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1 – INTRODUÇÃO
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2 – MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 – Linhagens bacterianas
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CARACTERIZAÇÃO PRELIMINAR DE BACTERIOCINAS
PRODUZIDAS POR SEIS CEPAS DE BACTÉRIAS LÁTICAS

ISOLADAS DE PRODUTOS CÁRNEOS EMBALADOS A VÁCUO1
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2.2 – Perfil de sensibilidade a enzimas
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2.3 – Quantificação da atividade bacteriocinogênica
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2.4 – Determinação do efeito da temperatura de in-
cubação na produção de bacteriocinas
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2.5 – Estabilidade térmica
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2.6 – Estabilidade em diferentes pHs
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2.7 – Determinação da atividade bactericidida ou
bacteriostática frente a L. monocytogenes
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3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO
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Caracterização de bacteriocinas produzidas por bactérias láticas isoladas de produtos cárneos, De Martinis et al.

observada por MATHIEU et al [19], quando analisaram o
espectro de inibição de Leuconostoc mesenteroides ssp
mesenteroides FR 52.

Bactérias lácticas

FIGURA 1.Quantificação da produção de bacteriocinas pelo
método da diluição crítica (UA/mL). A, caldo MRS 0,5% gli-
cose e Lactobacillus sake ATCC 15521 como microrganismo
indicador; B, caldo MRS 2,0% Lactobacillus sake ATCC 15521
como microrganismo indicador; C, caldo MRS 2,0% e Listeria
monocytogenes como microrganismo indicador.

Os resultados da Tabela 2 referem-se à sensibilida-
de dos inibidores produzidos frente a enzimas. Segundo
LEWUS, SUN, MONTVILLE [18], o estudo da sensibili-
dade a enzimas, pode fornecer noções sobre a estrutura
da molécula de bacteriocina. Em nosso trabalho, verifi-
camos que os inibidores produzidos pelas seis cepas de
bactérias láticas foram sensíveis a proteinase K, a tripsina
e a α-amilase, com exceção do inibidor produzido por
Leuconostoc sp 12, que foi insensível a α-amilase. Para
nenhum dos inibidores, entretanto, foi observada sensi-
bilidade frente à pepsina.

Segundo KEPPLER, GEISEN, HOLZAPFEL [14] a sen-
sibilidade à α-amilase, indica a presença de molécula(s)
de carboidrato(s) na estrutura da bacteriocina e, esses
autores sugeriram que a fração glicídica seria importan-
te para a atividade da mesma.

No trabalho de RIËTTE et al [22] sobre a cepa
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides FR 52,
foi sugerida uma possível contaminação da α-amilase
por proteases, pois foram testadas preparações enzi-
máticas de dois fornecedores diferentes (Fluka e Sigma),
fornecendo resultados discordantes. Estes autores [22]
relataram que a amilase da Fluka estava contaminada
por proteases. Porém KEPPLER, GEISEN, HOLZAPFEL
[14] fizeram ensaios com a bacteriocina de Leuconostoc
carnosum LA54A que comprovaram que a degradação
da mesma não foi devido à presença de proteases con-
taminantes, e sim, devido à sensibilidade frente a
α-amilase. Em nosso trabalho, não achamos provável
a hipótese de contaminação da amilase por proteases,
uma vez que a enzima que utilizamos é de alta quali-
dade (Sigma), e também pelo fato de um dos inibidores
produzidos (Leuconostoc sp. 12) ter se mostrado insen-
sível à amilase utilizada. Entretanto, a purificação e
determinação da estrutura primária das bacteriocinas
serão necessárias para confirmar esta hipótese.

TABELA 2. Sensibilidade das bacteriocinas produzidas frente
a enzimas.

- halo de inibição íntegro, a bacteriocina produzida não foi degradada; +, bacteriocina
degradada pela enzima.

SCHILLINGER, BECKER, HOLZAPFEL [24], afirma-
ram que a carnosina 54, estudada por eles, era diferente
das bacteriocinas produzidas pela maioria das cepas de
Leuconostoc devido à sensibilidade à amilase. LEWUS,
SUN, MONTVILLE [18], também observaram a sensibili-
dade frente à α-amilase da bacteriocina de uma cepa de
Leuconostoc paramesenteroides OX, e concluíram que era
de natureza glicoprotéica, sendo ambas estruturas im-
portantes para a atividade bacteriocinogênica.

JIMENEZ-DIAZ et al [13] observaram também a sen-
sibilidade da bacteriocina produzida por Lactobacillus
plantarum LPCO10 a enzimas glicolíticas, sugerindo tra-
tar-se de uma bacteriocina glicoprotéica.

Todas as bacteriocinas das LABs avaliadas em nosso
trabalho foram insensíveis à pepsina. Esta propriedade
foi também relatada para mesentericina Y105 [11] e para
a bacteriocina produzida por Leuconostoc carnosum LA44A
[22]. Entretanto, em pH 3, MATHIEU et al [19] relataram
que a mesenterocina 52 foi destruída pela pepsina.

Os resultados do ensaio da diluição crítica para a
avaliação da estabilidade térmica das bacteriocinas a
60°C e 100°C, estão apresentados na Tabela 3.

As bacteriocinas produzidas por L. sake 1 e L. curvatus
5 permaneceram estáveis em todos os tempos e tempera-
turas estudados (60°C por até 60 minutos e a 100°C por
até 20 minutos). A bacteriocina produzida pela cepa 11,
teve sua atividade reduzida à metade após 10 minutos a
60°C, e manteve esta atividade por até 15 minutos a 60°C.
Após 30 minutos a 60oC, sua atividade foi totalmente per-
dida. A 100°C, a atividade foi reduzida em 50% após 5
minutos, mas manteve o mesmo título por até 20 minu-
tos. A 60°C, a bacteriocina produzida pela cepa 12 foi
estável apenas até 15 minutos. A 100°C, esse composto
foi estável por 15 minutos, sendo estável apenas parcial-
mente quando aquecido por 20 minutos nesta mesma
temperatura (retenção de 50% da atividade). A cepa 14
teve sua bacteriocina estável por 10 minutos a 60°C e a
100°C. Após 15 minutos (60°C e 100°C), sua atividade foi
reduzida em 50%, mantendo o mesmo título por 60 mi-
nutos a 60°C e por 20 minutos a 100°C. A bacteriocina
produzida pela cepa 16, manteve sua estabilidade por 60
minutos a 60°C e por 15 minutos a 100°C. Após 20 minu-
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LAB 1 - + + + 

LAB 5 - + + + 

LAB 11 - + + + 

LAB 12 - + + - 

LAB 14 - + + + 

LAB 16 - + + + 
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 0 min. 100 100 100 100 100 100 

 10 min. 100 100 50 100 100 100 

60oC 15 min. 100  100 50 100 50 100 

 30 min. 100 100 0 0 50 100 

 60 min. 100 100 0 0 50 100 

        

 0 min. 100 100 100 100 100 100 

 5 min. 100  100  50 100 100 100 

100oC 10 min. 100  100 50 100 100 100 

 15 min. 100 100  50 100 50 100 

 20 min. 100 100  50 50 50 50 
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controle 100 100 100 100 100 100 

2 100 100 100 25 50 25 

4 100 100 100 100 100 100 

8 100 50 100 100 100 100 

10 100 50 50 100 100 100 

 

� �����������	��
���������
�	�

�������	� ���� ����� ����� �����

1 5,5 4,5 4,0 4,0 

5 5,5 8,0 9,5 7,0 

11 3,0 3,0 4,0 4,5 

12 3,0 3,0 4,0 4,0 

14 6,0 7,5 8,0 7,0 

16 4,0 2,5 4,0 1,0 
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