplo espectro de inibição sobre os principais patógenos de 

alimentos ou ser altamente específica sobre algum deles; deve ser termoestável; não pode 

apresentar risco à saúde do consumidor; ter efeito benéfico sobre o produto, aumentando 

sua segurança, sem afetar da qualidade nutricional e sensorial (HOLZAPFEL et al., 1995). 

 Yang e Ray (1994) estabeleceram que para uma bacteriocina ser aceita como aditivo 

alimentar devem ser realizados inúmeros estudos prévios para estabelecer seu espectro de 

ação, suas características bioquímicas e genéticas e também da linhagem produtora, 

estabelecer a sensibilidade destes compostos a alteração de pH e temperatura, os fatores que 

afetam sua produção, o processo de purificação e o custo de sua aplicação. 

2.6. Aplicação na indústria de laticínios  

As bacteriocinas podem ser introduzidas nos alimentos por pelo menos três 

diferentes maneiras: em alimentos fermentados podem ser produzidas in situ pela adição de 
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culturas lácticas bacteriocinogênicas no lugar das tradicionais culturas iniciadoras; pela 

adição destas culturas como adjuntas; ou pela adição direta de bacteriocinas purificadas.  

 Maisnier-Patin e outros (1992) obtiveram redução de 1,57 log UFC/g na população 

de L. monocytogenes, durante as primeiras 24h, em queijo Camembert fabricado com Lc. 

lactis subsp. lactis produtor de nisina, enquanto que a amostra controle apresentou redução 

de 0,80 log UFC/g. 

Zottola e outros (1994) observaram redução de 3 log UFC/g na população de S. 

aureus após 5 dias a 23ºC, em queijo Cheddar produzido com Lc. lactis lactis produtor de 

nisina. 

Maisnier-Patin e outros (1995) investigaram a ação antimicrobiana adicional da 

nisina sobre L. monocytogenes em leite desnatado durante aquecimento. A utilização de 25 

ou 50UI/ml de nisina resultou numa redução significativa do tempo necessário para 

promover a eliminação do patógeno. 

Davies e outros (1997) avaliaram a eficiência de nisina no controle de L. 

monocytogenes em ricota estocada entre 6 e 8 ± 1ºC por 70 dias. Na amostra com 1,25 mg/l 

de nisina o patógeno permaneceu abaixo do limite de detecção por 11 dias, na amostra 

controle a população do patógeno atingiu contagens superiores a 7 log UFC/g após 15 dias. 

Quando enterocina AS 48 produzida por E. faecalis foi adicionada a queijo 

Manchego promoveu redução de 1,2 log UFC/g na contagem de L. monocytogenes em 

relação à amostra controle após 60 dias de maturação (NUÑEZ et al., 1997). 

Ennahar e outros (1998a) investigaram a atividade anti-Listeria monocytogenes de 

Lb. plantarum, produtor de pediocina AcH, em queijo Munster. Não foi detectada L. 

monocytogenes em nenhuma amostra adicionada de Lb. plantarum WHE 92 até o final do 

período de maturação (21 dias), enquanto as amostras controle apresentaram contagem do 

patógeno acima de 105UFC/g. 

Lauková e outros (1999) estudaram o efeito inibitório de enterocina CCM 4231 

sobre o desenvolvimento de S. aureus em leite. Após 24h, observaram decréscimo do 
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número de células viáveis do patógeno de 1010 UFC/ml no controle para 102 UFc/ml na 

amostra com enterocina. 

 Rodrigues e outros (2000) obtiveram redução na contagem de S. aureus em queijo 

produzido com Lc. lactis subsp. lactis produtor de nisina entre 0,41 e 0,48 log UFC/g após 

1 dia e entre 0,62 e 0,82 log UFC/g após 30 dias de maturação. 

Lauková e outros (2001) obtiveram redução de 3,6 log UFC/g na contagem de L. 

monocytogenes em queijo Saint-Paulin contendo enterocina em relação ao queijo controle 

após uma semana a 14ºC. 

Rodríguez e outros (2001) monitoraram o crescimento de L. monocytogenes 

artificialmente inoculada em queijo semiduro preparado com cultura comercial e com Lc. 

lactis subsp. lactis TAB 50 produtor de nisina. Após 60 dias de estocagem, foi detectada 

redução de 2,64log UFC/g de L. monocytogenes no queijo fabricado com a cultura 

produtora de nisina e de apenas 0,23 log UFC/g naquele com a cultura comercial. 

Benkerroum e outros (2002) não detectaram L. monocytogenes, após 1 dia de 

estocagem a 7ºC, em leite fermentado contendo Lc. lactis produtor de bacteriocina, porém a 

amostra controle apresentou contagem ao redor de 6 log UFC/ml entre o 2º e 6º dia. 

Elotmani e outros (2002) obtiveram redução de 2 log UFC/ml na contagem de L. 

monocytogenes após 24h de crescimento associativo com Lc. lactis subsp. lactis R9/2 e E. 

faecium R18 em leite a 30ºC. 

Hamama e outros (2002) avaliaram o efeito inibitório de Lc. lactis subsp. lactis UL 

730 produtor de nisina sobre o crescimento de S. aureus enterotoxigênico durante o 

processamento e estocagem de queijo fresco marroquino. Após 4 dias de estocagem, o 

inóculo inicial (3 log UFC/g) de S. aureus foi reduzido a níveis não detectáveis (<1 log 

UFC/g) nas amostras produzidas com cultura nisina positiva. 

Moreno e outros (2002) estudaram a viabilidade do emprego de Enterococcus 

faecium como co-cultura em queijo Cheddar. Os autores não observaram alteração no pH 

do queijo, nem na contagem da cultura láctica comercial (L. lactis subsp. cremoris) quando 
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E. faecium foi utilizado. Porém, o tratamento com a co-cultura apresentou poder inibitório 

sobre L. innocua durante os 12 meses de maturação, indicando produção de enterocina em 

todo o período. 

Rossland e outros (2003) avaliaram a ação de  Lb. plantarum  2741 e Lc. lactis 

subsp. lactis ML8 sobre B. cereus em crescimento associativo em leite por 72h a 30ºC. 

Após 24h, B. cereus não foi detectado na amostra com Lc. lactis subsp. lactis, o mesmo foi 

observado após 48h, quando utilizaram Lb. plantarum, enquanto a amostra controle 

apresentou contagem de 8,12 log UFC/ml. 

García e outros (2004) avaliaram o antagonismo de E. faecalis sobre L. 

monocytogenes em co-cultivo em leite. O número de células viáveis de L. monocytogenes 

aumentou durante as primeiras quatro horas de incubação a 37ºC, após este período, a 

população do patógeno declinou até atingir 24 UFC/ml. 

Muñoz e outros (2004) obtiveram redução na população de B. cereus de 1, 2, 4,3 e 

5,6 log UFC/g em queijo contendo E. faecalis em relação à amostra controle após 5, 10, 15 

e 30 dias. 

Rilla e outros (2004) investigaram o poder inibitório de nisina Z produzida por Lc. 

lactis subsp. lactis IPLA 729 sobre S. aureus em queijo Afuega’l Pitu. Após 2 semanas, o 

patógeno não foi mais detectado no queijo contendo nisina Z. 

Rodrigues e outros (2005) obtiveram redução na população de L. monocytogenes de 

0,55 e 1,64 log UFC/g em queijo utilizando Lc. lactis sp. produtor de nisina e pediocina, 

respectivamente. 

Achemchem e outros (2006) analisaram a ação de E. faecium produtor de 

bacteriocina sobre Listeria monocytogenes em queijo Jben durante 14 dias a 22ºC. 

Inicialmente, observaram redução a níveis abaixo do limite de detecção, após 3 dias, houve 

crescimento até 3 log UFC/g e, após 7 dias, o patógeno novamente não foi detectado. A 

amostra controle apresentou contagens superiores a 4 log UFc/g durante todo o período. 
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Areal e outros (2006) observaram redução de 1 log UFC/g na contagem de S. aureus 

presente em queijo Minas Frescal produzido com E. faecium E86 em relação ao queijo 

controle após 18 dias de incubação. 

Enan (2006) analisaram a atuação de nisina sobre L. monocytogenes em leite e 

queijo. O patógeno inicialmente inoculado em 5 log UFC/g foi reduzido a níveis abaixo do 

limite de detecção após 70h e 100h de incubação a 8ºC em leite e queijo, respectivamente. 

 Esper e outros (2006) avaliaram a atividade de uma cultura comercial de Lb. 

plantarum produtor de bacteriocina sobre L. monocytogenes em ricota. Após 21 dias de 

estocagem a 7ºC observaram redução na população do patógeno entre 2,49 e 2,79 log 

UFC/g em relação à amostra controle. 

2.7. Fatores que afetam a eficiência das bacteriocinas 

 A eficiência da atividade das bacteriocinas produzidas por diferentes espécies de 

bactérias lácticas não é uniforme e constante, a composição química e as condições físicas 

do alimento podem influenciar a atividade destes compostos. Esta atividade é reduzida 

devido à ligação das bacteriocinas aos componentes dos alimentos, à adsorção à célula ou a 

proteínas, à ação do pH e à atividade das proteases e outras enzimas, (SCHILLINGER et 

al., 1996).  

2.7.1. Composição do meio 

 Segundo Kandler (1983), o tipo de fonte de carbono afeta o desenvolvimento celular 

e a produção de bacteriocinas por bactérias lácticas, uma vez que a utilização da glicose 

pela célula não necessita de hidrólise prévia, enquanto a lactose precisa ser hidrolisada em 

glicose e galactose antes de ser utilizada pela mesma. 

 Uma correlação entre a degradação da nisina e a extensão da proteólise em creme de 

leite pasteurizado foi verificada por Phillips e outros (1983). A atividade da nisina diminuiu 

com o aumento da atividade proteolítica em amostras contaminadas com microrganismos 

Gram-negativos. 
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 Sulzer e Busse (1991) relataram que a redução da atividade de enterocina durante a 

maturação de queijo Camembert se deve a ação de proteases produzidas pelo Penicilium 

camembert. 

 Maisnier-Patin e outros (1992) observaram redução na atividade de nisina de 35% 

no interior e de 75% na superfície de queijo Camembert, durante a primeira semana de 

maturação. 

Garde e outros (1997) reportaram redução da atividade de enterocina em queijo 

Hispânico após 15 dias de maturação a 14ºC. 

 Buyong e outros (1998) atribuíram a redução da atividade de pediocina de 

64.000UA/g para 2.000UA/g, após seis meses de maturação de queijo Cheddar, à ação de 

proteinases e peptidases.  

 Farias e outros (1999) não detectaram atividade de enterocina CRL 35 em queijo de 

leite de cabra, embora tenham notado redução da população de Listeria sp. durante o 

período de maturação. 

Rodriguez e outros (2005) não detectaram atividade de pediocina produzida por P. 

acidilactici 347 durante o período de maturação do queijo, contudo a nisina exibiu 

atividade durante o mesmo período. 

Parente e Hill (1992) reportaram a redução drástica na produção de bacteriocinas 

por E. faecium em leite quando comparado a atividade obtida em meios de cultura 

sintéticos. Moreno (1995) verificou menor produção de bacteriocina por Lc. lactis subsp. 

lactis ATCC 11454 em leite quando comparado ao caldo APT.  

 Sarantinopoulos e outros (2002b) não detectaram atividade de bacteriocina 

produzida por E. faecium FAIR-E 198 utilizando leite desnatado como meio de 

desenvolvimento. Quando a cultura bacteriocinogênica foi inoculada em leite adicionado de 

coalho, CaCl2 e fermento comercial também não observaram atividade de bacteriocina.  

Segundo os autores, este fenômeno poderia ter ocorrido devido à incorporação das 

moléculas de bacteriocina à micela de caseína ou à sua inativação pela ação do coalho. 
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 Alguns autores constatando uma redução da atividade inibitória da nisina em leite, 

atribuíram esse efeito adverso à associação dessa molécula a algum componente, em 

particular, a gordura. Daeschel (1990) avaliando o efeito da gordura na atividade da nisina 

em alimentos infantis homogeneizados e estéreis, verificou que os que continham alto teor 

de gordura como peru reduziram significativamente a atividade da nisina, 

comparativamente ao baixo teor de gordura do feijão verde. 

Achenchem e outros,  em dois estudos realizados em 2005 e 2006, detectaram 

atividade de bacteriocina produzida por E. faecium após 16h em caldo MRS e apenas após 

40h em leite UHT, os autores relacionam este fato a possível interação da bacteriocina a 

gordura presente no leite. 

2.7.2. Concentração do microrganismo alvo 

 A eficiência inibitória das bacteriocinas depende do nível de contaminação do 

alimento pelo microrganismo alvo. Se a contaminação inicial for muito elevada, a atividade 

da bacteriocina é restrita, não impedindo o desenvolvimento do microrganismo. 

 Segundo Maisner-Patin (1990), em queijo Camembert, Lc. lactis subsp. lactis 

produtor de nisina foi mais efetivo na inibição de L. monocytogenes com nível de 

contaminação inicial de 101 UFC/ml que a níveis mais elevados (105 UFC/ml). 

 Benkerroum e outros (2000) quando utilizaram inóculo inicial de 104 UFC/g não 

detectaram L. monocytogenes durante 20 dias de estocagem a 7 ou 22ºC em queijo 

produzido com uma cultura bacteriocinogênica. Ao utilizarem concentração de 107 UFC/g 

do patógeno, observaram redução de 2 log UFC/g após 10 dias de estocagem a 7ºC.  

Hamama e outros (2002) avaliaram o efeito inibitório de Lc lactis subsp. lactis 

UL730 produtor de nisina sobre o crescimento de S. aureus enterotoxigênico durante o 

processamento e estocagem de queijo fresco marroquino. Após 4 dias de estocagem, o 

inóculo inicial (3 log UFC/g) de S. aureus foi reduzido a níveis não detectáveis (<1 log 

UFC/g) nas amostras processadas com cultura nisina positiva. Porém utilizando inóculo 

maior (5 log UFc/g), obtiveram redução na população do patógeno de apenas 0,86 log 

UFC/g, no mesmo período. 
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 Loessner e outros  (2003) avaliaram o efeito inibitório de Lb. plantarum produtor de 

pediocina AcH sobre diferentes concentrações de L. monocytogenes em queijo. A ação da 

bacteriocina foi dependente do nível de contaminação inicial do patógeno. Quando o queijo 

foi inoculado com 4 x 103 UFC/g, obtiveram redução de 1 a 2 log UFC/g durante o período 

de maturação, enquanto pronunciada inibição foi verificada quando utilizaram baixo nível 

inicial de contaminação (2 x 102 UFC/g), o patógeno não foi detectado até o 14º dia. 

Rilla e outros (2004) analisaram a ação de Lc. lactis subsp. lactis IPLA 729 sobre 

duas diferentes concentrações de S. aureus 1,8 x 104 (A) e 7,2 x 106 UFC/ml (B). Após 24h 

de incubação, não detectaram S. aureus na amostra A, enquanto a amostra B apresentou 

contagem de 5,0 x 104 UFC/ml. 

2.7.3. pH do meio 

 Devido à sua estabilidade máxima em condições ácidas, a atividade da nisina é 

maior quando utilizada em alimentos ácidos, portanto, a efetiva aplicação da nisina requer 

que o pH do alimento seja menor que 7,0 para assegurar sua solubilidade e estabilidade 

durante o processamento e o período de estocagem (HERNANDEZ et al., 1993). 

 Benkerroum e outros (2002) obtiveram atividade de bacteriocina produzida por Lc. 

lactis subsp. lactis 35 vezes maior em pH controlado a 6,5 do que quando houve variação 

no valor do pH do meio ao longo do tempo de incubação. 

 Segundo Yang, Johnson e Ray (1992) a maior percentagem de adsorção de 

bacteriocinas à célula produtora ocorre entre pH 6 e 6,5 para pediocina AcH, pH 6,5 para 

nisina,  pH 5,5 ou maior para sakacina A  e pH 5,5 para leuconocina Lcm1. Por outro lado,  

nenhuma adsorção foi observada em pH 1,5 para pediocina AcH, pH abaixo de 3 para 

nisina e leuconocina e abaixo de 2 para sakacina A. 

 Ennahar e outros (1998) relataram que a atividade de pediocina AcH manteve-se 

estável após 21 dias de estocagem em meio de cultura com pH 4,0, 5,0 ou 6,0, porém em 

pH 7,0 observaram redução de 50% da atividade da bacteriocina. 
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Ennahar e Deschamps (2000) avaliaram o efeito da variação do pH do meio TSB-

YE a 30ºC por 18h sobre enterocina A. Não observaram influência significativa do pH 

(valores avaliados variaram entre 3 e 9) sobre a atividade desta bacteriocina. 

 A pediocina AcH produzida por Lb. plantarum apresenta atividade ótima entre pH 

4,0 e 6,0, porém esta decresce em pH 6,5 (ENNAHAR et al., 1996). 

 Bernbom e outros (2006) detectaram maior atividade de pediocina AcH em pH 5,0 

do que em pH 7,0, utilizando um sistema modelo de trato gastrintestinal.  

Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn (2006) relataram que a adsorção da 

bacteriocina produzida por Lb. plantarum N014 foi fortemente influenciada pelo pH do 

meio, a bacteriocina foi completamente adsorvida em pH 7 e em pH 3 não foi detectado 

adsorção da mesma à célula. 

 Leroy e outros (2003) relataram que a atividade de enterocina permaneceu constante 

em pH superior a 6,5 em caldo MRS a 35ºC. 

 Segundo Drosinos e outros (2005) o valor de pH ótimo para produção de 

bacteriocina (5,5) não coincide com o valor ótimo para o desenvolvimento microbiano 

(6,5).  

2.7.4. Temperatura  

Em queijos processados adicionados de nisina (250UI/g), Delves-Broughton (1990) 

verificou perda de 10, 40 e 60% de atividade com temperaturas de estocagem de 20, 25 e 

30ºC, respectivamente. 

Rogers e Montville (1994) verificaram uma redução da atividade da nisina contra 

Clostridium botulinum proporcional à elevação de temperatura. O nível residual limite 

diminuiu de 154UI/ml a 35ºC para 32UI/ml a 25ºC e para 12UI/ml a 15ºC. 

Leroy e De Vuyst (1999) afirmaram que a degradação da atividade de bacteriocina 

aumenta com a elevação da temperatura devido a maior atividade das proteases e maior 

interação existentes entre a célula e a bacteriocina e das moléculas de bacteriocinas entre si. 



 

 30

Segundo Fimland e outros (2000) as pediocinas PA-1 e AcH apresentam a mesma 

taxa de produção tanto a 20ºC quanto a 37ºC. 

Drosinos e outros (2005) obtiveram maior taxa de crescimento e produção de 

bacteriocina por Leuconostoc mesenteroides a 25ºC em caldo MRS. 

2.7.5. Cloreto de sódio 

Roberts e outros (1992) avaliando a produção de nisina por Lc. lactis subsp. lactis e 

cremoris durante a fabricação de queijo Cheddar, verificaram que após a adição de 2,5% de 

NaCl ocorreu uma redução da atividade da nisina nas amostras de coágulo e de soro. Os 

autores concluíram que o sal poderia ter interferido no desenvolvimento de M. luteus 

ATCC 10240, microrganismo sensível utilizado no método de avaliação da atividade da 

nisina. 

Nilsen e outros (1998) sugerem que a redução da produção de bacteriocina na 

presença de sal seja por causa da interferência das moléculas de NaCl na ligação do fator de 

indução de produção ao receptor .  

O NaCl em determinadas concentrações pode reduzir o crescimento de culturas 

lácticas e conseqüentemente a produção de bacteriocinas, como a sakacina K (LEROY e 

DE VUYST, 1999), além disso pode proteger os microrganismos alvos como L. 

monocytogenes da ação de bacteriocinas (HUGAS et al., 2002). 

Sarantinopoulos e outros (2002b) observaram redução na atividade de bacteriocina e 

na taxa de crescimento de E. faecium FAIR-E 198 após adição de 2% de NaCl no caldo 

MRS. O mesmo fenômeno foi constatado por Nilsen e outros (1998) utilizando E. faecium 

CTC 492. 

Drosinos e outros (2005) observaram maior produção de bacteriocina por 

Leuconostoc mesenteroides na presença de 2,5% de NaCl, porém a produção diminuiu 

quando aumentaram a concentração do NaCl para 3%. Segundo estes autores o crescimento 

de algumas bactérias lácticas é favorecido pela presença de baixa concentração de NaCl (1 
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a 2%) e atribuem a redução da produção de bacteriocina à redução da atividade de água 

promovida pelo NaCl.  

O efeito da adição de NaCl na atividade inibidora de nisina contra L. monocytogenes 

foi estudado por Harris  e outros (1991). A adição de 2,5% de NaCl ao ágar BHI promoveu 

um aumento da efetividade da nisina em concentrações de 1 a 10µg/ml. 

Entretanto, Vignolo e outros (1995) concluíram que a atividade de lactocina 705 não 

foi afetada pela adição de 3% de NaCl no caldo MRS. Gänzle e outros (1999) relataram que 

o NaCl poderia aumentar a atividade de sakacina P e curvacina A.  

2.8. Resistência microbiana 

 A resistência de mutantes espontâneos às bacteriocinas pode estar relacionada a 

mudanças ocorridas na parede celular, tais como: alteração do potencial elétrico da 

membrana ou da fluidez da mesma (LI et al., 2002), alteração da composição lipídica ou do 

conteúdo de alanina da membrana (VADYVALOO et al., 2004), alteração da carga ou 

espessura da parede celular (MANTOVANI e RUSSELL, 2001) ou pela combinação de 

todos os fatores. Segundo van Schaik, Gahan e Hill (1999) estas mudanças podem surgir 

após exposição da célula a baixas concentrações de lantibióticos ou como parte de uma 

resposta adaptativa a algum outro estresse. O nível de resistência pode variar de acordo 

com o mecanismo presente. 

 O mecanismo de resistência das células à nisina ainda não esta muito bem 

esclarecido, segundo Ming e Daeschel (1993) e Abee (1995), a resistência de L. 

monocytogenes  a nisina está relacionada à variação na composição dos ácidos graxos da 

membrana celular, com significativa redução da concentração de fosfolipídeos, o que 

dificulta a formação de poros na membrana pela nisina.  

 Harris e outros (1991) observaram resistência de L. monocytogenes à nisina  na 

freqüência de 10-6 a 10-8. Davis e Adams (1994) obtiveram freqüência de resistência deste 

patógeno à nisina entre 10-5 e 10-8.  Já Gravesen e outros (2002) relataram que a freqüência 

de resistência pode variar entre 10-2 e 10-7 dependendo da linhagem de L. monocytogenes. 
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Enan (2006) observou resistência de L. monocytogenes à nisina ou à plantaricina UG1 na 

freqüência de 10-5 a 10-6. 

 O mecanismo de resistência à classe IIa mais estudado é o da L. monocytogenes, o 

qual parece estar ligado a redução da expressão da manose permease do sistema 

fosfotransferase. Porém, outros fatores como alteração do potencial elétrico e fluidez da 

membrana celular podem também estar envolvidos (VADYVALOO et al., 2002). 

 A resistência bacteriana às bacteriocinas também pode estar relacionada à atividade 

proteolítica de algumas enzimas como a nisinase produzida por determinados 

microrganismos (HURST, 1983). 

Muitos estudos indicam redução da contagem do microrganismo alvo entre 1 e 3 

ciclos logaritmos imediatamente após a adição de uma bacteriocina, não sendo observado 

mais nenhum efeito após este período. Este fenômeno pode estar relacionado a uma 

quantidade insuficiente de bacteriocina para inibir todas as células do microrganismo alvo, 

dando aparência de resistência. As células sobreviventes podem, portanto, continuar seu 

desenvolvimento, com taxa de crescimento próxima a da amostra controle, porém com 

menor contagem microbiana (MURIANA, 1996). 

A mistura de duas bacteriocinas, principalmente de classes diferentes, aumentaria a 

eficiência, uma vez que determinadas células resistentes a uma bacteriocina seriam afetadas 

pela outra (VIGNOLO et al., 2000). 

As bactérias Gram-negativas não são sensíveis à maioria das bacteriocinas devido à 

composição de sua membrana celular. Para possibilitar a permeabilização da bacteriocina 

pela membrana celular, alguns autores submeteram estes microrganismos a tratamentos 

com quelantes, choque osmótico ou alta pressão (HERNANDEZ et al., 1993; STEVENS, et 

al., 1991). 

3. Características tecnológicas de culturas bacteriocinogênicas 

O emprego de bacteriocinas purificadas na bioconservação de alimentos é muito 

dispendioso, sendo sua aplicação viável apenas em produtos de alto valor agregado. Uma 
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alternativa eficaz e mais econômica que vêm sendo amplamente estudada é a adição de 

culturas bacteriocinogênicas, as quais irão produzir bacteriocina no alimento. Porém, estas 

linhagens nem sempre são apropriadas para serem utilizadas como fermentos lácticos, visto 

que a maioria possui baixa atividade acidificante e proteolítica, além de alta sensibilidade a 

fagos (ROBERTS et al., 1992).  

Villani e Coppola (1994) estudaram a habilidade de acidificação de leite de 24 

linhagens de E. faecium e E. faecalis. Após 6h de incubação a 37ºC, a maioria das 

linhagens apresentaram ∆pH entre 0,4 e 0,8 unidades, as linhagens mais acidificantes foram 

da espécie E. faecalis. 

 Dako e outros (1995) avaliaram a atividade de aminopeptidases em nove culturas 

lácticas pertencentes aos gêneros Lactobacillus, Lactococcus e Pediococcus. Todas as 

linhagens testadas exibiram atividade de aminopeptidase ou dipeptilaminopeptidase sobre 

os substratos utilizados. O gênero Lactobacilllus mostrou atividade 5 a 100 vezes maior 

quando comparado a Lactococcus e Pediococcus. 

 Garde e outros (1997) avaliaram a atividade de aminopeptidases em queijo 

fabricado com e sem adição de E. faecalis. Após 3 dias, a atividade sobre Lys-p-Na e Leu-

p-NA foi 3,9 e 1,7 vezes maior no queijo com cultura adjunta. 

 Oumer e outros (2001a) avaliaram o desenvolvimento associativo de culturas 

lácticas bacteriocinogênicas (0,5%) com nove diferentes fermentos mesofílicos comerciais 

em leite quanto à capacidade de acidificação e atividade de aminopeptidase. Após 8h a 

30ºC, seis e quatro das nove amostras de fermento apresentaram valores de pH 

significativamente diferentes (P<0,05) do controle quando em associação com E. faecium e 

Lb. plantarum, respectivamente. As duas linhagens de Lc. lactis subsp. lactis avaliadas 

promoveram alteração significativa nos valores de pH em quatro e cinco amostras de 

fermento láctico.  As nove amostras de fermento demonstraram baixa atividade de 

aminopeptidases entre 0,01 e 0,22. Das 36 combinações de culturas mistas de fermento 

láctico com culturas bacteriocinogênicas, dezoito apresentaram aumento da atividade de 

aminopeptidase e em quinze houve redução comparado ao controle. 
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 Oumer e outros (2001b) avaliaram a produção de ácido láctico e atividade de 

aminopeptidases em queijo Hispânico produzido com E. faecalis produtor de bacteriocina e 

a diferença do pH entre o queijo controle e o queijo com adição de E. faecalis não excedeu 

0,11 unidades, durante o período de maturação. Após 24h, os queijos fabricados com E. 

faecalis apresentaram atividade sobre Lys-p-NA e Leu-p-NA 2,5 e 1,9 vezes maior que o 

queijo controle. 

 Sarantinopoulos e outros (2001) avaliaram o poder acidificante e atividade de 

aminopeptidases de 129 linhagens de Enterococcus  sp. em leite após 6h e 16h de 

incubação a 37ºC. Após 16h, apenas 21 linhagens promoveram a redução de pH abaixo de 

5,0. E. faecium FAIR-E 198 demonstrou baixa capacidade acidificante, com pH de 6,3 e 6,1 

após 6 e 16h, respectivamente. As linhagens de Enterococcus sp. exibiram baixa atividade 

de aminopeptidases sobre 10 diferentes substratos analisados. E. faecium FAIR-E 198 em 

uma escala de 0 a 4 de atividade de aminopeptidases, apresentou zero para Lys-p-NA e 2 

para Leu-p-NA. 

 Garde e outros (2002) não encontraram diferença significativa entre os valores de 

pH do queijo Hispânico fabricado com e sem adição de Lc. lactis subsp. lactis produtor de 

bacteriocina. Os queijos fabricados apenas com fermento láctico mostraram baixa atividade 

de aminopeptidase (<0,51). Após 7 dias de maturação, a atividade sobre Lys-p-NA em 

queijos produzidos com Lc. lactis subsp. lactis foi 10 vezes maior que no queijo controle. 

 Ayad e outros (2004) pesquisaram a habilidade de produção de ácido e atividade de 

aminopeptidase em 755 linhagens de bactérias lácticas isoladas de leite e derivados. 

Sessenta por cento (60%) dos Lc. lactis subsp. lactis mostraram média atividade 

acidificante (redução de 0,4 unidade após 3h a 5h). A maioria das linhagens de Lb. 

plantarum demonstrou baixa capacidade acidificante (redução de 0,4 unidades após período 

maior que 5h) e as linhagens E. faecium apresentaram atividade acidificante variando entre 

baixa e média. Quanto à atividade de aminopeptidases, cinqüenta por cento (50%) das 

linhagens de Lactococcus, setenta por cento (70%) de Lactobacillus e 68% de 

Enterococcus exibiram baixa atividade. 
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 Ávila e outros (2005a) utilizaram Lc. lactis subsp. lactis produtor de bacteriocina 

como cultura adjunta na fabricação de queijo Hispânico. O pH do queijo com cultura 

adjunta foi menor que o pH do queijo controle durante os primeiros 15 dias e maior após 25 

dias de armazenamento. A adição de Lc. lactis subsp. lactis aumentou significativamente a 

atividade de aminopeptidase no queijo até o 25º dia. 

 Em leite, Ávila e outros (2005b) avaliaram o poder acidificante e a atividade de 

aminopeptidases em 8 linhagens de bactérias lácticas produtoras de bacteriocinas (E. 

faecalis, E. faecium, Lb. plantarum e cinco linhagens de Lc. lactis subsp. lactis). As 

linhagens de E. faecalis, E. faecium e Lb. plantarum demonstraram baixa capacidade de 

produção de ácido após 23h de incubação, enquanto as linhagens de Lc. lactis subsp. lactis 

apresentaram média e alta capacidade de acidificação. Com relação a aminopeptidase, a 

atividade de cultura mista de Lb. helveticus e E. faecium não diferiu significativamente do 

controle. As demais culturas adjuntas promoveram aumento estatisticamente significativo 

na atividade das aminopeptidases, comparado ao controle. Contudo, todas as culturas 

bacteriocinogênicas quando cultivadas isoladamente apresentaram baixa atividade, inferior 

a 0,81 após 23h de incubação. 

Quanto à influência de culturas produtoras de bacteriocinas na proteólise de queijos, 

Casalta e Zennaro (1997) concluíram que em queijo Venaco, a inclusão de enterococos 

resultou em um aumento do índice de extensão da proteólise comparado ao queijo controle. 

Martinez-Cuesta e outros (2001) relataram aumento de 35% de nitrogênio não protéico 

após 42 dias de maturação em queijo contendo cultura produtora de bacteriocina. Oumer e 

outros (2001b) observaram aumento de 41% na proteólise de queijo Hispânico adicionado 

de E. faecalis produtor de bacteriocina após 25 dias de maturação. 

Garde e outros (2002) obtiveram aumento de 19, 34 e 48% na proteólise de queijo 

Hispânico, após 7, 15 e 25 dias de maturação, utilizando Lc. lactis subsp. lactis produtor de 

bacteriocina como adjunta. Ávila e outros (2005a) utilizando o teste OPA, verificaram 

proteólise 49% maior em queijos contendo  Lc. lactis subsp. lactis produtor de bacteriocina. 

Sarantinopoulos e outros (2002a) verificaram aumento na proteólise (nitrogênio 

solúvel em água / nitrogênio total) em queijo feta produzido com E. faecium FAIR-E 198. 
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Os valores encontrados foram 6,3 e 10,3% maiores no queijo com cultura adjunta em 

relação ao queijo controle após 15 e 30 dias respectivamente. 
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CAPÍTULO II 

CARACTERÍSTICAS DE DESENVOLVIMENTO E PRODUÇÃO DE 

BACTERIOCINAS POR Lactobacillus plantarum ALC 01, Enterococcus faecium 

FAIR-E 198 E Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 E O EFEITO DESTES 

COMPOSTOS SOBRE Bacillus cereus, Listeria monocytogenes E Staphylococcus 

aureus 

 

Resumo 

Até o momento, somente a nisina, produzida por determinadas linhagens de 

Lactococcus lactis subsp. lactis, vem sendo utilizada comercialmente como conservante 

natural em produtos lácteos. Entretanto, tem-se verificado que outras bacteriocinas, como 

pediocinas e enterocinas, também apresentam potencial de aplicação como aditivo 

alimentar para o controle de microrganismos indesejáveis, principalmente Listeria sp. Neste 

trabalho, foi determinado o espectro de atividade antimicrobiana de bacteriocinas 

produzidas por Lactobacillus plantarum ALC 01, Enterococcus faecium FAIR-E 198 e 

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 contra 25 linhagens de Bacillus cereus, 10 de 

Listeria monocytogenes e 5 de Staphylococcus aureus. Além de caracterizar o 

desenvolvimento e  produção destas bacteriocinas em caldo MRS e leite desnatado. 

Inicialmente, E. faecium FAIR-E 198 foi caracterizado como uma cultura não patogênica. 

As bacteriocinas produzidas por Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 

promoveram forte inibição (halos de 5 a 13mm de diâmetro) de todas as linhagens de L. 

monocytogenes avaliadas, enquanto a nisina foi capaz de inibir 80% destas culturas (halos 

de 2 a 4mm) e 2 das 5 linhagens de S. aureus (halos de 4mm). Todas as 25 linhagens de B. 

cereus apresentaram resistência a estas bacteriocinas pelo método de difusão em ágar por 

inoculação em poços. Lb. plantarum ALC 01 foi a cultura que apresentou maior atividade 

de bacteriocina em ambos os meios de cultivo avaliados, seguida por E. faecium FAIR-E 

198 e por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454. A pediocina AcH e a enterocina FAIR-E 

198 apresentaram espectro de ação restrito a L. monocytogenes, enquanto a nisina 

apresentou uma ação mais ampla, porém com menor atividade. Além disso, as três culturas 
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bacteriocinogênicas apresentaram comportamento distinto em relação ao desenvolvimento 

e produção de bacteriocinas em caldo MRS e em leite.  

1. INTRODUÇÃO 

As bacteriocinas são compostos protéicos sintetizados no ribossomo e liberados no 

meio de desenvolvimento bacteriano que apresentam ação bactericida ou bacteriostática 

sobre outras espécies ou linhagens (TAGG et al., 1976). Estes compostos são produzidos 

tanto por microrganismos Gram-positivos quanto por Gram-negativos, incluindo vários 

gêneros de bactérias lácticas, dentre eles, Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, 

Leuconostoc, Pediococcus e Carnobacterium. Muitas bacteriocinas são ativas contra 

importantes microrganismos patogênicos de veiculação alimentar, tais como Listeria 

monocytogenes, Clostridium botulinum, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus 

(CONVENTRY et al., 1997; FRANZ et al., 1996; HERNÁNDEZ, CARDELL E ZARATE, 

2005). Por este motivo, observa-se crescente interesse da indústria de alimentos sobre o 

potencial de utilização destes compostos em substituição aos conservantes químicos. 

 Atualmente, as bacteriocinas são classificadas em três ou quatro classes de acordo 

com suas características bioquímicas (CLEVELAND et al., 2001; KLAENHAMMER, 

1993). A classe I, ou lantibióticos, representada pela nisina, é constituída por pequenos 

peptídeos (<5kDa) termoestáveis que contém em sua estrutura lantionina e derivados. A 

classe II também é composta por pequenos peptídeos (<10kDa) termoestáveis, os quais 

estão subdivididos nas subclasses: IIa conhecida pela expressiva ação contra Listeria sp. e 

composta por pediocinas, algumas enterocinas, sakacina G e lactococcina MMFII 

(FERCHICHI et al., 2001); IIb que inclui as bacteriocinas que necessitam  da  associação 

de dois diferentes peptídeos para obter maior atividade, como lactocina G e lacticina F e IIc  

(lactacina B). A Classe III é representada por peptídeos de alto peso molecular (>30kDa), 

termolábeis, como helveticina J e enterolisina A. Na Classe IV encontram-se os grandes 

complexos peptídicos que contém carboidrato ou lipídio em sua estrutura, contudo 

Cleveland e outros (2001) ressaltaram que estes compostos possam ser artefatos derivados 

das etapas de purificação parcial das bacteriocinas. 
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 Dentre todas as bacteriocinas, a mais conhecida e estudada há mais de 50 anos é a 

nisina, produzida por inúmeras linhagens de Lactococcus lactis subsp. lactis. Considerada 

uma substância segura e não tóxica, sua DL50 é similar a do cloreto de sódio, 

3.330.000UI/kg (FRAZER et al., 1962). Possui a condição de GRAS (substância 

geralmente considerada segura) atribuída pela “Food and Drug Administration” (FDA, 

1988). Esta bacteriocina tem sido empregada, em larga escala na indústria de alimentos de 

vários países, como agente antibotulínico em queijos e ovo líquido, além de molhos e 

alimentos enlatados (DELVES-BROUGHTON, 1990). Ademais, apresenta amplo espectro 

antimicrobiano com ação sobre microrganismos patogênicos, dentre os quais, L. 

monocytogenes, S. aureus, B. cereus, além de diferentes espécies de bactérias lácticas 

(BENKERROUM et al., 2002; CONVENTRY et al.,1997; MILLETTE et al., 2004; RILLA 

et al., 2004).  

As pediocinas apresentam efeito antagônico sobre microrganismos deteriorantes e 

patogênicos, incluindo L. monocytogenes, S. aureus e Clostridium perfringens (BHUNIA et 

al., 1988). Dentre os diferentes tipos de pediocinas, tem-se reportado a produção de 

pediocina AcH por Pediococcus acidilactici ou Lactobacillus. plantarum, microrganismos 

comumente utilizados na fermentação de carnes e vegetais. Entretanto, Lb. plantarum 

também constitui parte da microbiota natural do leite, participando da maturação de vários 

tipos de queijos como microbiota secundária. A sensibilidade de 12 linhagens de L. 

monocytogenes à pediocina AcH produzida por Lb. plantarum ALC01 foi observada por 

Loessner e outros (2003).  

As enterocinas produzidas por Enterococcus faecium apresentam um interessante 

potencial tecnológico (GIRAFFA, 1995). Estudos in vitro sobre a produção e o espectro de 

ação destas bacteriocinas têm sido relatados na literatura. Leroy e outros (2003) observaram 

uma forte ação inibitória de bacteriocina de E. faecium sobre Listeria sp. e limitado 

antagonismo sobre bactérias lácticas, enquanto Alvarado e outros (2005), além de L. 

monocytogenes,  observaram ação antimicrobiana deste composto sobre S. aureus.  

A afirmação da nisina como GRAS, o aumento do interesse sobre microrganismos 

patogênicos, bem como o isolamento de bactérias lácticas com capacidade listericida de 

alimentos são fatores que contribuem para aumentar os esforços na pesquisa de novas 
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bacteriocinas com potencial antimicrobiano sobre L. monocytogenes e outros patógenos. O 

objetivo deste estudo foi determinar o espectro de atividade antimicrobiana de bacteriocinas 

produzidas por Lb. plantarum ALC 01, E. faecium FAIR-E 198 e Lc. lactis subsp. lactis 

ATCC 11454 contra linhagens de B. cereus, L. monocytogenes e S. aureus. Além disso, 

caracterizar o desenvolvimento e  produção destas bacteriocinas em meio de cultivo e em 

leite desnatado.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Origem e manutenção dos microrganismos  

As culturas bacteriocinogênicas Lactobacillus plantarum ALC 01, produtora de 

pediocina AcH e isolada de queijo Munster (ENNAHAR et al., 1996),  Enterococcus 

faecium FAIR-E 198, produtora de enterocina e isolada de queijo Feta (ACA-DC 1618, 

Universidade de Agricultura de Atenas, Atenas, Grécia) e Lactococcus  lactis subsp. lactis 

ATCC 11454, produtora de nisina (BCCM-LMG Bacteria Collection, Gent, Bélgica) foram 

mantidas a 4ºC em caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS, Difco, Sparks, EUA). 

 Os microrganismos patogênicos foram fornecidos pelo Banco de Culturas do 

Laboratório de Higiene (FEA-UNICAMP, Campinas, SP) e pela Coleção de Culturas da 

Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ). Foram avaliadas 10 linhagens de 

Listeria monocytogenes, 5 de Staphylococcus aureus e 25 de  Bacillus cereus, conforme 

descrito na Tabela 1. Estas culturas foram mantidas a 4ºC em ágares inclinados: L. 

monocytogenes em ágar tripticase de soja suplementado com 0,6% de extrato de levedura 

(TSA-YE, Difco, Sparks, EUA), S. aureus em ágar infusão de cérebro e coração (BHI, 

Difco, Sparks, EUA) e B. cereus em ágar tripticase de soja (TSA, Difco, Sparks, EUA). 

Todas as linhagens de S. aureus e B. cereus são reconhecidamente produtoras de toxinas, 

conforme informação dos fornecedores. 

 Para a realização dos testes, todas as culturas foram propagadas duas vezes em meio 

de cultivo adequado para cada espécie e incubadas de acordo com as condições de 

desenvolvimento apresentadas na Tabela 1. 
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Tabela 1. Descrição e condições de desenvolvimento dos microrganismos patogênicos.  

 
Microrganismos 
 

 
Linhagem  

 
Origem 

 
Condições de 

desenvolvimento 
Listeria 

monocytogenes 
IOC1 1324 Embutido frescal TSB-YE4 

16h/35oC 
 IOC 1359 Queijo artesanal  
 IOC 1551 Bacon  
 IOC 1527; IOC 1630 Carne cozida 

congelada 
 

 IOC 1898 Espinafre  
 ATCC2 19111 Ave   
 ATCC 19115 Amostra clínica  
 ATCC 7644 Amostra clínica  
 SCOTT A Amostra clínica  
Staphylococcus 

aureus  

ATCC 8095 Torta de creme TSB5 16h/35oC 

 ATCC 13565 Presunto  
 ATCC 19095 Amostra clínica  
 ATCC 27154 Carne de Peru   
 ATCC 27664 Carne de Frango  
Bacillus cereus  ATCC 14579 Não mencionada TSB 16h/30oC 
 K13-B010; K1-B016; K1-

B020 
Queijo Minas Frescal  

 K1-B021; K1-B025; K1-
B037 

Queijo Minas Frescal  

 K1-B040; K1-B041; K1-
B043 

Queijo Minas Frescal  

 K1-B048; K1-B050; K1-
B069 

Queijo Minas Frescal  

 K1-B070; K1-B071; K1-
B072 

Queijo Minas Frescal  

 K1-B074; K1-B097; K1-
B098 

Queijo Minas Frescal  

 K1-B128; K1-B129; K1-
B130 

Queijo Minas Frescal  

 K1-B131; K1-B132; K1-
B146 

Queijo Minas Frescal  

1 IOC: Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro-RJ;  
2 ATCC: American Type Culture Collection, MD, EUA;  
3 K1: Laboratório de Higiene do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de 
Alimentos, UNICAMP, Campinas-SP;  
4 TSB-YE: Caldo tripticase de soja suplementado com 0,6% de extrato de levedura; 
5 TSB: Caldo tripticase de soja. 
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2.2. Determinação do potencial de patogenicidade de E. faecium FAIR-E 198 

2.2.1. Atividade de hemolisinas 

 A cultura E. faecium FAIR-E 198 foi inoculada, em forma de estrias, na superfície 

de ágar BHI (Difco, Sparks, EUA) suplementado com 5% de hemácias de carneiro 

desfibrinadas e incubada a 37ºC/48h. A formação de halos de hemólise ao redor das 

colônias era indicativo de reação positiva. Como controle positivo e controle negativo 

foram utilizados S. aureus ATCC 27154 e Lc.  lactis subsp. lactis ATCC 11454, 

respectivamente (BROLAZO, 2003).  

2.2.2. Produção de gelatinase 

A cultura E. faecium FAIR-E 198 foi inoculada em ágar gelatina nutriente (Difco, 

Sparks, EUA) e incubada a 21ºC/7dias. A liquefação do meio era indicativa de reação 

positiva para gelatinase. Foi utilizado B. cereus K1-B010 como controle positivo 

(BROLAZO, 2003). 

2.2.3. Atividade de termonucleases 

 Em placas de petri contendo ágar Bacto-DNAse Test (Difco, Sparks, EUA) 

suplementado com 0,83% de azul de toluidina 1% (Sigma, St. Louis, EUA) foram feitos 

três orifícios de 5mm, onde foram inoculados 50µl da cultura E. faecium FAIR-E 198 ativa 

em caldo MRS (Difco, Sparks, EUA), previamente submetida a 100ºC/15min em banho-

maria. A presença de zonas de coloração rosa ao redor dos poços, após incubação a 

37ºC/24h, era indicativa de resultado positivo (BROLAZO, 2003). 

 

2.3. Determinação do espectro de atividade antimicrobiana 

A sensibilidade dos microrganismos patogênicos às bacteriocinas produzidas por Lc. 

lactis subsp. lactis ATCC 11454, Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 foi 

avaliada pelo método de difusão em ágar por inoculação em poços adaptado de Tagg e 

Mcgiven (1971). Foi utilizado ágar tripticase de soja (TSA, Difco, Sparks, EUA) semi-
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sólido (0,9% ágar) previamente inoculado com 1%(0,2ml) dos cultivos de B. cereus e S. 

aureus (106- 107 UFC/ml) e ágar tripticase de soja suplementado com 0,6% de extrato de 

levedura (TSA-YE, Difco, Sparks, EUA) semi-sólido (0,9% ágar) inoculado com 1% 

(0,2ml) dos cultivos das linhagens de L. monocytogenes (106- 107 UFC/ml), aos meios foi 

adicionado 2% de β-glicerofosfato de sódio (Sigma, St Louis, EUA) (KOJIC et al., 1991).  

Em cada placa, contendo os ágares previamente inoculados com os patógenos, 

foram feitos três orifícios de 5mm de diâmetro, onde foram depositadas alíquotas de 50µl 

dos sobrenadantes das culturas bacteriocinogênicas. Após incubação a 35ºC por 24h, os 

meios foram analisados quanto à presença de halos de inibição ao redor dos orifícios.   

Os sobrenadantes foram obtidos por centrifugação (7500g/15min a 4ºC) (Centrífuga 

J2-21 Beckman, Palo Alto, EUA) dos cultivos das culturas bacteriocinogênicas. Em 

seguida, o pH destes foi corrigido para 6,5 com NaOH 1N (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 

então os sobrenadantes foram esterilizados por filtração em membrana Millex-GV 0,22µm 

(Millipore, Carrigtwohill, Irlanda) (MORENO, 1995). Os testes foram realizados em 

triplicata. 

 

2.4. Características de desenvolvimento e produção de bacteriocinas por Lb. 

plantarum ALC 01, E. faecium FAIR-E 198 E Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 em 

caldo MRS e em LDR 10%. 

Os cultivos ativos das culturas bacteriocinogênicas foram centrifugados a 7.500g 

por 15min a 4ºC (Centrifuga J2-21 Beckman, Palo Alto, EUA). Os sobrenadantes foram 

descartados e as biomassas obtidas foram lavadas com solução tampão fosfato de sódio 

10mM pH 7,0 e ressuspensas em 1ml de solução aquosa peptonada 0,1% (Merck, 

Darmstadt, Alemanha). Em seguida, foram realizadas diluições decimais seriadas nesta 

mesma solução, com o objetivo de obterem-se suspensões de células contendo 

aproximadamente 105 – 106 UFC/ml. Estas concentrações microbianas foram previamente 

determinadas por contagem em placa, utilizando ágar MRS (Difco, Sparks, EUA). 
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As suspensões celulares das culturas bacteriocinogênicas (1ml) foram inoculadas 

em porções de 300ml de caldo MRS (Difco, Sparks, EUA) e de leite desnatado 

reconstituído (LDR) a 10% (Molico, Nestlé Brasil, Araçatuba, SP). As amostras inoculadas 

com Lc. lactis subsp. lactis foram incubadas a 30ºC e as demais a 37ºC/48h. Foram 

coletadas amostras dos cultivos em caldo MRS e em LDR 10%, em intervalos regulares de 

3h, durante as primeiras 12h e após 24 e 48h de incubação, para determinação da curva de 

desenvolvimento, variação do pH e  produção de bacteriocinas.  

A determinação da contagem microbiana foi realizada por plaqueamento em 

superfície em ágar M17 (Difco, Sparks, EUA) para Lc. lactis subsp. lactis, com incubação a 

30ºC/48h, em ágar MRS (Difco, Sparks, EUA) para Lb. plantarum e em ágar KF 

Streptococcus (Difco, Sparks, EUA) para E. faecium, ambos incubados a 37ºC/48h.  

A variação do pH foi determinada com o auxílio de pHmetro (Hanna Instruments HI 

9110, Singapura). 

A produção de bacteriocina foi determinada através do método de diluição crítica, 

adaptado de Mayr-Harting e outros (1972). Os sobrenadantes das culturas 

bacteriocinogênicas, preparados conforme descrito no item 2.3, foram diluídos 

sucessivamente na proporção de 1:2 em solução tampão fosfato de sódio 10mM pH 7,0, 

utilizando placas de microtitulação. Em seguida, 10µl de cada diluição foi depositado sobre 

placas de TSA-YE (Difco, Sparks, EUA) semi-sólido (0,9% ágar), previamente inoculado 

com 1% (106- 107 UFC/ml) de L. monocytogenes Scott A, utilizada como cultura 

indicadora. As placas foram incubadas a 35ºC/24h. O título de bacteriocina é definido como 

a recíproca da maior diluição que apresentou halo de inibição da cultura indicadora 

multiplicada por 100 para expressar os resultados como unidades de atividade por mililitro 

(UA/ml). 
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3. RESULTADOS  

3.1. Potencial de patogenicidade de Enterococcus faecium FAIR-E 198 

 E. faecium FAIR-E 198 não apresentou atividade de gelatinase, termonuclease e 

hemolisinas, sendo, portanto, considerado como uma cultura sem potencial de 

patogenicidade, podendo ser empregada em tecnologia de alimentos, conforme constatado 

anteriormente por Sarantinopoulos e outros (2002a). 

3.2. Espectro de atividade antimicrobiana 

Na Tabela 2 consta os resultados referentes ao espectro de atividade antimicrobiana 

das bacteriocinas produzidas por Lc. lactis  subsp. lactis ATCC 11454, Lb. plantarum ALC 

01 e E. faecium FAIR-E 198, determinado pelo método de difusão em ágar por inoculação 

em poços. Comparando a atividade dos três tipos de bacteriocinas, verifica-se que a 

enterocina e a pediocina AcH foram as mais efetivas sobre L. monocytogenes, promovendo 

a inibição de 100% das linhagens avaliadas. Destas, a linhagem IOC 1527 foi a mais 

sensível, com halos de inibição de 13mm de diâmetro para ambas as bacteriocinas, 

enquanto L. monocytogenes Scott A foi a que apresentou maior resistência, com halo de 

inibição de 5 e 6mm para E. faecium FAIR-E 198 e Lb. plantarum ALC 01, 

respectivamente. As linhagens de L. monocytogenes Scott A e ATCC 19115 foram 

resistentes a nisina produzida por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, enquanto as demais 

linhagens avaliadas apresentaram menor sensibilidade (halos de inibição entre 2 e 4mm). 

Com relação às linhagens de B. cereus, verifica-se que 100% delas foram resistentes às três 

bacteriocinas avaliadas pelo método de difusão em ágar por inoculação em poços. 

Finalmente, verifica-se que 2 das 5 linhagens de S. aureus avaliadas foram sensíveis (halo 

de inibição de 4mm) à nisina de Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 e que todas foram 

resistentes as bacteriocinas produzidas por Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 

198 . 

Mediante esses resultados e com o intuito de selecionar linhagens de B. cereus com 

sensibilidade à pelo menos uma das bacteriocinas avaliadas, optou-se por utilizar o método 

de diluição crítica de Mayr-Harting e outros (1972). Por meio deste método foi possível 
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identificar três linhagens de B. cereus (K1-B010, K1-B040 e K1-B041) sensíveis à nisina 

produzida por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, com título de 200 UA/ml. 
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Tabela 2. Espectro antimicrobiano de bacteriocinas produzidas por Lc. lactis subsp. lactis 

ATCC 11454, Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198.  

Atividade1 das culturas bacteriocinogênicas (mm) Microrganismos 
patogênicos Lc. lactis subsp. lactis  

ATCC 11454 
Lb. plantarum  

ALC 01 
E. faecium  

FAIR-E 198 
L. monocytogenes    

IOC 1324 2 12 10 
IOC 1359 2 10 10 
IOC 1527 2 13 13 
IOC 1551 4 10 10 
IOC 1630 4 10 10 
IOC 1898 4 12 13 
ATCC 7644 2 11 10 
ATCC 19111 3 12 11 
ATCC 19115 0 11 11 
 Scott A 0 6 5 

B. cereus    
K1-B010 0 0 0 
K1-B016 0 0 0 
K1-B020 0 0 0 
K1-B021 0 0 0 
K1-B025 0 0 0 
K1-B037 0 0 0 
K1-B040 0 0 0 
K1-B041 0 0 0 
K1-B043 0 0 0 
K1-B048 0 0 0 
K1-B050 0 0 0 
K1-B069 0 0 0 
K1-B070 0 0 0 
K1-B071 0 0 0 
K1-B072 0 0 0 
K1-B074 0 0 0 
K1-B097 0 0 0 
K1-B098 0 0 0 
K1-B128 0 0 0 
K1-B129 0 0 0 
K1-B130 0 0 0 
K1-B131 0 0 0 
K1-B132 0 0 0 
K1-B146 0 0 0 
ATCC 14579 0 0 0 

S. aureus    
ATCC 8095 0 0 0 
ATCC 13565 0 0 0 
ATCC 19095 0 0 0 
ATCC 27154 4 0 0 
ATCC 27664 4 0 0 

1 Halo de inibição em milímetro de diâmetro (mm) 
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3.3. Características de desenvolvimento e produção de bacteriocinas por Lb. 

plantarum ALC 01, E. faecium FAIR-E 198 e Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 em 

caldo MRS e em LDR 10% 

As Figuras 1, 2 e 3 apresentam as curvas de desenvolvimento, de variação do pH e 

de produção de bacteriocinas por Lc. lactis  subsp. lactis ATCC 11454, Lb. plantarum ALC 

01 e E. faecium FAIR-E 198 em caldo MRS durante 48h. 

Lc. lactis  subsp. lactis ATCC 11454 atingiu população máxima de 8,98 log 

UFC/ml após 12h, mantendo-se em fase estacionária até 48h. O ∆pH, variação entre o pH 

inicial (0h) e final (48h) do meio de cultivo, foi de 1,8. A maior atividade de bacteriocina 

(200UA/ml), determinada sobre L. monocytogenes Scott A, foi detectada quando a cultura 

atingiu população máxima, com redução de 50% (100UA/ml) após 24 h, não sendo mais 

detectada após 48h (Figura 1). 

Lb. plantarum ALC 01 apresentou população máxima de 9,43 log UFC/ml após 

24h. Em seguida, teve início a fase de declínio e esta população foi reduzida a 6,90 log 

UFC/ml após 48h. Quanto à variação do pH, foi observada forte acidificação do meio de 

cultivo a partir de 9h, com pH de 3,85 após 48h. A atividade de pediocina foi detectada 

após 9h, com título de 100UA/ml, atingindo máximo de 6.400UA/ml no final da fase 

exponencial. Após 48h, foi observada queda de 80%  na atividade desta bacteriocina 

(Figura 2). 

Já E. faecium FAIR-E 198, apresentou população máxima de 7,90 log UFC/ml após 

12h de desenvolvimento, mantendo-se praticamente estável até 24h, porém com redução 

de 1 log UFC/ml após 48h. A acidificação do meio de cultivo iniciou após 6h de 

incubação, resultando em pH de 3,72 após 48h. A atividade de bacteriocina foi detectada a 

partir de 9h (100UA/ml), alcançando atividade máxima (800UA/ml) após 24h e uma queda 

de 87,5% foi verificada após 48h de incubação (Figura 3). 
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Figura 1. Desenvolvimento de Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 (▲), 

evolução de pH  (♦) e atividade de bacteriocina sobre L. monocytogenes Scott A (■) em 

caldo MRS a 30ºC. 
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Figura 2. Desenvolvimento Lactobacillus plantarum ALC 01 (▲), evolução de pH  (♦) e 

atividade de bacteriocina sobre L. monocytogenes Scott A (■) em caldo MRS a 37ºC. 
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Figura 3. Desenvolvimento de Enterococcus faecium FAIR-E 198 (▲), evolução de pH  

(♦) e atividade de bacteriocina sobre L. monocytogenes Scott A (■) em caldo MRS a 37ºC. 
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Nas Figuras 4, 5 e 6 são apresentadas as curvas de desenvolvimento, variação do 

pH e produção de bacteriocina em  LDR 10% durante 48h a 30ºC para Lc. lactis  subsp. 

lactis ATCC 11454 e a 37ºC para  Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198. 

 Lc. lactis  subsp. lactis ATCC 11454 apresentou população máxima após 9h (8,54 

log UFC/ml), mantendo-se praticamente constante até 48h de incubação. O pH apresentou 

um pequeno decréscimo, de aproximadamente 0,62, durante todo o período de incubação. 

A produção de bacteriocina foi observada somente na coleta realizada após 6h de incubação 

(100UA/ml) (Figura 4). 

Lb. plantarum ALC 01 apresentou desenvolvimento máximo de 8,26 log UFC/ml, 

após 12h, permanecendo praticamente constante até 48h. A variação entre o pH inicial e 

final do leite foi de 1,11. Foi detectada atividade de bacteriocina a partir de 3h de 

incubação, com título de 100UA/ml e a máxima atividade (400UA/ml) foi obtida após 12h, 

permanecendo constante até 24h, porém foi verificado queda de 75% na atividade desta 

bacteriocina após 48h de incubação (Figura 5). 

E. faecium FAIR-E 198 apresentou máxima população de 8,10 log UFC/ml após 

24h, seguido de declínio de aproximadamente 1 log UFC/ml até 48h. Foi observado ∆pH de 

1,37 após 48h de incubação em leite. A atividade de bacteriocina foi verificada apenas após 

6h (100UA/ml), não sendo detectada até o final do período de incubação (Figura 6). 
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Figura 4. Desenvolvimento de Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 (▲), 

evolução de pH  (♦) e atividade de bacteriocina sobre L. monocytogenes Scott A (■), em 

leite desnatado a 30ºC. 
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Figura 5. Desenvolvimento de Lactobacillus plantarum ALC 01 (▲), evolução de pH  (♦) 

e atividade de bacteriocina sobre L. monocytogenes Scott A (■), em leite desnatado a 37ºC. 
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Figura 6. Desenvolvimento de E. faecium FAIR-E 198 (▲), evolução de pH  (♦) e 

atividade de bacteriocina sobre L. monocytogenes Scott A (■), em leite desnatado a 37ºC. 
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4. DISCUSSÃO 

 Dentre todas as linhagens de L. monocytogenes avaliadas, Scott A foi a que 

apresentou maior resistência às bacteriocinas produzidas pelas três culturas 

bacteriocinogênicas. A resistência desta linhagem a diferentes bacteriocinas já havia sido 

relatada por Alvarado e outros (2005) e Vignolo e outros (2000).  

Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 apresentaram atividade similar e 

restrita ao gênero Listeria sp., não sendo ativas contra as diferentes linhagens dos demais 

gêneros avaliados. Com relação ao espectro antimicrobiano de E. faecium, estes resultados 

condizem com outros autores. Franz e outros (1996) verificaram que as linhagens de L. 

monocytogenes foram sensíveis à bacteriocina produzida por E. faecium BFE 900 e que B. 

cereus, S. aureus e Lc. lactis spp. apresentaram resistência. Em 1998, Ennahar e outros 

observaram halos de inibição sobre L. monocytogenes entre 2 e 4 mm de diâmetro, 

enquanto S. aureus e B. cereus não demonstraram sensibilidade a enterocina 81. Ennahar e 

Deschamps (2000), verificaram, pelo método de diluição crítica que a enterocina A, 

produzida por E. faecium EFM01, promoveu a inibição de 13 das 14 linhagens de L. 

monocytogenes e que nenhuma das 7 linhagens de S. aureus foram inibidas por esta 

bacteriocina. Por outro lado, Achemchem e outros (2005), Alvarado e outros (2005) e 

Ammor e outros (2006) verificaram ação antimicrobiana de enterocinas produzidas por E. 

faecium sobre linhagens de S. aureus. 

Quanto à pediocina AcH produzida por Lb. plantarum, Ennahar e outros (1996) 

observaram a inibição de 7 linhagens de L. monocytogenes (halo de inibição entre 8 e 

14mm de diâmetro), 2 de L. innocua (halo entre 8 e 10mm) e 1 de B. cereus (11mm). Duas 

linhagens de Lc. lactis spp, uma de S. aureus  e outra de B. cereus  apresentaram 

resistência. Loessner e outros (2003) obtiveram zona de inibição entre 10 e 13mm de 

diâmetro para todas as 12 linhagens de L. monocytogenes avaliadas. 

Neste estudo, Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 apresentou efeito antimicrobiano 

sobre 80% (8/10) das linhagens de L. monocytogenes e 40% (2/5) das linhagens de S. 

aureus avaliadas, contudo não promoveu a inibição de nenhuma linhagem de B. cereus pelo 

método de difusão em ágar por inoculação em poços. Resultados similares foram 
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encontrados por Benkerroum e outros (2002) e Conventry e outros (1999), além destes 

Millette e outros (2004) e Rilla e outros (2004) relataram atividade inibitória de nisina 

sobre S. aureus. 

Vários mecanismos podem ser responsáveis pelo decréscimo da atividade de 

bacteriocina com o decorrer do tempo, como agregação às proteínas, degradação 

proteolítica e adsorção à célula produtora (DE VUYST e VANDAMME, 1992). 

Nos ensaios para avaliação do desenvolvimento, capacidade de acidificação e 

produção de bacteriocina em caldo MRS e em LDR 10%, dentre as três culturas avaliadas, 

a menor produção de bacteriocina foi verificada para Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 

tanto em caldo MRS quanto em LDR 10%. Mesmo demonstrando desenvolvimento similar 

nestes meios, a produção de bacteriocina em LDR 10% se restringiu a 100 UA/ml, sendo 

detectada apenas em um ponto (6h), enquanto que em caldo MRS foi verificada atividade 

entre 12 e 24h, com título máximo de 200 UA/ml. Moreno (1995) utilizando L. innocua 

como indicador, também verificou menor produção de bacteriocina por Lc. lactis subsp. 

lactis ATCC 11454 em LDR 10%  (1.600UA/ml) quando comparado ao caldo APT 

(6.400UA/ml).  

Em ambos os meios, a produção de bacteriocina por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 

11454  foi detectada no final da fase logarítmica. Benkerroum e outros (2002) observaram 

máxima atividade de bacteriocina produzida por Lc. lactis subsp. lactis após 10h de 

incubação em caldo MRS a 30ºC, correspondendo ao final da fase logarítmica. Elotmani e 

outros (2002) relataram máxima produção de bacteriocina por Lc. lactis subsp. lactis R9/2 

em meio de cultivo no final da fase exponencial, porém, em leite UHT, a maior atividade 

foi observada durante a fase estacionária. Segundo De Vuyst e Vandamme (1994), a 

produção de bacteriocina pela maioria das bactérias lácticas ocorre no final da fase de 

crescimento exponencial. 

Lb. plantarum ALC 01 apresentou a maior atividade de bacteriocina, utilizando L. 

monocytogenes Scott A como microrganismo indicador, nos dois meios avaliados (caldo 

MRS e LDR 10%). A atividade desta bacteriocina foi detectada durante a fase logarítmica, 

após 3h em LDR 10% e 9h em caldo MRS, alcançando máxima atividade após 12h 
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(400UA/ml) e 24h (6.400UA/ml) em LDR 10% e caldo MRS, respectivamente. Uma 

diminuição acentuada de atividade foi observada após 24h em ambos os meios de cultivo. 

O decréscimo na atividade da bacteriocina durante a fase estacionária pode estar 

relacionado à atividade de proteinases endógenas liberadas no meio extracelular durante a 

fase exponencial (PARENTE e HILL, 1992; TORRI TARELLI et al.,1994). 

Ennahar e outros (1998) detectaram máxima atividade de pediocina AcH produzida 

por Lb. plantarum WHE 92, após 5 dias de incubação em caldo MRS a 15ºC, no final da 

fase exponencial. Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn (2006) observaram produção de 

bacteriocina por Lb. plantarum durante a fase logarítmica, com máxima atividade no início 

da fase estacionária. 

O menor rendimento de produção de bacteriocina por Lb. plantarum ALC 01 

observado em LDR 10% comparativamente ao caldo pode estar relacionado com a 

adsorção dessas moléculas aos componentes do leite (CHUNG et al., 1989) ou então às 

células produtoras (YANG et al., 1992). 

A atividade da bacteriocina produzida por E. faecium FAIR-E 198 em caldo MRS 

foi detectada durante a fase logarítmica, alcançando título máximo na fase estacionária, 

condizendo com os achados de Achemchem e outros (2005). Contudo, diversos autores 

verificaram máxima atividade de enterocinas durante ou no final da fase exponencial 

(ALVARADO et al., 2005; CINTAS et al., 1997; ELOTMANI et al., 2002; FRANZ et al., 

1996). 

Utilizando caldo MRS a 37ºC sem controle de pH, a máxima atividade de 

enterocina foi de 800UA/ml, obtida após 24h de incubação. Sarantinopoulos e outros 

(2002b) avaliaram a mesma linhagem de E. faecium e obtiveram este mesmo título em 

caldo MRS a 37ºC, porém com pH controlado (6,5) e após 5h de incubação. Já em leite 

desnatado, estes autores não detectaram atividade desta bacteriocina, contudo quando o 

suplementaram com hidrolisado de caseína (1,4%) foi verificada atividade de 100 UA/ml 

após 6h. O mesmo resultado foi encontrado neste estudo utilizando apenas LDR 10% sem 

suplementação. 
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Parente e Hill (1992) reportaram redução drástica na produção de bacteriocinas por 

E. faecium em leite quando comparado à atividade obtida em meios de cultura sintéticos. 

Segundo Moreno e outros (2002), os enterococos apresentam baixa atividade proteolítica, 

por esse motivo a produção de bacteriocina, encontrada por estes autores, em leite foi 

menor (200UA/ml) do que a obtida em caldo (1.200UA/ml). Porém, Rodriguez e outros 

(1997) obtiveram maior atividade de enterocina em leite do que em caldo APT. 

 

5. CONCLUSÃO 

 Confirmou-se neste estudo que as bacteriocinas da Classe IIa, enterocina e 

pediocina AcH, produzidas por E. faecium FAIR-E 198 e Lb. plantarum ALC 01 

apresentam espectro de ação predominante sobre L. monocytogenes em relação aos outros 

microrganismos patogênicos avaliados. A nisina produzida por Lc. lactis subsp. lactis 

ATCC 11454 apresentou menor atividade quando comparada as outras bacteriocinas, 

porém com espectro de ação mais amplo, inibindo 80% das linhagens de L. 

monocytogenes, 40% de S. aureus e 12% de B. cereus.  

As três culturas bacteriocinogênicas apresentaram produção de bacteriocina em 

ambos os meios avaliados (caldo MRS e LDR 10%). Contudo, melhor desempenho foi 

observado em caldo MRS, onde Lactobacillus plantarum ALC 01 apresentou maior 

atividade de bacteriocina, seguida por Enterococcus faecium FAIR-E 198 e por 

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454. Em leite, não houve diferença de atividade 

entre Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 e E. faecium FAIR-E 198. As bacteriocinas das 

três culturas foram degradadas em ambos os meios em condição de incubação prolongada.  

Baseando-se nos resultados obtidos, optou-se por utilizar nas próximas etapas do 

estudo, como microrganismos indicadores Listeria monocytogenes Scott A, por demonstrar 

a maior resistência dentro da espécie, e Staphylococcus aureus ATCC 27154 e Bacillus 

cereus K1-B041 escolhidas aleatoriamente dentre as linhagens que apresentaram 

sensibilidade a pelo menos uma das culturas bacteriocinogênicas. 
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CAPÍTULO III 

DETERMINAÇÃO DA COMPATIBILIDADE DE DESENVOLVIMENTO DAS 

CULTURAS BACTERIOCINOGÊNICAS COM FERMENTO LÁCTICO E 

AVALIAÇÃO DE SUAS CARACTERÍSTICAS TECNOLÓGICAS  

 

Resumo 

Além da utilização como bioconservantes de alimentos, algumas linhagens de 

bactérias lácticas produtoras de bacteriocinas estão sendo empregadas para acelerar a 

maturação de queijos, promovendo o desenvolvimento de flavours desejáveis. Porém, a 

compatibilidade de desenvolvimento destas culturas com o fermento láctico é essencial 

para a obtenção de produtos característicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a 

compatibilidade de desenvolvimento associativo, em leite desnatado, de Lactococcus lactis 

subsp. lactis ATCC 11454, Lactobacillus plantarum ALC 01 e Enterococcus faecium 

FAIR-E 198 com duas diferentes marcas comerciais de fermentos lácticos, utilizados na 

fabricação de queijo Minas Frescal. Inicialmente, foi determinada a sensibilidade in vitro 

dos fermentos lácticos às culturas bacteriocinogênicas pelo método de difusão em ágar por 

inoculação em poços. Nesta etapa, somente Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 foi capaz 

de promover a inibição (halo de 6mm) das linhagens constituintes de ambos os fermentos 

láctico. Em seguida, a atividade acidificante e de bacteriocinas foram determinadas. Após 8 

e 24h de desenvolvimento associativo em leite a 35ºC, a adição de 0,1% e de 0,5% das três 

culturas bacteriocinogênicas não afetou significativamente a produção de ácido láctico 

pelos fermentos. O desenvolvimento associativo destes fermentos lácticos com Lb. 

plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198, em ambas as concentrações, proporcionou 

significativo aumento da atividade das bacteriocinas destas culturas, enquanto que a 

atividade da nisina foi suprimida. Além disso, foi determinada a atividade de 

aminopeptidases das culturas bacteriocinogênicas. Lb. plantarum ALC 01 apresentou a 

maior atividade de aminopeptidases (0,226 a 0,390), enquanto as demais culturas 

bacteriocinogênicas e os fermentos lácticos apresentaram atividade entre 0,032 e 0,134. 

Portanto, Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 podem ser empregados como 
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culturas adjuntas ao fermento láctico tipo O no processamento de produtos lácteos, com o 

objetivo de aumentar a segurança microbiológica sem alterar a qualidade sensorial destes 

produtos. 

 

1. INTRODUÇÃO 

 As bacteriocinas produzidas por bactérias lácticas têm despertado interesse da 

indústria de alimentos como conservantes naturais, visto que apresentam habilidade de 

inibir o desenvolvimento de muitos microrganismos deteriorantes e patogênicos, incluindo 

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Clostridium botulinum 

(DE VUYST e VANDAMME, 1994). Outra aplicação interessante das culturas 

bacteriocinogênicas e suas bacteriocinas é a redução do período de maturação de queijos, 

resultante da liberação de aminopeptidases intracelulares na matriz do queijo, em 

decorrência da lise celular do fermento láctico promovida por estas culturas, contribuindo 

com a proteólise e formação de flavour desejáveis (MORGAN et al., 2002).  

 Existem muitas controvérsias na literatura científica sobre a capacidade acidificante 

e atividade de aminopeptidases das culturas produtoras de bacteriocinas. Andrighetto e 

outros (2001) e Sarantinopoulos e outros (2001) relataram baixa atividade acidificante de 

culturas bacteriocinogênicas e Oumer e outros (2001b) e Garde e outros (2002) não 

observaram alteração significativa do pH de queijo Hispânico tanto na presença de E. 

faecalis quanto de Lc. lactis subsp. lactis. Contudo, Oumer e outros (2001a) e Ávila e 

outros (2005a) verificaram alteração no pH de leite e queijo quando empregaram culturas 

bacteriocinogênicas. 

 Com relação à atividade de aminopeptidases, Ávila (2005b) encontraram baixa 

atividade utilizando culturas bacteriocinogênicas em leite, enquanto Garde e outros (1997; 

2002; 2006) e Oumer (2001b) relataram aumento da atividade de aminopeptidases em 

queijos fabricados com culturas produtoras de bacteriocinas. 

 Em um estudo realizado por Ayad e outros (2004), 60% das linhagens de Lc. lactis 

subsp. lactis mostraram média atividade acidificante (redução de 0,4 unidade de pH entre 
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3h e 5h de desenvolvimento). A maioria das linhagens de Lb. plantarum demonstrou baixa 

capacidade acidificante (redução de 0,4 unidades de pH após um período maior que 5h) e as 

linhagens de E. faecium apresentaram atividade acidificante variando entre baixa e média. 

Quanto à atividade de aminopeptidases, 50% das linhagens de Lactococcus, 70% de 

Lactobacillus e 68% de Enterococcus exibiram baixa atividade. 

 Para determinar a viabilidade de aplicação de culturas bacteriocinogênicas na 

fabricação de queijos, como culturas iniciadoras ou adjuntas, Lc. lactis subsp. lactis ATCC 

11454, Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 foram avaliadas quanto à 

capacidade de inibição  in vitro de duas marcas comerciais de fermento láctico. Também, 

foram estudadas as capacidades de acidificação e de produção de bacteriocina durante co-

cultivo em leite desnatado destas culturas com os fermentos lácticos comerciais. Além 

disso, foi determinada a atividade de aminopeptidases.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Origem e manutenção dos microrganismos 

Foram avaliadas as culturas produtoras de bacteriocinas, Lactobacillus plantarum 

ALC 01, produtora de pediocina AcH e isolada de queijo Munster (ENNAHAR et al., 

1996),  Enterococcus faecium FAIR-E 198, produtora de enterocina  e isolada de queijo 

Feta (ACA-DC 1618, Universidade de Agricultura de Atenas, Atenas, Grécia) e 

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454, produtora de nisina (BCCM-LMG Bacteria 

Collection, Gent, Bélgica). Todas as culturas lácticas foram mantidas a 4ºC em caldo de 

Man Rogosa Sharpe (MRS, Difco, Sparks, EUA). Para a realização dos testes, todas as 

culturas foram propagadas duas vezes consecutivas em caldo MRS, com incubação a 30 ºC 

para  Lc. lactis subsp. lactis  e a 37ºC para as demais culturas por 16 a 24h. 

Foram utilizadas duas diferentes marcas comerciais  (A e B) de fermento mesofílico 

tipo O, constituído por diferentes linhagens de Lc. lactis subsp. lactis e Lc. lactis subsp. 

cremoris, as quais foram mantidas liofilizadas a -18ºC. 
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 Os microrganismos patogênicos utilizados como indicadores, Listeria 

monocytogenes Scott A, Staphylococcus aureus ATCC 27154 e Bacillus cereus K1-B041, 

foram fornecidos pelo Banco de Culturas do Laboratório de Higiene (FEA-UNICAMP, 

Campinas, SP) e pela Coleção de Culturas da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de 

Janeiro, RJ). A manutenção destas culturas foi feita em ágar tripticase de soja suplementado 

com 0,6% de extrato de levedura (TSA-YE, Difco, Sparks, EUA) para L. monocytogenes, 

ágar infusão de cérebro e coração (BHI, Difco, Sparks, EUA) para S. aureus e ágar 

tripticase de soja (TSA, Difco, Sparks, EUA) para  B. cereus. Para a realização dos testes, 

todos os microrganismos patogênicos foram propagados duas vezes consecutivas em 

condições de cultivo adequadas a cada espécie por 16 a 24h. 

 

2.2. Determinação da sensibilidade do fermento láctico às culturas bacteriocinogênicas 

A sensibilidade dos fermentos lácticos comerciais às culturas produtoras de 

bacteriocinas foi avaliada in vitro, utilizando o método de difusão em ágar por inoculação 

em poços, adaptado de Tagg e Mcgiven (1971).  

Em 20ml de ágar MRS (Difco, Sparks, EUA) semi-sólido (0,9% ágar), previamente 

suplementado com 2% β-glicerofosfato de sódio (Sigma, St Louis, EUA) (KOJIC et al., 

1991), foi inoculado com 0,2ml  das suspensões dos fermentos lácticos comerciais (106-107 

UFC/ml). Após solidificação, foram feitos três orifícios de 5mm de diâmetro no ágar e estes 

foram inoculados com 50µl dos sobrenadantes obtidos a partir das culturas 

bacteriocinogênicas. As placas foram incubadas a 35ºC/24h e analisadas quanto à presença 

de halos de inibição ao redor dos orifícios inoculados. 

Os sobrenadantes ativos foram obtidos por centrifugação (7.500g por 20min a 4ºC) 

(Centrífuga J2-21 Beckman, Palo Alto, EUA) a partir dos cultivos das culturas produtoras 

de bacteriocinas. Em seguida, o pH dos sobrenadantes foi ajustado para 6,5 e então, 

esterilizados por filtração em membrana Millex-GV 0,22µm (Millipore, Carrigtwohill, 

Irlanda) (MORENO, 1995). Os testes foram realizados em triplicata. 
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2.3. Determinação da capacidade acidificante e de produção de bacteriocinas durante 

desenvolvimento associativo das culturas bacteriocinogênicas com os fermentos 

lácticos 

2.3.1. Determinação da concentração do fermento láctico 

Aliquotas de 0,1g dos fermentos lácticos liofilizados marcas A e B foram 

transferidos para tubos contendo 20ml de leite desnatado reconstituído (LDR) a 10% 

(Molico, Nestlé Brasil, Araçatuba, SP) e incubados a 35ºC/24h. Então,  foram transferidos 

100µl (0,5%), 200µl (1%) e 400µl (2%) dos cultivos para outros tubos contendo 20ml de 

LDR 10%. Em seguida, os tubos foram incubados a 35ºC por 8h e após este período, o pH 

do meio foi determinando em pHmetro (Hanna Instruments HI9110, Singapura). A 

concentração do fermento láctico que reduziu o pH do leite a 5,0 ± 0,1, foi selecionada para 

ser utilizada nos testes subseqüentes (OUMER et al., 2001).  

2.3.2. Inoculação dos fermentos lácticos e das culturas bacteriocinogênicas 

Os fermentos lácticos em concentração de 1% (200µl) foram inoculados em tubos 

de ensaio contendo 20ml de LDR 10%. Em seguida, foram adicionadas as culturas 

produtoras de bacteriocinas nas concentrações 0,1% (50µl) e 0,5% (100µl), os tubos foram 

incubados a 35ºC/24h (adaptado de OUMER et al., 2001). Foi utilizado como controle 

LDR 10% inoculado apenas com os fermentos lácticos ou com as culturas 

bacteriocinogênicas. 

2.3.3. Determinação da atividade acidificante 

O pH de cada cultivo foi determinado em pHmetro (Hanna Instruments HI9110, 

Singapura) após 8 e 24h de incubação a 35ºC.  

2.3.4. Determinação do título das bacteriocinas  

O título das bacteriocinas foi determinado pelo método de diluição crítica, adaptado 

de Mayr-Harting e outros (1972). Após 24h de incubação a 35ºC, os cultivos preparados 

conforme item 2.3.2 foram centrifugados a 7.500g/15min a 4ºC (Centrifuga J2-21 

Beckman, Palo Alto, EUA) e o pH dos sobrenadantes foi corrigido para 6,5 com NaOH 1N 
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(Merck, Darmstadt, Alemanha). Em seguida, estes sobrenadantes foram esterilizados por 

filtração em membrana Millex-GV 0,22µm (Millipore, Carrigtwohill, Irlanda) (MORENO, 

1995) e diluídos sucessivamente na proporção de 1:2 em solução tampão fosfato de sódio 

10mM a pH 7,0, utilizando placas de microtitulação. Então, 10µl de cada diluição foi 

depositado sobre placas contendo TSA (Difco, Sparks, EUA) semi-sólido (0,9% ágar), 

previamente inoculado com 1% (0,2ml) das culturas indicadoras S. aureus ATCC 27154 e 

B. cereus K1-B041 (106-107 UFC/ml)e sobre placas contendo TSA-YE (Difco, Sparks, 

EUA) semi-sólido (0,9% ágar), previamente inoculado com 1% (0,2ml) de L. 

monocytogenes Scott A (106-107 UFC/ml). As placas foram incubadas a 35ºC/24h. O título 

de bacteriocina, expresso em unidade arbitrária de bacteriocina por mililitro (UA/ml), foi 

definido como a recíproca da maior diluição que apresentou halo de inibição, multiplicada 

por 100. 

2.4. Determinação da atividade de aminopeptidase 

Após incubação em caldo MRS tamponado a pH 7,0 por 24h a 30ºC (Lc. lactis 

subsp. lactis ATCC 11454 e fermentos lácticos) e  a 37ºC (Lb. plantarum ALC 01 e E. 

faecium FAIR-E 198), os cultivos foram centrifugados (Centrifuga Digital CIENTEC – CT 

6000R – EQ – TL. 249) a 5.000g/15min a 4ºC. O concentrado celular obtido foi lavado 

duas vezes com tampão fosfato de sódio 0,01M (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 

transferido para um gral de porcelana, onde foi triturado com alumina (Sigma, St Louis, 

EUA) adicionada na proporção de 1:2 (DAKO et al., 1995). Em seguida, o material foi 

transferido para um tubo Eppendorf contendo pérolas de vidro e então submetido à agitação 

por 3 ciclos de 1min, seguidos por resfriamento em banho de gelo (BOUTROU et al., 

1998). Após nova centrifugação do material a 20.000g/10min a 4ºC, o sobrenadante foi 

removido e o extrato enzimático foi reservado para análise. 

A atividade de aminopeptidases foi determinada através da medida da extensão da 

hidrólise dos substratos cromogênicos: alanina-p-nitroanilida (Ala-p-NA, Sigma, St Louis, 

EUA), arginina-p-nitroanilida (Arg-p-NA, Sigma, St Louis, EUA), leucina-p-nitroanilida 

(Leu-p-NA, Sigma, St Louis, EUA) e lisina-p-nitroanilida (Lys-p-NA, Sigma, St Louis, 

EUA), segundo o método descrito por Garde e outros (1997).  
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A mistura de reação foi composta por 0,4ml do extrato enzimático, 0,5ml de tampão 

fosfato de potássio 10mM pH 7,0 (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 0,1ml de substrato 

cromogênico 25mM dissolvido em metanol. Após incubação a 35ºC durante 4 horas, foi 

adicionado 0,5ml de ácido acético glacial 30% (v/v) (Merck, Darmstadt, Alemanha) para 

bloquear a reação e a absorbância foi mensurada a 410nm em espectrofotômetro DU-70 

(Beckman Coulter, Fullerton, EUA). A unidade de atividade enzimática foi definida como a 

variação de 0,01 unidade de absorbância em 1 minuto (0,01U/min).  

 

3. RESULTADOS 

3.1 Sensibilidade dos fermentos lácticos as culturas bacteriocinogênicas 

Foram avaliadas duas diferentes marcas comerciais (A e B) de fermentos lácticos 

mesofílicos tipo O, constituídos por Lc. lactis subsp. lactis e Lc. lactis subsp. cremoris 

quanto a sensibilidade às bacteriocinas produzidas por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, 

Lb. plantarum ALC 01, E. faecium FAIR-E 198. Utilizando o método de difusão em ágar 

por inoculação em poços,  foi possível detectar que somente a bacteriocina produzida por 

Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 promoveu a inibição das linhagens de ambas as marcas 

de fermentos avaliadas, com halos de inibição de 6mm de diâmetro.  

3.2. Determinação da capacidade acidificante e produção de bacteriocinas durante 

desenvolvimento associativo de culturas bacteriocinogênicas e fermentos lácticos 

3.2.1. Capacidade acidificante 

A Tabela 1 mostra a atividade acidificante após 8 e 24h de desenvolvimento 

associativo das culturas bacteriocinogênicas Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, Lb. 

plantarum ALC 01, E. faecium FAIR-E 198, em duas diferentes concentrações (0,1% e 

0,5%) com duas marcas comerciais de fermento láctico (A e B). Pelos resultados 

apresentados, verifica-se que após 8 e 24h de incubação a 35ºC, a produção de ácido láctico 

pelos fermentos lácticos comerciais (A e B) não foi significativamente afetada (P>0,05) por 

nenhuma das três culturas bacteriocinogênicas, em ambas as concentrações avaliadas.  
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As três culturas bacteriocinogênicas foram caracterizadas como lentas quanto à 

produção de ácido láctico, uma vez que os valores médios do pH do leite variaram entre 

6,27 e 6,34 (∆pH 0,11- 0,18) e entre 6,04 e 6,13 (∆pH 0,32- 0,41) para concentrações de 0,1 

e 0,5%, respectivamente após 8h de incubação a 35ºC.  

Após 24h de incubação, E. faecium FAIR-E 198 e Lb. plantarum ALC 01 

apresentaram ∆pH de 1,23 e de 1,15 quando empregados na concentração de 0,5%, já Lc. 

lactis subsp. lactis ATCC 11454 manteve valor de  ∆pH abaixo de 0,5, mesmo com o 

aumento da concentração de 0,1% para 0,5%.  

Tabela 1. Valores de pH de LDR 10% inoculado com 0,1% e 0,5% de Lc. lactis subsp. 

lactis ATCC 11454, Lb. plantarum ALC 01, E. faecium FAIR-E 198 e fermentos lácticos 

(1%) após 8 e 24h de incubação a 35ºC. 

pH dos cultivos em diferentes % de culturas 

bacteriocinogênicas e tempos de inoculação 

0,1%   0,5%  
Culturas e fermentos lácticos  

8h 24h 8h 24h 

Fermento A 5,10b * 4,24d 4,90b 4,26b 

Fermento A + E. faecium FAIR-E 198 5,02b 4,22d 4,74b 4,18b 

Fermento A + Lb. plantarum ALC 01 5,02b 4,23d 4,76b 4,15b 

Fermento A + Lc. lactis  subsp. lactis 

ATCC 11454 
5,03b 4,29d 4,87b 4,27b 

Fermento B 5,06b 4,24d 4,89b 4,25b 

Fermento B + E. faecium FAIR-E 198 4,95b 4,24d 4,80b 4,21b 

Fermento B + Lb. plantarum ALC 01 4,97b 4,24d 4,84b 4,20b 

Fermento B + Lc. lactis  subsp. lactis 

ATCC 11454 
5,00b 4,27d 4,80b 4,26b 

E. faecium FAIR-E 198 6,27a 5,72c 6,13a 5,22a 

Lb. plantarum ALC 01 6,34a 6,10a 6,08a 5,30a 

Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 6,28a 5,97b 6,04a 5,99a 

* Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si (P<0,05); 
** pH inicial do leite = 6,45. 
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3.2.2. Determinação da produção de bacteriocinas 

 A Tabela 2 mostra a atividade das bacteriocinas produzidas por Lc. lactis subsp. 

lactis ATCC 11454, Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198, em duas 

concentrações de inóculos (0,1% e 0,5%), após 24 horas de incubação a 35oC em LDR 

10%, em cultivo puro e em desenvolvimento associativo com os fermentos lácticos 

comerciais A e B. Foi verificada atividade inibitória de bacteriocinas apenas sobre L. 

monocytogenes Scott A. Nenhuma produção de bacteriocina foi detectada para os 

fermentos lácticos analisados. 

 Em cultivo puro, as três culturas adjuntas demonstraram aumento da atividade de 

bacteriocina quando a concentração foi elevada de 0,1 para 0,5%. O resultado mais 

expressivo foi detectado para Lb. plantarum ALC 01, cuja atividade passou de 50UA/ml 

para 400UA/ml com o aumento da concentração do cultivo. A associação dos fermentos 

lácticos A e B com Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198, em ambas as 

concentrações, proporcionou significativo aumento da atividade das bacteriocinas destas 

linhagens. Na concentração de 0,5% houve um aumento da atividade de 400 para 

800UA/ml para Lb. plantarum ALC 01 e de 100 para 400 a 800UA/ml para E. faecium 

FAIR-E 198. 

 Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 em cultivo puro a 0,5% apresentou 100UA/ml 

de atividade de bacteriocina sobre L. monocytogenes Scott A, contudo a atividade desta 

bacteriocina foi suprimida quando a linhagem foi empregada em associação com os 

fermentos láctico A e B.  
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Tabela 2. Atividade das bacteriocinas determinada pelo método de diluição crítica, 

utilizando L. monocytogenes Scott A como cultura indicadora. 

Atividade (UA/ml) da bacteriocina em 

diferentes concentrações de inóculos* Culturas e fermentos lácticos 

0,1%  0,5%  

Fermento A 0 0 

Fermento B 0 0 

E. faecium  FAIR-E 198 0 100 

Fermento A + E. faecium  FAIR-E 198 400 400 

Fermento B + E. faecium  FAIR-E 198 200 800 

Lb. plantarum ALC 01 50 400 

Fermento A + Lb. plantarum ALC 01 400 800 

Fermento B + Lb. plantarum ALC 01 300 800 

Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 0 100 

Fermento A + Lc. lactis  subsp. lactis 

ATCC 11454 

0 0 

Fermento B + Lc. lactis  subsp. lactis ATCC 

11454 

0 0 

*Unidade arbitrária de bacteriocina por mililitro (UA/ml) = recíproca da maior diluição que apresentou halo 
de inibição multiplicada por 100. 

 

3.3. Determinação da atividade de aminopeptidase 

 No sentido de caracterizar a atividade proteolítica, as culturas bacteriocinogênicas e 

os fermentos lácticos foram caracterizados quanto à atividade específica de aminopeptidase 

sobre os substratos cromogênicos Ala-p-NA, Arg-p-NA, Leu-p-NA e Lys-p-NA, após 

desenvolvimento em caldo MRS. Pelos resultados apresentados na Tabela 3 verifica-se 

que, dentre as culturas avaliadas, Lb. plantarum ALC 01 apresentou a maior atividade 

específica (0,226 a 0,390) sobre todos os substratos utilizados. Para E. faecium FAIR-E 198 

e Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 foi encontrada atividade entre 0,053 e 0,092 e entre 

0,035 e 0,0134, respectivamente. Ambas as marcas comerciais de fermento láctico 
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demonstraram baixa atividade de aminopeptidases intracelulares, com valores entre 0,032 e 

0,054 para a marca A e entre 0,057 e 0,092 para a marca B.  

Tabela 3. Atividade de aminopeptidases intracelulares das culturas bacteriocinogênicas e 

fermentos lácticos comerciais. 

Unidade de atividade enzimática* para os substratos  
Culturas e fermentos lácticos 

Ala-p-Na** Arg-p-Na Leu-p-Na Lys-p-Na 

Fermento A 0,068 0,046 0,054 0,032 

Fermento B 0,092 0,057 0,059 0,057 

E. faecium  FAIR-E 198 0,081 0,078 0,053 0,092 

Lb. plantarum ALC 01 0,256 0,365 0,226 0,390 

Lc. lactis subsp. lactis ATCC 

11454 
0,134 0,050 0,080 0,035 

* Unidade de atividade enzimática = variação de 0,01 unidade de absorbância em 1 minuto (0,01U/min); 

** -p-Na: p-nitroanilida. 

 

4. DISCUSSÃO 

A nisina produzida por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 inibiu ambos os 

fermentos lácticos analisados. Outros autores já haviam mencionado a sensibilidade de Lc. 

lactis subsp. lactis e Lc. lactis subsp. cremoris às bacteriocinas produzidas por linhagens 

homólogas (CONVENTRY et al., 1997; BENKERROUM et al., 2002; ELOTMANI et al., 

2002). Já Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 não apresentaram atividade 

sobre os fermentos avaliados, confirmando os relatos de Franz e outros (1996), Ennahar e 

outros (1996 e 1998), Leroy e outros. (2003) e Álvarado e outros (2005).  

Com relação às características tecnológicas, Lb. plantarum ALC 01, E. faecium 

FAIR-E 198 e mesmo Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, cuja bacteriocina demonstrou 

inibição dos fermentos lácticos no teste de difusão em ágar por inoculação em poços, não 

afetaram a capacidade acidificante dos fermentos lácticos avaliados. Garde e outros (2002) 

e Oumer e outros (2001b) também não observaram alterações de pH em queijo Hispânico 

fabricado com adição de culturas adjuntas produtoras de bacteriocinas. Contudo, em outro 
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estudo Oumer e outros (2001a) obtiveram alteração significativa do pH do leite, em pelo 

menos 4 diferentes amostras de fermentos mesofílicos quando associados a linhagens de 

Lc. lactis subsp. lactis, Lb. plantarum e E. faecium. Em queijo, Ávila e outros (2005a) 

verificaram redução do pH em queijos fabricados com Lc. lactis subsp. lactis produtor de 

bacteriocina como culturas adjuntas, durante os primeiros 15 dias de armazenamento.  

Ayad e outros (2004) pesquisaram a habilidade de produção de ácido por 755 

linhagens de bactérias lácticas isoladas de leite e derivados. Sessenta por cento (60%) das 

linhagens de Lc. lactis subsp. lactis mostraram média atividade acidificante (redução de 0,4 

unidade de pH após 3h a 5h). A maioria das linhagens de Lb. plantarum demonstrou baixa 

capacidade acidificante (redução de 0,4 unidade após período maior que 5h) e as linhagens 

E. faecium apresentaram atividade acidificante variando entre baixa e média. 

Todas as três culturas bacteriocinogênicas, analisadas neste estudo, demonstraram 

baixa capacidade acidificante quando empregadas tanto a 0,1% quanto a 0,5%, com ∆pH do 

leite variando entre 0,11 e 0,41 após 8h a 35ºC. Portanto, estas culturas não são indicadas 

para serem utilizadas como fermento láctico.  

Sarantinopoulos e outros (2001) verificaram que  apenas 21 das 129 linhagens de 

Enterococcus sp. promoveram a redução do pH do leite abaixo de 5,0. Estes mesmos 

autores também observaram baixa capacidade acidificante de E. faecium FAIR-E 198, com 

pH de 6,3 e 6,1 após 6 e 16h, respectivamente. Porém, Vilani e Coppola (1994) utilizando 

linhagens de E. faecalis e E. faecium obtiveram maior atividade acidificante, com ∆pH 

entre 0,4 e 0,8 após 6h a 37ºC. Ávila e outros (2005b), após 8 e 24h de incubação em leite, 

obtiveram valores mais altos de pH para  Lb. plantarum e E. faecium do que os observados 

no presente estudo e valores semelhantes ou inferiores aos verificados para Lc. lactis subsp. 

lactis  ATCC 11454, em ambas as concentrações utilizadas. 

Segundo Andrighetto e outros (2001) e Sarantinopoulos e outros (2001), o gênero 

Enterococcus apresenta lenta capacidade de acidificação em leite e apenas algumas 

linhagens são capazes de reduzir o pH abaixo de 5,0-5,2 após 16 a 24h de incubação a 

37ºC.  
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Foi verificado aumento da atividade das bacteriocinas produzidas por Lb. plantarum 

ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 após associação com os fermentos lácticos em ambas as 

concentrações avaliadas. Uma possível explicação para este fato seria a rápida degradação 

das caseínas promovida pelas proteinases dos fermentos lácticos, disponibilizando, assim, 

nutrientes para o desenvolvimento mais rápido das culturas adjuntas e consequentemente 

aumento da produção de bacteriocina. Esta hipótese teve como base os resultados obtidos 

por  Moreno e outros (2002) que mencionaram que a baixa atividade proteolítica dos 

enterococos prejudicaria a produção de bacteriocinas, devido a indisponibilidade de 

nutrientes para o desenvolvimento microbiano, e por Sarantinopoulos e outros (2002)  que 

obtiveram maior taxa de crescimento e maior produção de bacteriocina (100UA/ml) por E. 

faecium FAIR-E 198 quando suplementaram o leite desnatado com 1,4% de caseína 

hidrolisada.  

A bacteriocina produzida por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 foi mais sensível 

às proteases dos fermentos lácticos do que as demais, uma vez que, após associação com os 

mesmos, houve redução da atividade. Giraffa e outros (1995) observaram redução da 

atividade de bacteriocina produzida em leite por E. faecium 7C5 em co-cultivo com 

fermento comercial. Os autores relacionaram esta característica à degradação da 

bacteriocina por proteases liberadas pelo fermento.  

A medida da atividade de aminopeptidases constitui-se numa importante fonte de 

avaliação, não somente para determinar a contribuição das culturas lácticas nas reações de 

proteólise, como também para ser utilizada como um marcador da ocorrência de autólise 

celular durante a estocagem do queijo Minas Frescal.  

Os fermentos lácticos, avaliados neste estudo, demonstraram baixa atividade de 

aminopeptidases, mesmo após lise celular, estes resultados condizem com os relatados por 

Oumer e outros (2001a). Portanto, estes fermentos apresentam capacidade acidificante e 

baixa atividade proteolítica. 

 Da mesma forma, E. faecium FAIR-E 198 demonstrou baixa atividade de 

aminopeptidases, entre 0,053 para leucina e 0,092 para lisina. Sarantinopoulos e outros 



 

 96

(2001) avaliando a mesma linhagem, em uma escala de 0 a 4 de atividade, encontraram 2 

para leucina e zero para lisina. 

 Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 apresentou atividade acima de 0,1 apenas sobre 

Ala-p-NA e para os demais substratos a atividade  variou ente 0,035 e 0,080. Já Lb. 

plantarum ALC 01 apresentou as maiores atividades de aminopeptidases quando 

comparada as demais culturas. Dako e outros (1995) também observaram maior atividade 

de aminopeptidases (5 a 100 vezes) no gênero Lactobacillus quando comparado a 

Lactococcus e Pediococcus. 

 Segundo Ayad e outros (2004), cinqüenta por cento (50%) das linhagens de 

Lactococcus analisadas, setenta por cento (70%) de Lactobacillus e 68% de Enterococcus 

também apresentaram baixa atividade de aminopeptidases. 

 

5. CONCLUSÃO 

A nisina produzida por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 114454 foi a única 

bacteriocina capaz de promover a inibição dos fermentos lácticos comerciais avaliados pelo 

método de difusão em ágar. Contudo, quando esta e as outras culturas bacteriocinogênicas 

foram adicionadas, em leite, como adjuntas aos fermentos lácticos, nas concentrações de 

0,1 e 0,5%, não foi observado alteração da capacidade acidificante dos mesmos.  

Com exceção da nisina que foi suprimida, a produção de pediocina e enterocina foi 

potencializada pela presença dos fermentos lácticos. Portanto, em virtude da baixa 

capacidade acidificante e do aumento da atividade de bacteriocina observado durante 

desenvolvimento associativo com os fermentos lácticos, Lb. plantarum ALC 01 e E. 

faecium FAIR-E 198 são mais indicadas para serem empregadas como adjuntas, visando 

aumentar a segurança microbiológica de derivados lácteos.  

 Baseado nos resultados da capacidade acidificante e da atividade de bacteriocinas, o 

fermento láctico comercial da marca A na concentração de 1% e as culturas 
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bacteriocinogênicas na concentração de 0,5% foram escolhidos para serem utilizados nas 

próximas etapas do estudo.  
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CAPÍTULO IV 

ESTUDO COMPARATIVO DO DESENVOLVIMENTO DE Bacillus cereus K1-

B041, Staphylococcus aureus ATCC 27154 E Listeria monocytogenes Scott A  

DURANTE CO-CULTIVO EM LEITE COM Lactobacillus plantarum ALC 01, 

Enterococcus faecium FAIR-E 198 E Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 

 

Resumo 

O desenvolvimento de Bacillus cereus K1-B041, Staphylococcus aureus ATCC 

27154 e Listeria monocytogenes Scott A durante co-cultivo em leite desnatado com 

culturas produtoras de bacteriocinas e com fermento láctico foi analisado por 48h a 35ºC. 

Lactobacillus plantarum ALC 01 e Enterococcus faecium FAIR-E 198 não influenciaram 

significativamente o desenvolvimento de B. cereus K1-B041 durante as primeiras 24h, 

porém o patógeno não foi detectado após 48h. O desenvolvimento de B. cereus foi afetado 

por Lactococcus  lactis subsp. lactis ATCC 11454 entre 6 e 12h de incubação com redução 

de até 1,9 log UFC/ml. Durante co-cultivo com fermento lático este patógeno não foi 

detectado após 24h. Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 não promoveram 

inibição de S. aureus durante as 48h de incubação, contudo um decréscimo de 1,78 log 

UFC/ml foi observado após 12h de co-cultivo com Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454. O 

fermento láctico promoveu reduções na população deste patógeno de até 2,61 log UFC/ml. 

Com relação a L. monocytogenes Scott A, foi observado redução de 3,52 log UFC/ml após 

48h de co-cultivo com Lb. plantarum ALC 01. Já E. faecium FAIR-E 198 promoveu 

expressivo efeito inibitório sobre o patógeno durante todo o período de incubação. O 

decréscimo do número de células viáveis de L. monocytogenes foi de 1,85 log UFC/ml após 

12h de co-cultivo com Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454. Após 48h de incubação com 

fermento láctico, o patógeno não foi mais detectado. Os resultados obtidos neste estudo 

evidenciam que a eficiência da atividade antimicrobiana das culturas lácticas está 

estreitamente relacionada à espécie do microrganismo alvo. 
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1. INTRODUÇÃO 

 O risco potencial da presença de patógenos em produtos lácteos é uma preocupação 

constante na área de segurança alimentar tanto do setor industrial quanto dos órgãos 

governamentais. Alguns surtos de doenças transmitidas por alimentos (DTAs) têm sido 

relacionados ao consumo destes produtos (MEAD et al., 1999; CARMO, 2004). Embora a 

maioria destes surtos esteja vinculada ao consumo de produtos processados a partir de leite 

cru (DE BUYSER et al., 2001; CDC, 2001), a contaminação pós-processamento é um fator 

importante, sendo considerada uma etapa de risco para produtos lácteos. 

 A contaminação por Bacillus cereus é considerada um grande problema para a 

indústria de laticínios, uma vez que seus esporos não são eliminados durante a 

pasteurização. Seu desenvolvimento promove a agregação da camada de creme de leite 

pasteurizado pela ação de lecitinase, sendo responsável pela formação do coágulo doce, o 

qual ocorre sem redução do pH do leite. Além disso, relatos da literatura mencionam a 

capacidade deste microrganismo em causar toxinfecção de origem alimentar em 

concentrações de 103 a 104 UFC/g (ANDERSSON, RONNER e GRANUM, 1995). Rocha 

(2005) encontraram contagens superiores a 104 UFC/ml em leite pasteurizado. 

Staphylococcus aureus é considerado um dos principais patógenos contaminantes de 

leite e derivados lácteos. A intoxicação alimentar causada por estafilococos está relacionada 

ao consumo de alimentos contendo enterotoxina termoestável. Lamaita e outros (2005) 

detectaram Staphylococcus sp. com contagens superiores a 105UFC/ml em 100% das 80 

amostras de leite cru resfriado analisadas. Almeida e outros (2005) isolaram S. aureus em 

64,55% das amostras de leite cru analisadas. 

Listeria monocytogenes pode causar infecção uterina, meningite e septicemia com 

alta taxa de mortalidade em humanos (SCHLECH, 2000). A contaminação de produtos 

lácteos por este microrganismo já foi relatada como causa de surtos de origem alimentar 

nos Estados Unidos e Europa envolvendo produtos lácteos (DE BUYSER et al., 2001; 

LUNDEN, 2004; MEAD et al., 1999). Waak e outros (2002) detectaram L. monocytogenes 

em 19,6% das amostras de leite cru resfriado analisadas. No Reino Unido, este patógeno foi 

isolado de 13 amostras de manteiga (LEWIS et al., 2004). 
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As bactérias lácticas empregadas na fermentação de alimentos são capazes de inibir 

ou reduzir a contaminação por microrganismos deteriorantes e/ou patogênicos, por meio da 

produção de vários agentes antimicrobianos (MAGRO et al., 2000). A acidificação é, 

provavelmente, o fator primário na preservação de produtos de fermentação láctica. 

Entretanto, outros compostos como diacetil, dióxido de carbono, peróxido, etanol e 

bacteriocinas podem exercer ação inibitória sobre diferentes grupos de microrganismos 

(DAESCHEL, 1989; HELANDER et al., 1997; HOLZAPFEl et al., 1995). 

A inibição de B. cereus por bactérias lácticas e suas bacteriocinas em produtos 

lácteos tem sido reportada por alguns autores. Rossland e outros (2003) avaliaram a ação de 

Lb. plantarum  2741e Lc. lactis subsp. lactis ML8 sobre B. cereus em leite. Este patógeno 

não foi detectado nas amostras contendo Lc. lactis subsp. lactis e Lb. plantarum, 

respectivamente, após 24 e 48h. Muñoz e outros (2004) observaram significativa ação 

inibitória de enterocina AS-48 sobre B. cereus em leite e queijo, com reduções superiores a 

5 log UFC/ml.  

Quanto à ação sobre S. aureus, Lauková e outros (1999) observaram decréscimo do 

número de células viáveis do patógeno de 1010 UFC/ml para 102 UFC/ml por ação da 

enterocina CCM 4231 após 24h de desenvolvimento em leite. Rilla e outros (2004) 

avaliaram a ação de Lc. lactis subsp. lactis IPLA 729 sobre amostras contendo duas 

diferentes concentrações de S. aureus (1,8 x 104 (A) e 7,2 x 106 UFC/ml (B)). Após 24h de 

incubação, não detectaram S. aureus na amostra A, enquanto a amostra B apresentou 

contagem de 5,0 x 104 UFC/ml. 

 Ennahar e outros (1998) e Bernbom e outros (2006) reportaram forte capacidade 

inibitória de linhagens de Lb. plantarum, produtoras de pediocina AcH, sobre L. 

monocytogenes, durante desenvolvimento associativo em meio de cultivo. Já Elotmani e 

outros (2002) obtiveram redução de 2 log UFC/ml desta espécie após 24h de 

desenvolvimento associativo com Lc. lactis subsp. lactis R9/2 e E. faecium R18 em leite.  

No sentido de  aumentar a qualidade e segurança de alimentos fermentados, o uso 

de bactérias lácticas produtoras de bacteriocinas como culturas iniciadoras ou fermentos 

lácticos tem sido estudado (MARTINEZ et al., 2005; MATTILA et al.,2003; MOTLAGH 
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et al., 1992). O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento dos microrganismos 

patogênicos B. cereus K1-B041, S. aureus ATCC 27154 e L. monocytogenes Scott A em 

desenvolvimento associativo em leite com as culturas produtoras de bacteriocinas e o 

fermento láctico. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Origem e manutenção dos microrganismos 

As culturas produtoras de bacteriocinas, Lactobacillus plantarum ALC 01, 

produtora de pediocina AcH e isolada de queijo Munster (ENNAHAR et al., 1996),  

Enterococcus faecium FAIR-E 198, produtora de enterocina  e isolada de queijo Feta 

(ACA-DC 1618, Universidade de Agricultura de Atenas, Atenas, Grécia) e Lactococcus 

lactis subsp. lactis ATCC 11454, produtora de nisina (BCCM-LMG Bacteria Collection, 

Gent, Bélgica) foram mantidas a 4ºC em caldo Man Rogosa Sharpe (MRS, Difco, Sparks, 

EUA). 

O fermento mesofílico tipo O (marca A) constituído por diferentes linhagens de Lc. 

lactis subsp. lactis e Lc. lactis subsp. cremoris foi mantido a -18ºC. 

 Os microrganismos patogênicos, Listeria monocytogenes Scott A, Staphylococcus 

aureus ATCC 27154 e Bacillus cereus K1-B041, foram fornecidos pelo Banco de Culturas 

do Laboratório de Higiene (FEA-UNICAMP, Campinas, SP) e pela Coleção de Culturas da 

Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ)e mantidos a 4ºC em ágares 

inclinados L. monocytogenes foi mantida em ágar tripticase de soja suplementado com 

0,6% de extrato de levedura (TSA-YE, Difco, Sparks, EUA), S. aureus em ágar infusão de 

cérebro e coração (BHI, Difco, Sparks, EUA) e B. cereus em ágar tripticase de soja (TSA, 

Difco, Sparks, EUA). 

 Para a realização dos testes, todas as culturas foram propagadas duas vezes em 

condições de cultivo adequadas a cada espécie por 16 a 24h. 
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2.2. Preparo e inoculação das amostras de leite 

Em 200ml de leite desnatado reconstituído (LDR) a 10% (Molico, Nestlé Brasil, 

Araçatuba, SP) foram inoculados 0,5% das culturas produtoras de bacteriocinas (106 – 107 

UFC/ml) ou 1% do fermento láctico (marca A) (106 – 107 UFC/ml). Em seguida, B. cereus, 

L. monocytogenes e S. aureus foram inoculados na concentração de aproximadamente 102 

UFC/ml. Foi utilizado como controle amostras de leite inoculadas com cada espécie 

isoladamente. Então, o leite foi incubado a 35ºC por 48 horas.  

2.3. Método de enumeração 

Foram coletadas amostras, em intervalos regulares de 3h, durante as primeiras 12h e 

após 24 e 48h de incubação. Foram realizadas diluições decimais seriadas em solução 

aquosa de peptona 0,1% (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em seguida, foi realizado 

semeadura em superfície para determinação do número de células viáveis das culturas 

lácticas e dos microrganismos patogênicos. O Ágar M17 (Difco, Sparks, EUA) foi utilizado 

para Lc. lactis subsp. lactis e para o fermento láctico, com incubação a 30ºC/48h. O ágar 

MRS (Difco, Sparks, EUA) foi empregado para enumeração de Lb. plantarum  e o ágar KF 

Streptococcus (Difco, Sparks, EUA) para E. faecium, ambos incubados a 37ºC/48h. Para os 

microrganismos patogênicos foi utilizado ágar Oxford modificado (Difco, Sparks, EUA) 

para L. monocytogenes, ágar Baird-Parker (Difco, Sparks, EUA) para S. aureus, ambos 

incubados a 35ºC/48h e ágar Manitol Polimixina Gema de Ovo (MYP, Difco, Sparks, 

EUA) para B. cereus, com incubação a 30ºC/24h. Os experimentos foram realizados em 

duplicata. 

2.4. Determinação do pH 

O pH de cada amostra foi determinado após todas as coletas, utilizando pHmetro 

(Hanna Instruments HI9110, Singapura). 

2.5. Determinação do título de bacteriocina  

O título das bacteriocinas foi determinado pelo método de diluição crítica adaptado 

de Mayr-Harting e outros (1972). Após cada coleta, os cultivos foram centrifugados a 
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7.500g/15min a 4ºC (Centrifuga J2-21 Beckman, Palo Alto, EUA), em seguida, o pH dos  

sobrenadantes foi corrigido para 6,5 com NaOH 1N (Merck, Darmstadt, Alemanha), então, 

estes foram esterilizados por filtração em membrana Millex-GV 0,22µm (Millipore, 

Carrigtwohill, Irlanda) (MORENO, 1995) e diluídos sucessivamente na proporção de 1:2 

em solução tampão fosfato de sódio 10mM a pH 7,0 (Merck, Darmstadt, Alemanha), 

utilizando placas de microtitulação. Então, 10µl de cada diluição foi depositada sobre 

placas contendo TSA (Difco, Sparks, EUA) semi-sólido (0,9% ágar), previamente 

inoculado com 1% (106-107 UFC/ml) das culturas indicadoras S. aureus ATCC 27154 e B. 

cereus K1-B041 e sobre placas contendo TSA-YE (Difco, Sparks, EUA) semi-sólido (0,9% 

ágar), previamente inoculado com 1% (106-107 UFC/ml) de L. monocytogenes Scott A. As 

placas foram incubadas a 35ºC/24h e o título de bacteriocina, expresso em unidade 

arbitrária de bacteriocina por mililitro (UA/ml), foi definido como a recíproca da maior 

diluição que apresentou halo de inibição, multiplicada por 100. 

2.6. Análise estatística 

 A análise de variância paramétrica (ANOVA) e comparação de média pelo teste de 

Tuckey ao nível de significância de 95% foram realizadas com o auxílio do SAS (SAS 

Institute, Cary, NC) com a finalidade de avaliar estatisticamente os resultados obtidos a 

partir de diferentes culturas lácticas. 

 

3. RESULTADOS  

3.1. Bacillus cereus K1-B041 

Na Tabela 1 e Figura 1 são apresentados os resultados do desenvolvimento de B. 

cereus K1-B041 em LDR 10% em cultivo puro e em co-cultivo com as culturas produtoras 

de bacteriocinas e o fermento láctico. Na amostra controle, o patógeno foi inoculado na 

proporção de 1,65 log UFC/ml, alcançando contagem média de 8,37 log UFC/ml após 48h 

de incubação a 35ºC.  
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As linhagens de Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 não 

demonstraram efeito inibitório altamente significativo (<0,7 log UFC/ml) sobre B. cereus 

durante as primeiras 24h de incubação. Contudo, após 48h, foi observado redução da 

população desta linhagem a níveis abaixo do limite de detecção (<1 log UFC/ml).  

No ensaio de desenvolvimento associativo com Lc. lactis subsp. lactis  ATCC 

11454, no período de 6 a 12h, B. cereus apresentou contagem microbiana entre 1,04 e 1,94 

log UFC/ml menor que o da amostra controle. Porém, após 12h, não foi mais observada 

influência de Lc. lactis subsp. lactis  sobre o patógeno que atingiu contagem de 8,58 log 

UFC/ml após 24h de incubação, permanecendo semelhante à contagem apresentada pela 

amostra controle até o final do período de incubação (48h). 

Não foi detectada atividade de bacteriocina sobre B. cereus por nenhuma das três 

culturas lácticas produtoras durante as 48h de incubação a 35ºC em leite desnatado. 

Quando o fermento láctico foi empregado em associação ao B. cereus, a partir de 6h 

de incubação foi observada redução nas contagens do patógeno superiores a 1 log UFC/ml 

em relação à amostra controle, sendo que, após 24h, a contagem foi menor que 2 log 

UFC/ml e após 48h inferior a 1 log UFC/ml. 

B. cereus não interferiu significativamente (P>0,05) no desenvolvimento das 

culturas lácticas, quando em associação com as mesmas.  

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2 e Figura 2, verifica-se que 

em cultivo puro B. cereus apresentou menor valor de pH (5,17) após 24h de incubação. 

Quando este patógeno foi associado a Lb. plantarum ALC 01 ou E. faecium foi observada 

diferença significativa (P<0,05) do pH do meio a partir de 9h de incubação. Contudo, esta 

diferença não ultrapassou 0,35 unidade até 24h e apenas após 48h foi encontrada diferença 

superior a 0,95 unidade em relação ao pH da amostra controle. 

A curva de variação do pH da amostra contendo B. cereus em associação a Lc. lactis 

subsp. lactis ATCC 11454 foi semelhante à apresentada pela amostra contendo apenas o 

patógeno, porém muito distinta da curva de acidificação apresentada pela amostra controle 
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de Lc. lactis subsp. lactis, onde o pH permaneceu acima de 6,10 durante todo o período de 

48h. 

Com relação aos perfis de acidificação utilizando fermento láctico tanto em cultura 

pura quanto em associação ao patógeno, estes apresentaram comportamento semelhante, 

podendo ser observado uma queda acentuada do pH iniciada após 3h de incubação, 

estabilizando-se ao redor de 4,27 após 24h. 

 

Tabela 1. Contagens microbianas durante desenvolvimento associativo de B. cereus K1-

B041 com culturas bacteriocinogênicas e fermento láctico em LDR 10% por 48h a 35ºC. 

Contagem microbiana (Log UFC/ml) 
Cultura 

0h 3h 6h 9h 12h 24h 48h 

B. cereus 1,65c* 3,54c 6,19abcde 8,12abc 8,32abc 8,59a 8,37a 

B. cereus + fermento 1,54c 3,24c 4,54e 7,08e 7,18bc <2,00c <1,00c 

B. cereus + Lb. plantarum 1,74c 3,48c 6,02bcde 7,53de 8,14abc 8,30a <1,00c 

B. cereus + Lc. lactis subsp. lactis 1,65c 3,36c 5,15de 6,18f 6,91c 8,58a 8,30ab 

B. cereus + E. faecium 1,50c 3,34c 5,72cde 7,44de 8,15abc 8,08a <1,00c 

Fermento  7,34a 7,63ab 8,18ab 8,77a 9,16a 6,00b 5,70b 

Fermento + B. cereus  7,52a 7,59ab 8,20ab 8,70ab 8,41ab 6,62b 6,26ab 

Lb. plantarum 7,17a 7,17ab 7,75abc 7,77cde 7,93abc 8,17a 7,93ab 

Lb. plantarum + B. cereus  7,00ab 7,10ab 7,61abc 7,89cd 8,16abc 8,67a 8,20ab 

Lc. lactis subsp. lactis 6,52ab 7,86a 8,42ab 8,34abc 8,51ab 8,04a 7,06ab 

Lc. lactis subsp. lactis + B. cereus  6,52ab 7,68ab 8,20ab 8,48abc 8,26abc 8,37a 8,85a 

E. faecium  6,00b 6,20b 7,00abcd 8,04abcd 8,04abc 8,35a 8,13ab 

E. faecium + B. cereus 6,78b 6,90ab 7,30abcd 8,00bcd 8,10abc 8,45a 8,90a 

* Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si (P<0,05) 
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Figura 1. Contagens microbianas durante desenvolvimento associativo de B. cereus K1-

B041 com culturas bacteriocinogênicas e fermento láctico em LDR 10% por 48h a 35ºC. 
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Tabela 2. Variação do pH durante desenvolvimento associativo de B. cereus K1-B041 com 

culturas bacteriocinogênicas e fermento láctico em LDR 10% por 48h a 35ºC. 

Valores de pH  
Cultura 

0h 3h 6h 9h 12h 24h 48h 

B. cereus 6,45a* 6,40a 6,40a 6,29a 5,95ab 5,17c 5,22b 

B. cereus + fermento 6,45a 6,13b 5,50b 4,56d 4,40e 4,27f 4,28c 

B. cereus + Lb. plantarum 6,45a 6,35ab 6,22a 6,04bc 5,75cd 4,83e 4,18c 

B. cereus + Lc. lactis subsp. 

lactis 
6,45a 6,26ab 6,13a 6,12ab 6,08ab 5,06d 5,20b 

B. cereus + E. faecium 6,45a 6,24ab 6,10a 5,84c 5,69d 4,88e 4,25c 

Fermento 6,45a 6,17ab 5,52b 4,63d 4,43e 4,29f 4,30c 

Lb. plantarum 6,45a 6,33ab 6,24a 6,06bc 5,92bc 5,67b 5,46b 

Lc. lactis subsp. lactis 6,45a 6,26ab 6,15a 6,12ab 6,13a 6,15a 6,40a 

E. faecium  6,45a 6,33ab 6,23a 6,06bc 5,92bc 5,65b 5,35b 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si (P<0,05) 
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Figura 2. Variação do pH durante o desenvolvimento associativo de B. cereus K1-B041 

com culturas bacteriocinogênicas e fermento láctico em LDR 10% por 48h a 35ºC. 
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Figura 3. Efeito de culturas bacteriocinogênicas e fermento láctico sobre o 

desenvolvimento de B. cereus K1-B041 e variação do pH de LDR 10% durante 48h a 35ºC.          

Contagem microbiana (Log UFC/ml), -------- pH. 
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3.2. Staphylococcus aureus ATCC 27154 

A Tabela 3 e a Figura 4 mostram os resultados do desenvolvimento associativo em 

LDR 10% de S. aureus ATCC 27154 com as culturas produtoras de bacteriocinas e com o 

fermento láctico. A amostra controle, inicialmente inoculada com 2,79 log UFC/ml de S. 

aureus,  apresentou população de 8,80 log UFC/ml após 24h de incubação a 35ºC.  

As linhagens de Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 não promoveram 

nenhum efeito inibitório significativo (P>0,05) sobre S. aureus durante as 48h de 

incubação. A máxima ação inibitória de Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 foi observada 

após 12h, com redução de 1,78 log UFC/ml de S. aureus em relação ao controle. Contudo, 

após este período não foi mais notada inibição do desenvolvimento da população do 

patógeno, a qual alcançou 8,96 log UFC/ml após 48h de incubação, contagem esta superior 

em 1,86 log UFC/ml à apresentada pela amostra controle de  S. aureus no mesmo período. 

O fermento láctico apresentou o maior efeito inibitório sobre o patógeno, com redução de 

2,61 log UFC/ml após 48h de incubação (Figura 6). 

Conforme ocorrido com B. cereus, também não foi detectada atividade de 

bacteriocinas produzidas pelas três culturas lácticas analisadas sobre S. aureus durante todo 

o período de incubação em LDR 10% a 35ºC. 

Quanto à influência de S. aureus ATCC 27154 sobre o desenvolvimento das 

culturas lácticas, após 24h de incubação, as contagens de Lb. plantarum ALC 01 e Lc. 

lactis subsp. lactis ATCC 11454 quando em co-cultivo com S. aureus foram 

estatisticamente significativas (P<0,05) e maiores que as contagens das amostras controles, 

contudo a diferença não ultrapassou 1,4 log UFC/ml. O desenvolvimento de E. faecium 

FAIR-E 198 não sofreu influência de S. aureus durante todo o período de incubação 

(Tabela 3). 

Na Tabela 4 e na Figura 5 observam-se os resultados da variação do pH durante o 

desenvolvimento associativo de S. aureus com as culturas lácticas produtoras de 

bacteriocinas e o fermento láctico em LDR 10% por 48h a 35ºC. Todas as amostras 

contendo as três culturas bacteriocinogênicas em associação com S. aureus demonstraram 
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resultado semelhante à amostra controle deste patógeno, com uma queda acentuada do pH 

(>1,5 unidades) no período entre 12 e 24h de incubação, atingindo valores ao redor de 4,7. 

Comportamento este muito diferente do apresentado pelas culturas bacteriocinogênicas 

quando cultivadas isoladamente, E. faecium e Lb. plantarum mostraram acidificação mais 

lenta com pH entre 5,5 e 5,3 após 24 e 48h, respectivamente, já Lc. lactis subsp. lactis 

manteve o pH acima de 6,0 durante as 48h de incubação. 

 Para o co-cultivo com o fermento láctico foi observada diferença significativa 

(P<0,05) do pH do leite entre 9 e 12h de incubação com relação à amostra controle de S. 

aureus. 

Tabela 3. Contagens microbianas durante desenvolvimento associativo de S. aureus ATCC 

27154 com culturas bacteriocinogênicas e fermento láctico em LDR 10% por 48h a 35ºC. 

Contagem microbiana (Log UFC/ml) 
Cultura 

0h 3h 6h 9h 12h 24h 48h 

S. aureus 2,79d* 4,23c 6,42ef 8,08abc 8,68abc 8,80abcd 7,10ab 

S. aureus + fermento 2,85d 3,99c 5,66f 6,45c 6,29e 6,64e 4,49b 

S. aureus + Lb. plantarum  2,88d 4,42c 6,41ef 7,95abc 8,32abc 8,93abcd 8,26a 

S. aureus + Lc. lactis subsp. lactis 2,99d 4,10c 5,59f 6,44c 6,90de 8,99abc 8,96 a 

S. aureus + E. faecium 2,83d 4,30c 6,48def 8,41ab 8,98ab 8,96abc 7,76 a 

Fermento  8,00a 7,77ab 8,76a 9,21a 8,97ab 8,91abcd 7,57 a 

Fermento + S. aureus 7,34ab 7,27ab 8,33abc 7,75abc 9,11a 9,25ab 7,64 a 

Lb. plantarum 6,69bc 6,96ab 7,30cde 7,02bc 7,94bcd 7,90d 8,08 a 

Lb. plantarum + S. aureus 6,85bc 6,99ab 7,57bcd 7,82abc 7,85cd 9,28ab 8,49 a 

Lc. lactis subsp. lactis 6,73bc 7,91a 8,55ªb 8,13abc 8,33abc 8,51cd 9,30 a 

Lc. lactis subsp. lactis + S. aureus 6,65bc 7,63ab 8,40abc 7,91abc 8,13abc 9,65a 8,97 a 

E. faecium  6,22c 7,10ab 7,38cde 7,67abc 8,07abc 8,19cd 8,22 a 

E. faecium + S. aureus 6,35c 6,63b 6,99de 7,54abc 7,78cd 8,15cd 8,22 a 

* Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si (P<0,05) 
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Figura 4. Contagens microbianas durante desenvolvimento associativo de S. aureus ATCC 

27154 com culturas bacteriocinogênicas e fermento láctico em LDR 10% por 48h a 35ºC. 
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Tabela 4. Variação do pH durante desenvolvimento associativo de S. aureus ATCC 27154 

com culturas lácticas produtoras de bacteriocinas e fermento láctico em LDR 10% por 48h 

a 35ºC. 

Valores de pH  
Cultura 

0h 3h 6h 9h 12h 24h 48h 

S. aureus 6,46a* 6,42a 6,44a 6,31a 6,37a 4,70c 4,98bcd 

S. aureus + Lb. plantarum 6,37e 6,39a 6,32a 6,21a 6,11a 4,53c 4,74cd 

S. aureus + Lc. lactis subsp. 

lactis 
6,46a 6,35a 6,20a 6,09ab 6,02a 4,70c 4,95bcd 

S. aureus + E. faecium 6,41d 6,36a 6,32a 6,22a 6,12a 4,71c 4,64d 

S. aureus + fermento 6,44c 6,43a 6,17a 5,43b 4,81b 4,74c 4,84bcd 

Fermento 6,45b 6,25a 5,73b 4,96 4,67b 4,48c 4,48d 

Lb. plantarum 6,45b 6,33a 6,23a 6,03ab 5,82a 5,56ab 5,36b 

Lc. lactis subsp. lactis 6,45b 6,27a 6,16ab 6,08ab 6,08a 6,09a 6,23a 

E. faecium  6,45b 6,29a 6,17a 5,95ab 5,77a 5,51b 5,25bc 

* Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si (P<0,05) 
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Figura 5. Variação do pH durante desenvolvimento associativo de S. aureus ATCC 27154 

com culturas lácticas produtoras de bacteriocinas e fermento láctico em LDR 10% por 48h 

a 35ºC. 
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Figura 6. Efeito de culturas bacteriocinogênicas e fermento láctico sobre o 

desenvolvimento de S. aureus ATCC 27154 e variação do pH de LDR 10% por 48h a 35ºC.

 Contagem microbiana (Log UFC/ml), ------ pH. 
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3.3. Listeria monocytogenes Scott A 

Na Tabela 5 e na Figura 7 estão apresentadas as contagens microbianas de L. 

monocytogenes Scott A durante desenvolvimento associativo em LDR 10% com culturas 

produtoras de bacteriocinas e fermento láctico. A amostra controle inicialmente inoculada 

com 2,63log UFC/ml, após 48h de incubação a 35ºC, atingiu 7,26 log UFC/ml.  

Todas as culturas bacteriocinogênicas promoveram inibição do desenvolvimento de 

L. monocytogenes Scott A, dentre as quais a mais ativa foi E. faecium FAIR-E 198. Nas 

primeiras 3h de incubação pôde-se verificar uma ação bactericida desta cultura sobre o 

patógeno, reduzindo a contagem inicial de 2,19 para 1,15 log UFC/ml. Após este período, 

as células remanescentes reiniciaram desenvolvimento, alcançando contagem de 3,68 log 

UFC/ml após 48h de incubação. Foi detectada atividade de bacteriocina (100UA/ml) 

produzida por esta cultura láctica apenas na amostra coletada após 6h de incubação.  

Utilizando Lc. lactis subsp. lactis  ATCC 11454 a maior inibição (1,85 log UFC/ml) 

foi observada após 12h de incubação e a produção de bacteriocina com atividade de 

100UA/ml foi detectada apenas após a sexta hora de incubação. 

 Empregando Lb. plantarum ALC 01 obteve-se inibição significativa (P<0,05) do 

desenvolvimento de L. monocytogenes Scott A a partir de 12h de incubação, com redução 

de 3,52 log UFC/ml após 48h. Quanto à atividade de bacteriocina produzida por esta 

cultura láctica sobre L. monocytogenes Scott A, foi detectada atividade a partir de 3h de 

incubação (100UA/ml), de 12 a 24h a atividade foi de 400UA/ml e após este período foi 

observada redução para 100UA/ml. 

O fermento láctico demonstrou atividade inibitória significativa (P<0,05) sobre L. 

monocytogenes Scott A após 12h de incubação, com redução de 1,99 log UFC/ml, 

resultando, após 48h, em população abaixo do limite de detecção (< 1,0 log UFC/ml), 

conforme Figura 9.  

L. monocytogenes Scott A não influenciou o desenvolvimento das culturas lácticas 

avaliadas, conforme Tabela 5 e Figura 7. 
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 A Tabela 6 e a Figura 8 mostram a variação do pH durante o desenvolvimento 

associativo de L. monocytogenes Scott A com as culturas bacteriocinogênicas e o fermento 

láctico em LDR 10%. Comparando os resultados com a amostra contendo apenas o 

patógeno, pode-se observar diferença significativa (P<0,05) do pH do leite nos períodos 

entre 9 e 24h e entre 12 e 48h para Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 e Lb. plantarum 

ALC 01, respectivamente. Contudo, a amostra com E. faecium FAIR-E 198 apresentou 

valores de pH significativamente diferentes (P<0,05) da amostra controle durante as 48h de 

desenvolvimento associativo. As curvas de acidificação das amostras com fermento láctico 

demonstraram queda acentuada dos valores do pH após 6h, atingindo pH de 4,85 após 12h 

de incubação. 

Tabela 5. Contagens microbianas durante desenvolvimento associativo de L. 

monocytogenes Scott A com culturas bacteriocinogênicas e fermento láctico em LDR 10% 

por 48h a 35ºC. 

Contagem microbiana (Log UFC/ml) 
Cultura 

0h 3h 6h 9h 12h 24h 48h 

L. monocytogenes 2,63c* 3,05c 4,28d 5,30d 6,36d 7,00bcd 7,26ab 

L. monocytogenes + fermento 2,75c 2,95c 3,72d 4,40de 4,37ef 4,15e <1,00d 

L. monocytogenes + Lb. plantarum  2,51c 2,99c 3,50d 4,07de 4,46e 5,51de 3,74c 

L. monocytogenes + Lc. lactis subsp. 

lactis 
2,08c 3,02c 3,72d 4,34de 4,51e 5,79cde 5,59bc 

L. monocytogenes + E. faecium 2,19c 1,15d 2,05e 3,06e 3,07f 3,89e 3,68c 

Fermento  6,71ab 7,46ab 8,68a 9,60a 9,27a 9,35a 8,73a 

Fermento + L. monocytogenes 6,70ab 7,62ab 8,08abc 9,23ab 9,13ab 9,32a 7,93ab 

Lb. plantarum 7,16a 7,18ab 7,48abc 7,85bc 7,87bc 7,64abc 7,66ab 

Lb. plantarum + L. monocytogenes 7,06ab 6,94ab 7,48abc 7,46c 7,59cd 7,50abc 7,86ab 

Lc. lactis subsp. lactis 6,63ab 7,29ab 8,03abc 8,13abc 8,11abc 8,53ab 8,17a 

Lc. lactis subsp. lactis + L. 

monocytogenes 
6,66ab 8,12a 8,42ab 7,99abc 8,47abc 8,88ab 8,65a 

E. faecium  6,00b 6,20b 7,00bc 7,43c 7,78bc 7,60abc 7,32ab 

E. faecium + L. monocytogenes 6,15ab 6,49b 7,28c 7,60bc 7,80bc 7,55abc 7,59ab 

* Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si (P<0,05) 
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Figura 7. Contagens microbianas durante desenvolvimento associativo de L. 

monocytogenes Scott A com culturas bacteriocinogênicas e fermento láctico em LDR 10% 

por 48h a 35ºC. 
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Tabela 6. Variação do pH durante desenvolvimento associativo de L. monocytogenes Scott 

A com culturas lácticas produtoras de bacteriocinas e fermento láctico em LDR 10% por 

48h a 35ºC. 

Valores de pH  
Cultura 

0h 3h 6h 9h 12h 24h 48h 

L. monocytogenes 6,47a* 6,47a 6,44a 6,43a 6,43a 6,35a 6,08a 

L. monocytogenes + Lb. 

plantarum 
6,45ab 6,42ab 6,26a 6,11ab 5,94b 5,55c 5,34bc 

L. monocytogenes + Lc. lactis 

subsp. lactis 
6,47a 6,37ab 6,17a 6,05bc 6,03b 6,04b 5,89ab 

L. monocytogenes + E. faecium 6,41b 6,31b 6,18a 5,95bc 5,89bc 5,42c 5,27bc 

L. monocytogenes + fermento 6,47a 6,36ab 5,99a 5,20d 4,85d 4,74d 4,85c 

Lb. plantarum  6,45ab 6,38ab 6,06a 5,86 bc 5,85bc 5,54c 5,34bc 

Lc. lactis subsp. lactis 6,45ab 6,35b 5,99a 6,06bc 6,03b 6,04b 6,04a 

E. faecium 6,45ab 6,30b 6,03a 5,73c 5,59c 5,28c 5,08c 

Fermento  6,44ab 6,38ab 6,04a 5,28d 4,87d 4,70d 4,75c 

* Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si (P<0,05) 
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Figura 8. Variação do pH durante desenvolvimento associativo de L. monocytogenes Scott 

A com culturas lácticas produtoras de bacteriocinas e fermento láctico em LDR 10% por 

48h a 35ºC. 
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Figura 9. Efeito de culturas bacteriocinogênicas e fermento láctico sobre o 

desenvolvimento de L. monocytogenes Scott A e variação do pH de LDR 10% durante 48h 

a 35ºC.              Contagem microbiana (Log UFC/ml), ------ pH. 
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4. DISCUSSÃO 

O uso de bacteriocinas ou culturas bacteriocinogênicas na biopreservação de 

alimentos pode ser considerado um obstáculo adicional ao desenvolvimento de 

microrganismos indesejáveis, contribuindo para o aumento da segurança microbiológica e 

reduzindo o risco de desenvolvimento de alguns deteriorantes. Entretanto, muitas espécies 

apresentam variações na susceptibilidade e na capacidade de desenvolvimento de 

resistência às bacteriocinas. 

Neste estudo, os resultados observados durante co-cultivo em leite, referentes à ação 

inibitória exercida pelas culturas bacteriocinogênicas sobre os patógenos avaliados, 

condizem com o espectro de ação obtido no capítulo II. 

Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 não exerceram atividade inibitória 

significativa sobre B. cereus K1-B041 durante as primeiras 24h de incubação. Grande e 

outros (2006) observaram redução de 4,7 log UFC/g na população de B. cereus em 

amostras de arroz suplementadas com enterocina AS-48.  

A redução da população de B. cereus K1-B041 para níveis inferiores a 1 log 

UFC/ml, observada após 48h de desenvolvimento associativo com Lb. plantarum ALC 01 e 

E. faecium FAIR-E 198,  pode ser atribuída à redução do pH para índices abaixo de 4,4. 

Este mesmo fenômeno foi observado utilizando fermento láctico após 24h de incubação 

(Figura 3). De acordo com Goepfert e outros (1972), o pH mínimo para o desenvolvimento 

de B. cereus em meio de cultura é aproximadamente 4,9. Wong e Chen (1988) reportaram 

que o desenvolvimento de B. cereus ficaria prejudicado quando o pH do meio de cultivo 

fosse inferior a 5,0. Segundo Rossland e outros (2003), um rápido decréscimo do pH 

durante o início da fase logarítmica estaria fortemente relacionado à inibição do patógeno.  

 A ação exercida por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 sobre B. cereus observada 

entre 6 e 12h de incubação, onde se notou menor velocidade de desenvolvimento (µ) e 

conseqüentemente aumento do tempo de duração da fase logarítmica de 6 para 24h em 

relação à amostra controle do patógeno, não pode ser atribuída à ação do pH, uma vez que a 

curva de acidificação da amostra mista foi semelhante à amostra contendo apenas B. cereus 
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(Figura 3). Como não foi detectada atividade de bacteriocina sobre o patógeno, a inibição 

do mesmo poderia estar relacionada à exclusão competitiva. Resultados semelhantes aos 

obtidos neste estudo foram relatados por Olasupo e outros (1999) que ao utilizarem uma 

linhagem de Lc. lactis subps. lactis BFE 1500 produtora de nisina A observaram inibição 

do desenvolvimento de B. cereus por 12h. Contudo, Rossland e outros (2003) não 

detectaram B. cereus nas amostras  de leite contendo Lc. lactis subsp. lactis ML8 e Lb. 

plantarum  2741 após 24 e 48h, respectivamente. 

S. aureus ATCC 27154 demonstrou ser o microrganismo mais resistente a todas as 

culturas avaliadas neste estudo. Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 não 

apresentaram atividade de bacteriocina, nem qualquer outro efeito inibitório sobre este 

patógeno. Lauková e outros (1999) estudaram o efeito de enterocina CCM 4231 sobre o 

desenvolvimento de S. aureus em leite e observaram redução do número de células viáveis 

do patógeno de 1010 UFC/ml (controle) para 102 UFC/ml (amostra com enterocina) após 

24h de incubação.  

O efeito inibitório exercido por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 sobre S. aureus 

entre 6 e 12h de incubação resultou em redução da velocidade de desenvolvimento do 

patógeno e aumento do tempo de duração da fase logarítmica. Contudo, não impediu que 

este atingisse contagens superiores a 8 log UFC/ml após 24h de incubação. Rilla e outros 

(2004) analisaram a ação de Lc. lactis subsp. lactis IPLA 729 sobre S. aureus CECT 4013 

inoculado a 1,8 x 104 (A) e a 7,2 x 106 UFC/ml (B). Após 24h de incubação, não 

detectaram S. aureus na amostra A e a amostra B apresentou contagem de 5,0 x 104 

UFC/ml.  

O fermento láctico apresentou o melhor desempenho sobre S. aureus e a população 

do patógeno não ultrapassou 6,7 log UFC/ml ao longo das 48h de incubação, com reduções 

de até 2,6 log UFC/ml. Segundo Rilla e outros (2004) o pH parece não exercer efeito 

predominante sobre o desenvolvimento de S. aureus durante curtos períodos de incubação. 

Portanto, a ação inibitória promovida pelo fermento láctico sobre S. aureus poderia estar 

relacionada a algum composto antimicrobiano produzido por ele e não pelas culturas 

bacteriocinogênicas ou então, por simples exclusão competitiva.  
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L. monocytogenes Scott A demonstrou ser o microrganismo mais sensível, dentre os 

três avaliados, às culturas produtoras de bacteriocinas em questão. As culturas 

bacteriocinogênicas Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 e Lb. plantarum ALC 01 e o 

fermento láctico apresentaram comportamento semelhante sobre L. monocytogenes Scott A 

durante as primeiras 12h de incubação. A ação bactericida do fermento láctico sobre o 

patógeno, observada após 48h, poderia ser atribuída à produção de ácido láctico ou outros 

compostos com poder antimicrobiano ou à exclusão competitiva. Elotmani e outros (2002) 

atribuíram à redução do pH o efeito bacteriostático promovido por uma linhagem de Lc. 

lactis subsp. lactis não produtora de bacteriocina sobre L. monocytogenes.  

Embora tenha sido detectada atividade de bacteriocina produzida por Lb. plantarum 

ALC 01 durante 45 das 48h de incubação, esta cultura promoveu inibição de L. 

monocytogenes Scott A superior a 2 ciclos logarítmicos apenas após 48h. Ennahar e outros 

(1998) observaram redução da população de L. monocytogenes de 108 UFC/ml para 102 

UFC/ml na amostra contendo Lb. plantarum WHE 92, produtor de pediocina AcH após 4 

dias de incubação em caldo MRS a 15ºC.  

Mesmo tendo apresentado atividade de bacteriocina apenas na coleta referente a 6h 

de incubação, dentre as culturas bacteriocinogênicas, E. faecium FAIR-E 198 demonstrou o 

melhor desempenho sobre L. monocytogenes Scott A, com inibição significativa (P<0,05) 

durante todo o período de incubação e reduções superiores as relatadas por Rodrigues e 

outros (1997) e Elotmani e outros (2002).  

O efeito bactericida inicialmente promovido por E. faecium FAIR-E 198 sobre L. 

monocytogenes Scott A e a retomada do desenvolvimento do patógeno pode estar 

relacionado à produção de quantidade insuficiente de bacteriocina para inibir todas as 

células do microrganismo alvo, fenômeno este mencionado por Muriana (1996) utilizando 

outras culturas bacteriocinogênicas. 

Quanto à detecção de bacteriocinas, Lauková e outros (1999) observaram efeito 

inibitório sobre S. aureus na amostra adicionada de enterocina, porém não detectaram 

atividade desta bacteriocina no meio. Segundo Muñoz e outros (2004), a baixa atividade de 

enterocina detectada por eles poderia estar relacionada a condições de desenvolvimento da 
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cultura bacteriocinogênica em leite, à interação da bacteriocina a compostos do leite ou à 

baixa liberação das moléculas de bacteriocina adsorvidas às células. 

 

5. CONCLUSÃO 

Baseado nos resultados obtidos, pôde-se observar uma variação significativa da 

ação inibitória exercida pelas culturas bacteriocinogênicas e pelo fermento láctico sobre os 

três patógenos Gram-positivos avaliados. Lb. plantarum ALC 01  e E. faecium FAIR-E 198 

apresentaram atividade inibitória sobre L. monocytogenes Scott A e B. cereus, sendo que 

para este último a inibição foi relacionadas à acidificação do meio. Já Lc. lactis subsp. 

lactis ATCC 11454 demonstrou espectro de ação mais amplo, promovendo 

desenvolvimento mais lento das três espécies patogênicas. O fermento láctico, por sua vez, 

apresentou maior redução dos patógenos no final do período de incubação, devido a maior 

acidificação do meio. Portanto, dentro do contexto da tecnologia de barreiras, as linhagens 

produtoras de bacteriocinas podem ser utilizadas em alimentos fermentados como um 

mecanismo de imunidade “natural”, interagindo com outras barreiras para aumentar a 

segurança destes alimentos. 
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CAPÍTULO V 

AVALIAÇÃO DO EMPREGO DAS CULTURAS BACTERIOCINOGÊNICAS 

Lactobacillus plantarum ALC 01, Enterococcus faecium FAIR-E 198 E Lactococcus 

lactis subsp. lactis ATCC 11454 COMO ADJUNTAS EM QUEIJO MINAS 

FRESCAL PARA O CONTROLE DE PATÓGENOS GRAM-POSITIVOS  

 

Resumo 

O emprego de bacteriocinas purificadas na bioconservação de alimentos é muito 

dispendioso, sendo sua aplicação viável apenas em produtos de alto valor agregado. Uma 

alternativa tecnológica eficaz e mais econômica que vêm sendo amplamente estudada é a 

adição de culturas bacteriocinogênicas, as quais irão produzir bacteriocinas no alimento. 

Este estudo teve como objetivo avaliar as características antimicrobianas e tecnológicas de 

três culturas bacteriocinogênicas como adjuntas em queijo Minas Frescal. Os queijos foram 

processados utilizando 1% de fermento láctico comercial e 0,5% de Lactococcus lactis 

subsp. lactis ATCC 11454, Lactobacillus plantarum ALC 01 ou Enterococcus faecium 

FAIR-E 198. Após o processamento estes queijos foram artificialmente inoculados com 

Listeria monocytogenes Scott A,  Staphylococcus aureus ATCC 27154 e Bacillus cereus 

K1-B041 e estocados por 21 dias a 8 ± 1ºC. Os resultados mostraram que não houve 

diferença significativa entre as três culturas bacteriocinogênicas e o fermento láctico quanto 

à  atividade antimicrobiana sobre L. monocytogenes Scott A e S. aureus ATCC 27154. 

Porém, B. cereus K1-B041 demonstrou susceptibilidade a Lb. plantarum ALC 01 e E. 

faecium FAIR-E 198, a partir do 7º dia de estocagem. Não foi detectada atividade de 

bacteriocina nos queijos durante 21 dias. A adição das três culturas produtoras de 

bacteriocinas como adjuntas ao queijo Minas Frescal não promoveu alteração no pH e na 

acidez, contudo Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198, na concentração de 

0,5%, provocaram aumento da proteólise primária e secundária do queijo. Portanto, estas 

culturas não podem ser empregadas como adjuntas em queijo Minas Frescal, uma vez que 

promoveram a descaracterização do produto. 
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1. INTRODUÇÃO  

O queijo Minas Frescal é um produto de grande popularidade, aceitação, consumo e 

produção em quase todo o país. Representa 5,63% (27.500t) da produção nacional de 

queijos, ocupando a quarta posição atrás apenas da Mussarela, do Prato e do requeijão 

(ABIQ, 2004). É classificado como um queijo de muita alta umidade (>55%), semigordo 

(MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, 2004), com baixa acidez (pH >4,5), massa de 

consistência mole, não cozida e ligeiramente compacta, características favoráveis ao 

desenvolvimento microbiano que, além de limitar a vida-de-prateleira do produto, podem 

oferecer riscos à saúde do consumidor. 

A contaminação microbiana de queijos assume destaque em saúde pública, ao se 

considerar que bactérias patogênicas como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes 

e Bacillus cereus são comumente encontradas em derivados lácteos e freqüentemente 

relacionadas a surtos de doenças transmitidas por alimentos. A espécie S. aureus é 

considerada um dos principais agentes etiológicos de doenças transmitidas por alimentos 

em todo o mundo. Embora seja termolábel, sua patogenia está relacionada à produção de 

enterotoxina termoestável (100ºC/30min) (FRANCO e LANDGRAFT, 1996). Com relação 

à ocorrência de S. aureus em queijo Minas Frescal, Filho e Filho (2000) obtiveram 

contagens deste patógeno acima de 105UFC/g em 50% das 40 amostras analisadas. 

 L. monocytogenes é o agente etiológico da listeriose, uma enfermidade grave que 

afeta principalmente grávidas, recém-nascidos e imunodeprimidos. No Brasil, alguns 

trabalhos registram a ocorrência de L. monocytogenes em queijo Minas Frescal. Silva e 

outros (1998) e Carvalho, Viotto e Kuaye (2007) obtiveram 41,17% e 42,9% de amostras 

positivas para L. monocytogenes em queijos de fabricação artesanal e por acidificação 

direta, respectivamente. 

 Muito embora o arroz seja o produto mais envolvido em surtos de origem alimentar 

causados por B. cereus, este microrganismo tem sido freqüentemente isolado de produtos 

lácteos (ROCHA, 2005; VIDAL-MARTINS et al., 2005). Kabuki, Rocha e Kuaye (2005) 

analisaram 90 amostras de queijo Minas Frescal elaborados por diferentes processos 
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tecnológicos e em 22,2% das amostras (20/90) encontraram contagens de B. cereus 

superiores a 105UFC/g. 

 A adoção de diferentes métodos de fabricação, como a substituição do fermento 

láctico tipo O pela acidificação direta com ácido láctico, visando minimizar o problema de 

acidificação excessiva durante a comercialização, tornou o queijo Minas Frescal mais 

susceptível ao desenvolvimento de microrganismos deteriorantes e patogênicos. O queijo 

obtido por acidificação direta não conta com barreiras de proteção originadas pela presença 

do fermento láctico como a produção de ácido láctico e outros compostos antimicrobianos, 

dentre os quais, as bacteriocinas. Estas são peptídeos ou proteínas, com ação 

antimicrobiana, sintetizadas no ribossomo das bactérias lácticas. Apresentam efeito 

significativo sobre bactérias Gram-positivas como os gêneros Listeria, Bacillus, 

Clostridium e Staphylococcus (HUGAS, 1998). São efetivas em baixa concentração, por 

exemplo, 10mg/kg, e não afetam a qualidade sensorial do produto (RODGERS, 2001). 

 A nisina, descoberta em 1928, produzida por algumas linhagens de Lactococcus 

lactis subsp. lactis, é aprovada há mais de 50 anos e utilizada por cerca de 40 países como 

conservante de alimentos. No Brasil é permitido seu emprego em queijos na concentração 

de até 12,5mg/kg (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1996). Sua efetividade foi demonstrada por 

vários autores em diversos tipos de queijos (HAMAMA et al., 2002; OLASUPO et al., 

1999; RODRÍGUEZ et al., 2001)  

 Recentemente, um novo produto comercial encontra-se no mercado, a pediocina 

PA-1 produzida por Pediococcus acidilactici PAC 1.0. Esta bacteriocina também apresenta 

amplo espectro de atividade e tem-se revelado efetiva na inibição de L. monocytogenes e B. 

cereus em carnes frescas e produtos cárneos fermentados. 

 Além dessas, outras bacteriocinas, como a pediocina AcH, produzida por P. 

acidilactici e Lactobacillus plantarum e algumas enterocinas têm sido avaliadas para 

aplicação comercial. A pediocina AcH apresenta atividade antimicrobiana, principalmente, 

sobre L. monocytogenes (LOESSNER et al., 2003; MOTLAGH et al., 1992), além de ser 

tão segura quanto a nisina (ENNAHAR et al., 1996). As enterocinas apresentam ação 

antimicrobiana seletiva, não são efetivas sobre os gêneros Leuconostoc e Lactococcus, 
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porém agem sobre algumas espécies de Clostridium, Staphylococcus e Listeria (CINTAS et 

al., 1997; LAUKOVÁ et al., 2001; MORENO et al., 2002).  

Uma alternativa tecnológica eficaz para aumentar a segurança microbiológica de 

alimentos é o emprego de bacteriocinas purificadas ou culturas bacteriocinogênicas como 

bioconservantes. Porém, o uso de bacteriocinas purificadas é muito dispendioso e as 

culturas produtoras nem sempre são apropriadas para serem utilizadas como fermentos 

lácticos, visto que a maioria possui baixa atividade acidificante e proteolítica, além de alta 

sensibilidade a bacteriófagos (ROBERTS et al, 1992). Por este motivo, alguns autores 

recomendam o emprego de fermentos lácticos convencionais associados às culturas 

produtoras de bacteriocinas visando o aumento da segurança de queijos quanto à possível 

presença de patógenos gram-positivos (MORENO et al., 2002; ROBERTS et al., 1992). 

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho de culturas 

bacteriocinogênicas como adjuntas ao fermento láctico no controle de  Listeria 

monocytogenes Scott A, Staphylococcus aureus ATCC 27154 e Bacillus cereus K1-B041 

em queijo Minas Frescal. Além de verificar possíveis alterações provocadas por estas 

culturas nas características físico-químicas e proteólise do queijo.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. Origem e manutenção dos microrganismos 

Os microrganismos patogênicos fornecidos pelo Banco de Culturas do Laboratório 

de Higiene (FEA-UNICAMP, Campinas, SP) e pela Coleção de Culturas da Fundação 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ), foram mantidos em ágares inclinados a 

4ºC: Listeria monocytogenes Scott A em ágar tripticase de soja suplementado com 0,6% de 

extrato de levedura (TSA-YE, Difco, Sparks, EUA), Staphylococcus aureus ATCC 27154 

em ágar infusão de cérebro e coração (BHI, Difco, Sparks, EUA) e Bacillus cereus K1-

B041 em ágar tripticase de soja (TSA, Difco, Sparks, EUA). 

As culturas produtoras de bacteriocinas utilizadas foram Lactobacillus plantarum 

ALC 01, produtora de pediocina AcH e isolada de queijo Munster (ENNAHAR et al., 
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1996),  Enterococcus faecium FAIR-E 198, produtora de enterocina  e isolada de queijo 

Feta (ACA-DC 1618, Universidade de Agricultura de Atenas, Atenas, Grécia) e 

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454, produtora de nisina (BCCM-LMG Bacteria 

Collection, Gent, Bélgica). Todas as culturas lácticas foram mantidas a 4ºC em caldo de 

Man Rogosa Sharpe (MRS, Difco, Sparks, EUA). 

Foi utilizado fermento láctico mesofílico tipo O liofilizado (marca A), constituído 

por diferentes linhagens de Lc. lactis subsp. lactis e Lc. lactis subsp. cremoris, o qual foi 

mantido a -18ºC. 

Para o processamento do queijo o fermento láctico e as culturas bacteriocinogênicas 

foram ativados duas vezes em LDR 10% (Molico, Nestlé Brasil, Araçatuba, SP), antes de 

serem adicionados à matéria-prima.  

 

2.2. Processamento do queijo 

 O processamento do queijo foi realizado em sala limpa certificada do tipo ISO 

classe 7 (>352.000 partículas de 0,5 µm/m3 de ar), utilizando utensílios previamente 

esterilizados a 121ºC/30min. Para cada processamento foram utilizados 20kg de leite 

pasteurizado tipo B, obtendo-se um rendimento de 10 peças de queijos de 

aproximadamente 250g cada. 

O leite pasteurizado foi resfriado a  35oC e inoculado com fermento láctico tipo O 

(1%) e as culturas produtoras de bacteriocina (0,5%). Em seguida, foram adicionados ao 

leite 5ml de solução de cloreto de cálcio a 50% e coalho líquido diluído em água destilada 

na proporção de 1,2g/20l de leite. Após três vezes o tempo do início da formação da 

coalhada, a massa foi cortada e após repouso por 5 minutos, foi iniciada agitação 

intermitente a cada 3 minutos durante 30 minutos. A salmoura a 2% (p/p) foi adicionada à 

mistura massa/soro e após a retirada de parte do soro, a massa foi vertida em formas para 

dessoragem. Os queijos foram virados após 30, 60 e 120min, em seguida, foram 

fracionados em porções de 10g, as quais foram acondicionadas em bolsas plásticas estéreis 

(Nasco Whirl-Park, Fort Atkinson, EUA) para subseqüente inoculação dos patógenos e 
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estocagem a 8 ± 1ºC por 21 dias (Figura 1). Os processamentos dos queijos foram 

realizados em duplicata. 
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Figura 1. Fluxograma de processamento de queijo Minas Frescal empregado neste estudo. 

Leite pasteurizado tipo B 

Coagulação (45min) 

Corte da massa 

Descanso e agitação (30min) 

Salga na massa 2% 

Enformagem  

Viragem e dessora (2h) 

Adição de coagulante e 
cloreto de cálcio 

Adição de fermento láctico 1% 
e/ou cult. bacteriocinogênicas 0,5% 

Inoculação dos 
patógenos  

Queijo controle 

Estocagem 21dias a 8 ± 1ºC 
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2.3. Inoculação dos microrganismos patogênicos  

Após propagação em meio de cultivo adequado para cada espécie por 16 a 24h, os 

cultivos de L. monocytogenes Scott A, S. aureus ATCC 27154 e B. cereus K1-B041 foram 

submetidos à centrifugação a 5.000g por 10min a 4ºC (Centrífuga J2-21, Beckman, Palo 

Alto, EUA). A biomassa obtida foi lavada com solução tampão fosfato de sódio 10mM a 

pH 7,0 e ressuspensa em 10ml de solução aquosa peptonada 0,1% (Merck, Darmstadt, 

Alemanha). Após realização de diluições decimais seriadas nesta mesma solução, 

suspensões de células (2ml) contendo aproximadamente 104 UFC/ml dos patógenos foram 

inoculadas às amostras de queijo (10g) e homogeneizadas em “stomacher” Lab-Blender 

400 (Seward Medical, Londres, Inglaterra) por 15 segundos. As amostras foram 

armazenadas a 8 ± 1ºC por até 21dias. A determinação da concentração dos patógenos foi 

realizada previamente pela técnica de plaqueamento em superfície, em condições de cultivo 

adequadas a cada espécie.  

 

2.4. Monitoramento microbiológico do processamento dos queijos  

Como monitoramento microbiológico dos processamentos, foram coletadas 

amostras do leite pasteurizado antes do início do processo e dos queijos imediatamente 

antes da inoculação dos patógenos. As amostras de leite foram analisadas quanto à presença 

de estafilococos coagulase positiva, B. cereus, L. monocytogenes, Salmonella spp., 

coliformes termotolerantes (45ºC), além da contagem padrão em placa. Nas amostras de 

queijo, a contagem padrão em placa foi substituída pela contagem de bactérias lácticas. 

As amostras de leite (25ml) foram homogeneizadas em 225ml de solução aquosa de 

peptona 0,1% (Merck, Darmstadt, Alemanha), enquanto as amostras de queijos (25g) foram 

homogeneizadas em 225ml de citrato trisódico (20g/l) (Merck, Darmstadt, Alemanha), 

durante 2 minutos em “stomacher” Lab-Blender 400 (Seward Medical, Londres, 

Inglaterra). Em seguida, foram realizadas diluições decimais seriadas em solução aquosa 

peptonada 0,1% (Merck, Darmstadt, Alemanha). O plaqueamento foi realizado por 

espalhamento em superfície e foram utilizados ágar Baird-Parker (Difco, Sparks, EUA) 
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para estafilococos coagulase positiva e ágar MRS (Difco, Sparks, EUA) para as bactérias 

lácticas, com incubação a 35ºC/48h e ágar Manitol Polimixina Gema de Ovo (MYP, Difco, 

Sparks, EUA) para B. cereus, com incubação a 30ºC/24h. Para contagem padrão em placa 

foi realizado plaqueamento em profundidade em ágar padrão para contagem (PCA, Difco, 

Sparks, EUA), com incubação a 35ºC/48h (VANDERZANT e SPLITTSTOESSER, 1992).  

Para determinação de coliformes termotolerantes (45ºC) foi utilizada a técnica de 

Número Mais Provável (NMP), série de três tubos. As diluições decimais seriadas das 

amostras foram inoculadas em caldo lauril sulfato triptose (LST, Difco, Sparks, EUA) a 

35ºC por 48h. As culturas dos tubos com resultado presuntivo positivo foram transferidas 

para caldo EC (Difco, Sparks, EUA) e incubadas em banho-maria a 45ºC para confirmação 

da presença de coliformes termotolerantes (VANDERZANT e SPLITTSTOESSER, 1992).  

Para pesquisa de Salmonella spp. foi realizado pré-enriquecimento em água 

peptonada tamponada (BPW, Merck, Darmstadt, Alemanha), com incubação a 35ºC/18h, 

seguido por enriquecimento em caldos Rappaport Vassiliadis (RV, Difco, Sparks, EUA) e 

Tetrationato (TT, Difco, Sparks, EUA), incubados a 35ºC/24h e plaqueamento em ágar 

Sulfito de Bismuto (BS, Difco, Sparks, EUA), ágar Entérico de Hecktoen (HE, Difco, 

Sparks, EUA) e ágar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, Difco, Sparks, EUA), com 

incubação a 35ºC/24h (VANDERZANT e SPLITTSTOESSER, 1992). 

Para determinação de L. monocytogenes foi empregada metodologia segundo 

Pagotto e outros (2001), com pré-enriquecimento em meio para enriquecimento de Listeria 

(UVM, Difco, Sparks, EUA) por 24 a 48h a 30ºC, enriquecimento seletivo em caldo Fraser 

(Difco, Sparks, EUA), por 48h a 35ºC e plaqueamento em ágar Oxford modificado (Difco, 

Sparks, EUA) e ágar cloreto de lítio fenil etanol moxalactano (LPM, Difco, Sparks, EUA), 

com incubação por 48h a 35ºC e 30ºC, respectivamente.  

Todas as colônias típicas foram submetidas a provas bioquímicas específicas para 

cada espécie. As determinações foram realizadas em triplicata.  
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2.5. Avaliação do efeito das culturas bacteriocinogênicas sobre os microrganismos 

patogênicos 

Os queijos foram analisados após 1, 7, 14 e 21 dias de estocagem a 8 ± 1ºC. 

Amostras de queijos (10g) foram homogeneizadas em 90 g de citrato trisódico (20g/l), 

previamente aquecido a 40-45oC, durante 2 minutos em “stomacher” Lab-Blender 400 

(Seward Medical, Londres, Inglaterra). Em seguida, foram realizadas diluições decimais 

seriadas em solução aquosa peptonada 0,1% (Merck, Darmstadt, Alemanha). O 

plaqueamento foi realizado por espalhamento em superfície e foram utilizados ágar Oxford 

modificado (Difco, Sparks, EUA) para L. monocytogenes, ágar Baird-Parker (Difco, 

Sparks, EUA) para S. aureus, ágar Manitol Polimixina Gema de Ovo (MYP, Difco, Sparks, 

EUA) para B. cereus, ágar M17(Difco, Sparks, EUA) para Lc. lactis subsp. lactis e 

fermento láctico, ágar MRS (Difco, Sparks, EUA) acidificado (pH 5,5) para Lb. plantarum 

e ágar KF Streptococcus (Difco, Sparks, EUA) para E. faecium. As placas foram incubadas 

a 30ºC/24h para B. cereus e a 35ºC/48h para os demais microrganismos (VANDERZANT e 

SPLITTSTOESSER, 1992).  

Todas as determinações foram realizadas em triplicata e os resultados foram 

expressos como logaritmo de unidades formadoras de colônias por grama de amostra (log 

UFC/g).  

 

2.6. Análises físico-químicas dos queijos 

Após 1, 7, 14 e 21 dias de estocagem a 8 ± 1ºC foram determinados no queijo 

controle: pH, acidez (AOAC, 1995) e teores de nitrogênio total, nitrogênio solúvel a pH 4,6 

e nitrogênio solúvel em TCA 12% pelo método de Kjeldahl (IDF, 1962). Nos queijos com 

um dia de processamento também foram determinados os teores de sal (IDF, 1979) e de 

umidade (AOAC, 1995). Todas as análises foram realizadas em triplicata, exceto o teor de 

umidade que foi determinado em quadruplicata. 
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2.7. Determinação da produção de bacteriocinas nos queijos 

 A produção de bacteriocinas nos queijos foi determinada pelo método de diluição 

crítica, adaptado de Mayr-Harting e outros (1972), após 1, 7, 14 e 21 dias de estocagem a 8 

± 1ºC.  A extração de bacteriocina a partir das amostras de queijos foi realizada segundo 

RODRIGUEZ e outros (2001). Porções de 5g de queijo foram homogeneizadas em 20ml de 

HCL 0,02N a 70ºC e submetidas à centrifugação (7.500g/15min a 4ºC) (Centrífuga J2-21, 

Beckman, Palo Alto, EUA). Os sobrenadantes foram esterilizados por filtração em 

membrana Millex-GV 0,22µm (Millipore S.A., Carrigtwohill, Irlanda) (MORENO, 1995) e 

diluídos sucessivamente na proporção de 1:2 em solução tampão fosfato de sódio 10mM a 

pH 7,0, utilizando placas de microtitulação. Então, 10µl de cada diluição foi depositado 

sobre placas contendo TSA (Difco, Sparks, EUA) semi-sólido (0,9% ágar) ou TSA-YE 

(Difco, Sparks, EUA) semi-sólido (0,9% ágar), previamente inoculado com 1%  (106-107 

UFC/ml) das culturas de B. cereus K1-B041, S. aureus ATCC 27154 ou L. monocytogenes 

Scott A. As placas foram incubadas a 35ºC/24h. O título de bacteriocina foi expresso em 

unidade arbitrária de bacteriocina por mililitro (UA/ml), ou seja, a recíproca da maior 

diluição que apresentar halo de inibição multiplicada por 100. 

 

2.8. Análise estatística 

 A análise de variância paramétrica (ANOVA) e comparação de média pelo teste de 

Tuckey ao nível de significância de 95% foram realizados com o auxílio do SAS (SAS 

Institute, Cary, NC) com a finalidade de avaliar estatisticamente os resultados obtidos a 

partir de diferentes culturas lácticas. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Monitoramento microbiológico 

 As amostras de leite pasteurizado tipo B utilizado nos processamentos dos queijos 

Minas Frescal apresentaram-se de acordo com os padrões microbiológicos estabelecidos 

pelo Ministério da Agricultura através do Regulamento da Inspeção Industrial e Sanitária 

de Produtos de Origem Animal (RIISPOA, BRASIL, 1952), conforme Tabela 1. Além dos 

critérios exigidos pela legislação, não foi detectado nas amostras a presença de 

estafilococos coagulase positiva, Salmonella spp. e Listeria sp. Com relação a Bacillus 

cereus a contagem não ultrapassou 3,0 x 101 UFC/ml.  

Tabela 1. Características microbiológicas das amostras de leite pasteurizado tipo B 

utilizado no processamento do queijo Minas Frescal. 

Leite pasteurizado tipo B 

Determinações 
P1 P2 P3 P4 

Padrão  

(RIISPOA, 1952) 

Contagem total 

(UFC/ml) 
1,4 x 104 1,9 x 104 1,6 x 104 1,9 x 104 4,0 x 104 

Coliformes a 45ºC 

(NMP/ml) 
<0,03 <0,03 <0,03 <0,03 tolerância em 0,5ml 

Estafilococos coagulase 

positiva (UFC/ml) 
<10 <10 <10 <10 ---- 

Salmonella spp. (25g) Ausente Ausente Ausente Ausente ---- 

Listeria sp. (25g) Ausente Ausente Ausente Ausente ---- 

Bacillus cereus 

(UFC/ml) 
1,0 x 101 <1,0 x 101 2,0 x 101 3,0 x 101 ---- 

RIISPOA: Regulamento da Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de Origem Animal; 

UFC: Unidades formadoras de colônias; 

NMP: Número mais provável. 
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 Na Tabela 2 constam as características microbiológicas das amostras de queijo 

Minas Frescal fabricado com diferentes culturas bacteriocinogênicas, determinadas logo 

após o término do processamento. Em todas as amostras de queijo analisadas a contagem 

de coliforme termotolerante (45ºC) e de estafilococos coagulase positiva ficaram abaixo do 

nível de detecção, além disso não foram encontrados Salmonella spp. e nem Listeria sp. A 

contagem de B. cereus aumentou no final do processamento em aproximadamente 1 log 

UFC/g, variando entre 1,9 e 3 x 102 UFC/g. A população de bactérias láticas manteve-se 

entre 2,2 e 3,2 x 107 UFC/g em todos os queijos.  

Tabela 2. Características microbiológicas das amostras de queijo Minas Frescal fabricado 

com diferentes culturas adjuntas, determinadas logo após o término do processamento. 

Parâmetros 

microbiológicos 
Queijo 1a Queijo 2b Queijo 3c Queijo 4d 

Coliformes a 45ºC 

(NMP/g) 
<3 <3 <3 <3 

Estafilococos coagulase 

positiva (UFC/g) 
<10 <10 <10 <10 

Salmonella spp. (25g) Ausente Ausente Ausente Ausente 

Listeria sp. (25g) Ausente Ausente Ausente Ausente 

Bacillus cereus (UFC/g) 1,9 x 102 2,1 X 102 3 x 102 3 x 102 

Bactérias lácticas (UFC/g) 2,9 x 107 3,2 x 107 2,2 x 107 2,2 x 107 

a Q1: fermento láctico comercial 
b Q2: cultura adjunta Lc. lactis lactis ATCC 11454 
c Q3: cultura adjunta Lb. plantarum ALC 01 
d Q4: cultura adjunta E. faecium  FAIR-E 198 
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 A Tabela 3 mostra a evolução da contagem dos patógenos Gram-positivos 

artificialmente inoculados e das bactérias lácticas presentes em queijo Minas Frescal, 

fabricado com diferentes culturas  bacteriocinogênicas, durante  21  dias  de  estocagem  a  

8 ± 1ºC. As Figuras 2, 3 e 4 mostram as curvas de desenvolvimento de L. monocytogenes 

Scott A, S. aureus ATCC 27154  e  B. cereus K1-B041, respectivamente.  

As populações de L. monocytogenes Scott A S. aureus ATCC 27154 mantiveram-se 

praticamente constante em todos os queijos, durante todo o período de estocagem. As 

contagens oscilaram entre 3,93 e 4,76 log UFC/g e 3,64 e 4,01 log UFC/g para L. 

monocytogenes Scott A S. aureus ATCC 27154, respectivamente. Nenhuma diferença 

estatisticamente significativa (P>0,05) foi verificada entre as contagens das amostras dos 

queijos adicionados de culturas bacteriocinogênicas  (Q2, Q3 e Q4) e a amostra controle 

(Q1) processada apenas com fermento láctico comercial. No queijo contendo E. faecium 

FAIR-E 198 verifica-se uma redução da contagem de L. monocytogenes de 0,45 log UFC/g, 

após 14 dias de estocagem, porém após este declínio foi observado aumento da contagem 

do patógeno para 4,50 log UFC/g (Figura 2).  

  Quanto ao B. cereus K1-B041, observa-se na Tabela 3 e Figura 4 redução 

significativa (P<0,05) deste patógeno (≥2 log UFC/g) a partir do sétimo dia de estocagem, 

nos queijos fabricados com as culturas bacteriocinogênicas Lb. plantarum ALC 01 e E. 

faecium FAIR-E 198. Após 21 dias foram obtidas reduções superiores a 2,4 log UFC/g em 

todos os queijos avaliados, sendo que naqueles com E. faecium (Q4) ou Lb. plantarum (Q3) 

a população de B. cereus ficou abaixo do limite de detecção (<1 log UFC/g) após 14 e 21 

dias, respectivamente. 

 A população de bactérias lácticas, inicialmente inoculadas ao redor de 6,0 log 

UFC/g, aumentou em dois ciclos logarítmicos nos queijos com um dia, alcançando 

populações superiores a 9,0 log UFC/g após 14 dias (Tabela 3). Estes resultados 

demonstraram o bom desenvolvimento destas culturas durante a etapa de estocagem do 

queijo Minas Frescal. Mesmo assim, nenhuma atividade de bacteriocina foi detectada nas 

amostras de queijo analisadas durante os 21 dias de estocagem a 8 ± 1ºC. 
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Tabela 3. Contagem microbiana dos patógenos inoculados artificialmente e das bactérias 

lácticas em queijo Minas Frescal fabricado com adição de diferentes culturas adjuntas e 

estocados a 8 ± 1ºC por 21 dias. 

Contagem microbiana (Log UFC/g) 

 Tempo (dias)  Microrganismo  Queijo 

1 7 14 21 

Listeria monocytogenes 

Scott A 
Q11 4,07a* 4,05a 4,23a 4,07a 

 Q22 3,93a 4,03a 4,16a 4,23a 

 Q33 4,43a 4,41a 4,32a 4,76a 

 Q44 4,37a 4,31a 3,85a 4,50a 

      

Staphylococcus aureus 

ATCC 27154 
Q1 4,01a 3,83a 4,04a 3,64a 

 Q2 4,00a 4,09a 4,11a 3,96a 

 Q3 3,98a 3,99a 3,78a 3,82a 

 Q4 3,85a 3,94a 3,74ª 3,55a 

      

Bacillus cereus 

K1-B041 
Q1 4,12a 3,87a 1,67ab 1,69a 

 Q2 4,10a 3,83a 2,18a 1,45ab 

 Q3 4,08a 1,59b 1,35bc <1,00b 

 Q4 4,04a 2,05b <1,00c <1,00b 

      

Bactérias lácticas Q1 8,25a 8,83a 9,25a 9,31a 

 Q2 8,21a 9,05a 9,35a 9,48a 

 Q3 8,00a 9,16a 9,36a 9,32a 

 Q4 8,02a 8,44a 9,17a 9,31a 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si (P<0,05) 
1 Q1: fermento láctico comercial 
2 Q2: cultura adjunta Lc. lactis lactis ATCC 11454 
3 Q3: cultura adjunta Lb. plantarum ALC 01 
4 Q4: cultura adjunta E. faecium  FAIR-E 198 
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Figura 2. Contagem de Listeria monocytogenes Scott A em queijo Minas Frescal durante 

estocagem por 21 dias a 8 ± 1ºC. (♦) queijo controle, (■) queijo com  adição de Lc. lactis 

subsp. lactis ATCC 11454, (▲) queijo com  adição de Lb. plantarum ALC 01 e (x) queijo 

com  adição de E. faecium FAIR-E 198. 
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Figura 3. Contagem de Staphylococcus aureus ATCC 27154 em queijo Minas Frescal 

durante estocagem por 21 dias a 8 ± 1ºC. (♦) queijo controle, (■) queijo com  adição de Lc. 

lactis subsp. lactis ATCC 11454, (▲) queijo com  adição de Lb. plantarum ALC 01 e (x) 

queijo com  adição de E. faecium FAIR-E 198.  
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Figura 4. Contagem de Bacillus cereus K1-B041 em queijo Minas Frescal durante 

estocagem por 21 dias a 8 ± 1ºC. (♦) queijo controle, (■) queijo com  adição de Lc. lactis 

subsp. lactis ATCC 11454, (▲) queijo com  adição de Lb. plantarum ALC 01 e (x) queijo 

com  adição de E. faecium FAIR-E 198. 
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3.2. Características físico-químicas dos queijos 

A Tabela 4 mostra as características físico-químicas de amostras de queijo Minas 

Frescal fabricado com diferentes culturas bacteriocinogênicas, determinadas um dia após o 

processamento. Todos os queijos apresentaram parâmetros físico-químicos semelhantes, 

com pH entre 6,4 e 6,48, acidez entre 0,10 e 0,12, teor de sal ao redor de 1,10%, umidade 

entre 65,10 e 66,15% e proteína ao redor de 12,6%. 

Tabela 4. Características físico-químicas de amostras de queijo Minas Frescal fabricado 

com diferentes culturas adjuntas determinadas um dia após o processamento. 

Parâmetro 

Queijo 
pH 

Acidez titulável  

 (% de ac. láctico) 
Sal (%) Umidade (%) Proteína (%) 

Q1a 6,41 0,10 1,10 65,10 12,53 

Q2b 6,40 0,10 1,15 65,87 12,43 

Q3c 6,48 0,12 1,10 66,15 12,63 

Q4d 6,44 0,11 1,10 66,13 12,89 
a Q1: fermento láctico comercial 
b Q2: cultura adjunta Lc. lactis lactis ATCC 11454 
c Q3: cultura adjunta Lb. plantarum ALC 01 
d Q4: cultura adjunta E. faecium  FAIR-E 198 
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 A Figura 5 apresenta a variação do pH dos queijos fabricados com diferentes 

culturas adjuntas produtoras de bacteriocina. Foi observado um decréscimo acentuado, 

acima de 1,2 unidade no pH dos queijos durante a primeira semana de estocagem, 

alcançando valores ao redor de 5,0 após 21dias. Não houve diferença significativa (P>0,05) 

entre os valores do pH dos queijos produzidos com as culturas bacteriocinogênicas e o 

queijo controle durante todo o período de estocagem. 
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Figura 5. Variação do pH de queijo Minas Frescal fabricado com diferentes culturas 

adjuntas, durante estocagem por 21 dias a 8 ± 1ºC. (♦) queijo controle, (■) queijo com  

adição de Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, (▲) queijo com  adição de Lb. plantarum 

ALC 01 e (x) queijo com  adição de E. faecium FAIR-E 198.   
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A Figura 6 mostra a variação da acidez titulável (% de ácido láctico)  de queijo 

Minas Frescal processado com diferentes culturas adjuntas bacteriocinogênicas. Como 

ocorrido para o pH, também não foi observada diferença significativa entre os valores da  

acidez titulável dos queijos adicionados de culturas produtoras de bacteriocinas e do queijo 

controle. Ao longo do período de estocagem foi verificado um aumento da acidez dos 

queijos, atingindo valores ao redor de 0,85 após 21 dias a 8 ± 1ºC. 

 

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

0 5 10 15 20 25

Tempo (dias)

A
c
id

e
z
 T

it
u

lá
v
e

l 
(%

a
c
. 
lá

ti
c
o

)

 

Figura 6. Variação da acidez titulável de queijo Minas Frescal fabricado com diferentes 

culturas adjuntas, durante estocagem por 21 dias a 8 ± 1ºC. (♦) queijo controle, (■) queijo 

com  adição de Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, (▲) queijo com  adição de Lb. 

plantarum ALC 01 e (x) queijo com  adição de E. faecium FAIR-E 198.   
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 Na Tabela 5 verifica-se a evolução dos índices de extensão (NCN/NT) e 

profundidade da proteólise (NPN/NT) em queijo Minas Frescal fabricado com diferentes 

culturas bacteriocinogênicas e estocado a 8 ± 1ºC/21 dias. Verifica-se diferença 

significativa (P<0,05) nos índices de extensão da proteólise a partir do 7º dia entre os 

queijos processados com Lb. plantarum ALC 01 (Q3) e E. faecium FAIR-E 198 (Q4) e os 

demais. Após 21 dias, os queijos contendo estas culturas adjuntas apresentaram aumento de 

86,4% e 80,4%, respectivamente, em relação à amostra controle. Para aqueles processados 

com Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 observa-se índices semelhantes ou menores que 

os da amostra controle durante todo o período de estocagem (Figura 7). 

 Quanto ao índice de profundidade da proteólise, expresso pela porcentagem de 

nitrogênio não protéico em relação ao nitrogênio total (NNP/NT), verifica-se que o queijo 

adicionado de Lb. plantarum ALC 01 (Q3) apresentou diferença significativa (P<0,05) dos 

demais queijos a partir do 14º dia, resultando em um aumento de 45,2% após 21 dias em 

relação ao queijo controle. Também foi observado aumento de 7,8% e 18,3% nos queijos 

processados com Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 e E. faecium FAIR-E 198, 

respectivamente, após 21 dias de estocagem, contudo estes queijos não diferem 

estatisticamente (P>0,05) do queijo controle, conforme observado na Tabela 5 e Figura 8. 
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Tabela 5. Evolução dos índices de extensão e profundidade da proteólise em queijo Minas 

Frescal fabricado com diferentes culturas adjuntas e estocado a 8 ± 1ºC por 21 dias. 

Tempo (dias) 
Parâmetro Queijo 

1 7 14 21 

NCN5/NT6 (%) Q11 6,68a* 10,15bc 12,69b 14,94b 

 Q22 6,26a 8,34c 11,62b 14,78b 

 Q33 7,35a 14,08a 19,43a 22,75a 

 Q44 7,17a 15,93a 18,70a 22,07a 

      

NPN7/NT (%) Q1 1,69a 3,28a 4,87a 6,16a 

 Q2 1,58a 3,57a 4,61a 6,40a 

 Q3 1,79a 3,98a 5,70b 8,28b 

 Q4 1,85a 3,69a 4,80ª 7,14a 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si (P<0,05) 
1Q1: fermento láctico comercial; 
2Q2: cultura adjunta Lc. lactis lactis ATCC 11454; 
3Q3: cultura adjunta Lb. plantarum ALC 01; 
4Q4: cultura adjunta E. faecium  FAIR-E 198; 
5NCN: nitrogênio não caseico; 
6NT: nitrogênio total; 
7NPN: nitrogênio não protéico. 
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Figura 7. Evolução dos teores de nitrogênio não caseico expressos em % de nitrogênio 

total (índice de extensão da proteólise), durante estocagem por 21 dias a 8 ± 1ºC, de queijo 

Minas Frescal fabricado com diferentes culturas adjuntas.  (♦) queijo controle, (■) queijo 

com  adição de Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, (▲) queijo com  adição de Lb. 

plantarum ALC 01 e (x) queijo com  adição de E. faecium FAIR-E 198.  
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Figura 8. Evolução dos teores de nitrogênio não proteico expressos em % de nitrogênio 

total (índice de profundidade da proteólise), durante estocagem por 21 dias a 8 ± 1ºC, de 

queijo Minas Frescal fabricado com diferentes culturas adjuntas.  (♦) queijo controle, (■) 

queijo com  adição de Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, (▲) queijo com  adição de Lb. 

plantarum ALC 01 e (x) queijo com  adição de E. faecium FAIR-E 198.   
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4. DISCUSSÃO 

Os queijos Minas Frescal processados em sala limpa apresentaram boa qualidade 

microbiológica, estando de acordo com os padrões estabelecidos pela legislação (ANVISA, 

2001). Vários autores relatam a baixa qualidade microbiológica de amostras deste tipo de 

queijo encontradas na indústria e no varejo. Hoffmann e outros (2002) relataram que 100% 

das amostras analisadas de queijo Minas Frescal comercializados em feiras livres em São 

José do Rio Preto, SP estavam fora do padrão estabelecido pela legislação vigente para 

estafilococos coagulase positiva. Carvalho (2003) obteve 29% das amostras fora do padrão 

para coliformes termotolerantes (45ºC) e 12,9% para estafilococos coagulase positiva. 

Kabuki, Rocha e Kuaye (2005) verificaram contagens de B. cereus superiores a 105 UFC/g 

em 22,2% das amostras analisadas. 

 Dos três microrganismos patogênicos avaliados neste estudo, B. cereus K1-B041 foi 

o que demonstrou maior sensibilidade às culturas lácticas durante estocagem de queijo 

Minas Frescal. Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 promoveram redução 

significativa na população deste patógeno a partir do 7º dia de estocagem, nos outros 

queijos foi verificada redução após o 14º dia. Este efeito inibitório não pode ser relacionado 

unicamente à queda do pH, uma vez que não foi observada diferença significativa no pH 

dos queijos durante a estocagem. A inibição inicial promovida por Lb. plantarum e E. 

faecium pode ser atribuída às bacteriocinas, a outros compostos antimicrobianos ou à 

exclusão competitiva. 

 Pôde-se observar um efeito bacteriostático promovido pelo fermento láctico sobre L. 

monocytogenes Scott A e S. aureus ATCC 27154. Porém, nenhum efeito antimicrobiano 

adicional sobre estes patógenos foi verificado nos queijos produzidos com Lb. plantarum e 

E. faecium FAIR-E 198. A fraca atuação destas culturas bacteriocinogênicas sobre S. 

aureus ATCC 27154 já havia sido observada no capítulo IV, durante co-cultivo em leite. 

Segundo Sutra e outros (1990) e Myllus e outros (1992) o estafilococo possui habilidade de 

produzir uma cápsula de polissacarídeo viscosa que impede a penetração de substâncias 

antimicrobianas na célula. 
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 Com relação ao Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454,  não foi verificada diferença 

significativa entre as contagens dos patógenos do queijo controle e do adicionado desta 

cultura, ou seja, Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 não promoveu efeito inibitório sobre 

os três patógenos avaliados. Uma possível explicação para este fato pode ser encontrada no 

capítulo III, onde foi observada supressão da atividade de nisina pelo femento láctico. 

Sulzer e outros (1992) obtiveram inibição de L. monocytogenes em queijo 

Camembert apenas quando empregaram culturas bacteriocinogênicas isoladamente e não 

como adjuntas. Nuñez e outros (1997) verificaram maior inibição do desenvolvimento de S. 

aureus, naturalmente presente em queijo Manchego, na amostra controle e não na amostra 

contendo cultura produtora de bacteriocina.  

Entretanto, desempenhos mais significativos de culturas bacteriocinogênicas no 

controle destes patógenos em queijo foram relatados na literatura. Em 2001, Rodríguez e 

outros detectaram redução de 2,64 log UFC/g de L. monocytogenes no queijo fabricado 

com cultura produtora de nisina. Hamama e outros (2002) não observaram S. aureus em 

queijo fresco marroquino produzido com cultura nisina positiva, utilizando inóculo de 3 log 

UFC/g após 4 dias de estocagem. Porém, quando o inóculo inicial foi maior (5 log UFc/g), 

obtiveram redução na população do patógeno de apenas 0,86 log UFC/g. Rilla e outros 

(2004) não detectaram S. aureus, após 2 semanas, em queijo Afuega’l Pitu contendo nisina 

Z.  

 Em queijo de cura de superfície, Loessner e outros (2003) utilizando a mesma 

linhagem de Lb. plantarum avaliada neste estudo, observaram redução de L. 

monocytogenes entre 1 e 2 log UFC/g. Esper e outros (2006) obtiveram redução na 

população de L. monocytogenes entre 2,49 e 2,79 log UFC/g em ricota aspergida com uma 

suspensão de Lb. plantarum produtor de bacteriocina em relação à amostra controle após 21 

dias de estocagem a 7ºC. 

 Em queijo Saint Paulin, Lauková e outros (2001) obtiveram redução de 4,3 log 

UFC/g de L. monocytogenes na amostra com enterocina e apenas 0,1 ciclo no controle. 

Achemchem e outros (2006) observaram redução inicial de L. monocytogenes a níveis 

abaixo do limite de detecção em queijo Jben processado com uma linhagem de E. faecium 
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produtora de bacteriocina, após 3 dias a 22ºC, os autores obtiveram contagem de 3 log 

UFC/g. Areal e outros (2006) observaram redução de 1 log UFC/g em S. aureus presente 

em queijo Minas Frescal produzido com E. faecium E86 em relação ao queijo controle após 

18 dias. 

 Como observado neste trabalho, alguns autores também não detectaram atividade de 

bacteriocina em queijos durante o período de estocagem (FARIAS et al., 1999; LAUKOVÁ 

et al., 1999; SULZER e BUSSE, 1991). Sarantinopoulos e outros (2002b) utilizando a 

mesma linhagem de E. faecium avaliada neste estudo também não detectaram atividade de 

enterocina em queijo Feta. Contudo, em outros estudos foi observada atividade destes 

compostos ao longo do período de maturação de diferentes tipos de queijos 

(ACHEMCHEM et al., 2006; ARQUÉS et al., 2005; MORENO et al., 2002; NUÑEZ et al., 

1997).  

Nem sempre um ótimo desenvolvimento celular resulta em alta atividade de 

bacteriocina. Condições ambientais como pH, temperatura, atividade de água podem 

interferir na produção  e/ou estabilidade destes compostos (LEROY e De VUYST, 1999). 

Em queijo, a atividade de bacteriocina pode ser influenciada pela adsorção à molécula de 

caseína (MAISNIER-PATIN  et al., 1992), por ação de proteases do fermento láctico ou 

fúngico (GIRAFFA et al., 1995), por ação do coagulante (OHMOMO  et al., 2000), por 

adsorção a molécula de gordura ou pela baixa capacidade de difusão na matriz do queijo 

(GARRIGA et al., 2002). 

O emprego das culturas bacteriocinogênicas como adjuntas em queijo Minas Frescal 

não promoveu alteração significativa das características físico-químicas (pH, acidez, sal, 

umidade e proteína) comparativamente a amostra controle. Resultados similares foram 

relatados para queijo Cheddar (GARDINER et al., 1999) e Feta (SARANTINOPOULOS et 

al., 2002a), ambos processados com linhagens de E. faecium produtoras de bacteriocinas. 

O decréscimo acentuado dos valores de pH observado para o queijo Minas Frescal 

na primeira semana de estocagem a 8 ± 1ºC, está relacionado à degradação da lactose em 

ácido láctico pelas bactérias lácticas. Os valores de pH obtidos no final do período de 
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estocagem são semelhantes aos encontrados por Saboya (2002), porém ligeiramente 

inferiores aos valores mencionados por Campos (2000) e Rossi (1997). 

As culturas bacteriocinogênicas utilizadas como adjuntas no processamento de 

queijo Minas Frescal não promoveram alteração significativa do pH e da acidez titulável 

durante os 21 dias de estocagem a 8 ± 1ºC, condizendo com os resultados encontrados no 

capítulo III, durante o desenvolvimento associativo destas culturas com o fermento láctico 

em leite. Vários autores também não observaram alteração do pH de queijos processados 

com culturas bacteriocinogênicas (RODRÍGUEZ et al., 2000; OUMER et al., 2001; 

GARDE et al., 2003; MUÑOZ et al., 2004; ARQUÉS et al., 2005; ÁVILA et al., 2005). 

Porém, Garde e outros (1997) observaram diferença acima de 0,4 e 0,36 unidade nos 

valores de pH de queijo fabricado com enterococos produtores de bacteriocina após 1 e 15 

dias de maturação.  

Em geral, a proteólise primária é causada, principalmente, por ação do coagulante e 

da plasmina, contudo proteases produzidas por bactérias lácticas também podem atuar neste 

processo. Os valores encontrados neste estudo para queijo Minas Frescal processado sem 

adição de culturas adjuntas, durante os 21 dias de estocagem a 8 ± 1ºC, assemelham-se aos 

resultados obtidos por Dornellas (1997) e Saboya (2002). Entretanto, o índice de 

profundidade da proteólise observado foi, inicialmente, menor que os valores relatados por 

estes autores. 

Algumas bacteriocinas podem promover  lise celular precoce das células do 

fermento láctico, resultando em aumento da liberação de aminopeptidases e 

conseqüentemente aumento do índice de profundidade da proteólise ou proteólise 

secundária (GARDE et al, 1997; OUMER et al., 1999). Uma correlação entre lise celular e 

índice de proteólise foi observada em queijo Saint-Paulin por Kawabata e outros (1997). 

Esta liberação precoce de aminopeptidases consiste num evento bastante desejável na 

fabricação de queijos maturados, porém não para queijo Minas Frescal.  

A cultura bacteriocinogênica Lb. plantarum ALC 01 promoveu os maiores 

aumentos nos índices de extensão (86,4%) e profundidade da proteólise (45,2%) do queijo, 

estes resultados estão de acordo com a avaliação da atividade aminopeptidásica 
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determinada no Capítulo III, onde Lb. plantarum ALC 01 apresentou a maior atividade 

(0,226-0,390). Após 21 dias de estocagem a 8ºC, E. faecium FAIR-E 198 promoveu 

aumentos de 80,4% e 18,2% nos índices de extensão e profundidade da proteólise, 

respectivamente, em relação à amostra controle, embora não tenha apresentado alta 

atividade de aminopeptidases. Sarantinopoulos e outros (2002a), utilizando a mesma 

linhagem de E. faecium, verificaram aumento de 6,3 e 10,3% na proteólise (nitrogênio 

solúvel em água / nitrogênio total) de queijo Feta após 15 e 30 dias de estocagem, 

respectivamente. Contudo, um aumento mais significativo (50%) na proteólise secundária 

de queijo Cheddar processado com E. faecium PR88 foi observado por Gardiner e outros 

(1999).  

Não foi verificado aumento da proteólise nos queijos adicionados de Lc. lactis 

subsp. lactis ATCC 11454, condizendo com a baixa atividade aminopeptidásica (0,035-

0,134) encontrada no Capítulo III. Garde e outros (2003) também não observaram diferença 

na proteólise de queijo contendo nisina, durante 25 dias de maturação. Contudo, outros 

estudos mencionaram o aumento da proteólise de queijo Hispânico devido à adição de Lc. 

lactis subsp. lactis INIA 415 produtor de bacteriocina (ÁVILA et al., 2005; GARDE et al., 

2002). 

 

5. CONCLUSÃO 

 O emprego de Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 como adjuntas ao 

fermento láctico, na concentração de 0,5%, promoveu ação bactericida sobre B. cereus K1-

B041 maior que a observada no queijo controle. Contudo, nenhuma atividade inibitória 

adicional foi observada sobre L. monocytogenes Scott A e S. aureus ATCC 27154 nos 

queijos processados com as três culturas bacteriocinogênicas, durante estocagem a 8 ± 1ºC 

por 21 dias. Estas culturas não acarretaram alterações significativas das características de 

acidificação dos queijos. Porém, Lb. plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198 

promoveram aumento acentuado da proteólise do queijo, levando a descaracterização do 

produto. Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 produtor de nisina mesmo não tendo 

demonstrado atividade antimicrobiana significativa durante o período de estocagem do 
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queijo Minas Frescal, apresentou características tecnológicas adequadas para utilização 

como cultura adjunta nste tipo de queijo. Portanto, outros estudos são necessários para 

viabilizar a aplicação destas culturas na bioconservação de diferentes tipos de queijos. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

A atividade antimicrobiana das culturas bacteriocinogênicas, Lactococcus lactis subsp. 

lactis ATCC 11454, Lactobacillus plantarum ALC 01 e Enterococcus faecium FAIR-E 

198, foi dependente do microrganismo alvo tanto no método in vitro quanto durante 

desenvolvimento associativo em leite. Além disso, a produção de bacteriocina variou de 

acordo com a espécie produtora, sendo influenciada pelo tipo de meio de cultivo utilizado.  

As culturas bacteriocinogênica mostraram baixa capacidade acidificante, característica 

desejável para culturas adjuntas. Além disso, a interação dos fermentos lácticos com Lb. 

plantarum ALC 01 e E. faecium FAIR-E 198, observada em leite, potencializou a produção 

de pediocina AcH e enterocina. Porém, houve supressão da atividade de nisina produzida 

por Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454, o que prejudicou o desempenho desta cultura 

sobre Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus quando empregada 

em queijo Minas Frescal.  

Embora os resultados obtidos demonstrem que as culturas bacteriocinogênicas 

avaliadas não possam ser empregadas como único método de conservação, estas podem 

atuar em sinergia com outros fatores para aumentar a eficiência do controle de patógenos 

Gram-positivos em derivados lácteos fermentados. 

Nas condições avaliadas neste estudo, as culturas bacteriocinogênicas Lb. plantarum 

ALC 01 e mesmo E. faecium FAIR-E 198 que apresentou baixa atividade de 

aminopeptidases promoveram aumento da proteólise do queijo Minas Frescal, característica 

esta indesejável para o produto. Porém, outros estudos poderiam ser realizados para avaliar 

a viabilidade de aplicação destas culturas em outros tipos de queijos.  

Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 produtor de nisina, mesmo não tendo demonstrado 

atividade antimicrobiana significativa durante o período de estocagem do queijo Minas 

Frescal, apresentou características tecnológicas adequadas para utilização como cultura 

adjunta neste tipo de queijo. Porém, há necessidade de estudos para determinação as 
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condições ideais de utilização, além da identificação de fatores que interfiram na produção 

e atuação da nisina produzida por esta cultura no queijo Minas Frescal.  


