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FARINHA, L. R. L. Efeito da composição de bactérias láticas e da 
suplementação do soro de leite na cinética de acidificação, crescimento 
celular e produção de nisina. 2016. 121p. Tese (Doutorado) – Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo, São Paulo, Brasil. 2016. 
 

RESUMO 

 

As bactérias ácido-láticas (BAL) são micro-organismos que auxiliam nas 
características organolépticas, funcionais e de bioconservação de produtos 
fermentados. A utilização do soro de leite como meio de cultivo natural enaltece 
o conceito da produção de biomoléculas de alto valor agregado, como 
bacteriocinas, já que é um subproduto gerado por indústrias de laticínios e 
considerado um agente poluidor. A inulina é um ingrediente prebiótico que 
promove seletivamente o crescimento de culturas probióticas. Nesse âmbito, o 
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da composição da cultura de 
Lactococcus lactis (LL) em cocultura com Streptococcus thermophilus (ST) e da 
suplementação da base de soro de leite com inulina: (i) nos parâmetros cinéticos 
de acidificacão, (ii) no crescimento celular, (iii) na viscosidade do produto e (iv) 
na atividade antimicrobiana da nisina. A fermentação do soro de leite com 
Lactococcus lactis em cocultura com Streptococcus thermophilus proporcionou a 
maior taxa de acidificação (Vmax=7,93x10-3 upH/min), assim como apresentou o 
menor tempo para atingir a velocidade máxima de acidificação (Tvmax=1,13 h). A 
adição de 2% de inulina ao soro de leite fermentado pela cocultura binária fez 
com que o tempo para completar o cultivo fosse o mais curto (TpH4,5=4,43 h) 
quando comparado aos demais ensaios. Quanto ao crescimento celular, pode-
se observar que a inulina não afetou significativamente a contagem 
microbiológica, quando as cepas ST e LL foram utilizadas separadamente no 
processo fermentativo. Em particular, a adição de 4% de inulina reduziu em 1,2 
LogUFC/mL e 0,92 LogUFC/mL a contagem de ST e LL (em monocultura), 
respectivamente. Por outro lado, em coculturas binárias (ST-LL), percebeu-se 
ganho na contagem microbiológica nos ensaios que receberam suplementação 
do ingrediente prebiótico, ou seja, quando adicionados 2% e 4% de inulina, 
houve aumento de 1 LogUFC/mL e de 1,34 LogUFC/mL na contagem de ST, 
respectivamente. No caso da cepa LL em cocultura com ST, a suplementação 
de 2% e 4% do prebiótico aumentou em 0,31 LogUFC/mL e 0,75 LogUFC/mL, 
respectivamente. A concentração de ácido lático também foi mais elevada nos 
cultivos realizados com a cocultura binária, sendo 4,56 g/L (na ausência de 
inulina), 5,28 g/L (com adição de 2% de inulina) e 5,71 g/L (com suplementação 
de 4% de inulina). A viscosidade foi influenciada tanto pela adição de inulina 
como pelo efeito sinérgico da cocultura, sendo que o maior valor (7,38 mPas) foi 
obtido pela cocultura ST-LL e pela adição de 4% do ingrediente prebiótico. 
Quanto à produção de nisina, observou-se que, no cultivo em cocultura (ST-LL), 
a concentração de 2% de inulina aumentou em 102% a atividade antimicrobiana 
quando comparada com a cultura pura LL. Vale ressaltar que ambas as cepas 
satisfizeram os requisitos tecnológicos relativos à produção de laticínios 
funcionais.   
 
Palavras-chave: bactérias ácido-láticas, cinética de acidificação, soro de leite, 
nisina. 



 
 

 
FARINHA, L.R.L. Effect of lactic acid bacteria composition and the 
supplementation of milk whey on acidification kinetics, cell growth and 
nisin production. 2016. 121p. Thesis (Ph.D.) – Pharmaceutical Science School 
of Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, Brazil. 2016. 
 

ABSTRACT 

 

 
Lactic acid bacteria (LAB) are microorganisms that help in the organoleptic and 
functional characteristics and in the biopreservation of fermented products. The 
use of milk whey as a culture medium extols the concept of the production of high 
value-added biomolecules, such as bacteriocins, since it is a by-product 
generated by the dairy industry and considered a pollutant. Inulin is a prebiotic 
ingredient that promotes selectively the growth of probiotic cultures. In this 
context, the aim of this study was to evaluate the effect of culture composition 
Lactococcus lactis (LL) in co-culture with Streptococcus thermophilus (ST) and 
the supplementation of milk whey with inulin on: (i) the acidification kinetic 
parameters, (ii) the cell growth, (iii) the product viscosity, and (iv) the 
antimicrobial activity of nisin. The fermentation of milk whey by Lactococcus lactis 
in coculture with Streptococcus thermophilus provided the highest acidification 
rate (Vmax = 7.93x10-3 upH/min) and the shortest time to reach the maximum 
acidification rate ( TVmax = 1.13 h). The addition of 2% inulin in the binary 
coculture binary led to the shorter time to complete the fermentation (TpH4,5 = 
4.43) compared to the other tests. With regard to cell growth, it can be observed 
that the addition of inulin did not affect the microbiological count of pure cultures 
of ST and LL strains in the fermentation process. In particular, the addition of 4% 
inulin reduced by 1.2 Log CFU/mL and 0.92 Log CFU/mL the counts of ST and 
LL (monoculture), respectively. In the other hand, the binary co-cultures 
cultivations (ST-LL) with the addition of 2% and 4% inulin increased by 1 
LogCFU/mL and 1.34 Log CFU/mL in the case of the ST counts and 0.31 log 
CFU/mL and 0.75 log CFU/mL the counts of LL, respectively. Lactic acid 
concentration was higher in cultivations carried out by binary cocultures, thus 
being 4.56 g/L (in the absence of inulin), 5.28 g/L (with addition of 2% inulin) and 
5.71g/L (supplemented with 4% inulin). The viscosity was influenced by the 
addition of prebiotic ingredient and by the synergistic effect of binary coculture, 
being the highest value (7.38 mPas) obtained by the addition of 4% inulin. 
Finally, as regards the production of nisin noted that in the binary coculture 
cultivations (ST-LL), the concentration of 2% inulin increased at 102% the 
antimicrobial activity when compared to the pure culture LL. It is worth 
mentioning that both strains met the technological requirements as regards the 
production of functional dairy products. 
 
   
Keywords: lactic acid bacteria, acidification kinetics, milk whey, nisin
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Nas últimas décadas, os micro-organismos probióticos vêm sendo 

adicionados em vários tipos de alimentos, especialmente em derivados lácteos 

funcionais, por seu valor nutracêutico, justificando, deste modo, a sua aplicação 

biotecnológica nas indústrias de alimento e farmacêutica. 

O alimento ou o ingrediente com propriedades funcionais pode, além das 

funções nutricionais básicas, ser capaz de produzir efeitos metabólicos e 

fisiológicos e contribuir de forma benéfica para a saúde e o bem-estar daqueles 

que o consomem, podendo ser ingerido de forma segura e sem supervisão 

médica (Tripathi et al., 2014; Buriti et al., 2014; Beitāne et al., 2013). 

Determinados micro-organismos probióticos, pertencentes aos gêneros 

Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus e Saccharomyces, têm sido 

classicamente definidos como micro-organismos vivos que melhoram ativamente 

a saúde humana, pelo aprimoramento do balanço da microbiota no trato 

intestinal, atuando também de modo favorável no produto alimentício ao qual 

foram adicionados (Tamime et al., 2005).  

Inúmeros trabalhos de pesquisa recentemente publicados (Pasteris et al. 

2014.; Tripathi & Giri, 2014; Beitāne & Ciproviča, 2013; Divya et al., 2012; 

Kolozyn-Krajewska et al., 2012; Capozzi et al., 2012; Franz et al., 2011) tiveram 

como enfoque principal o estudo da tecnologia de fermentações. Estes trabalhos 

reportaram a maximização da produção de bactérias ácido-láticas (BAL) e 

probióticas e puderam comprovar a importância desses micro-organismos, 

devido às suas propriedades biotecnológicas aplicáveis nos campos alimentício 

e farmacêutico. Isso se justifica pela capacidade das BAL de produzir 

substâncias antimicrobianas como as bacteriocinas – com destaque para a 

nisina. 

 Aprovada desde 1988, pela Food and Drug Administration, por ser uma 

biomolécula segura (Generally Recognized as Safe - GRAS) e, por isso, utilizada 

como bioconservante natural de alimentos, a nisina ganhou interesse comercial 

na indústria de alimentos por apresentar benefícios nutricionais à saúde humana 

(Nishie et al., 2012; Ustyugova et al., 2012; Wijnker et al., 2011; Garde et al., 

2011; Miller et al., 2010; Kouakou et al., 2010).  
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Diversos pesquisadores descrevem benefícios terapêuticos associados à 

ingestão desses micro-organismos probióticos, como ganho competitivo no trato 

gastrointestinal. Tais autores foram unânimes em afirmar que estas cepas, 

quando consumidas em grandes quantidades, influenciam positivamente a 

função intestinal (Van Bueren et al., 2015; Montel et al., 2014; Fernandez et al., 

2013; Liu et al., 2011; Giang et al., 2010; Wu et al., 2010). Bactérias probióticas 

devem estar presentes nos produtos alimentícios em contagens viáveis de 

consumo para que possam influenciar. Estas contagens podem variar de 10-7 a 

10-8 UFC.mL-1, de acordo com as espécies e as estirpes utilizadas, para 

produzirem efeitos benéficos na prevenção de certas doenças e/ou alterações 

em humanos (Ren et al., 2014; Kuda et al., 2013; Rea et al., 2013; Bermudez-

Brito et al., 2012; Tiscornia et al., 2012; Bendali et al., 2011; Hacini-Rachinel et 

al., 2009). 

A produção de micro-organismos probióticos leva em consideração a 

acidificação das BAL em leite e derivados lácteos. No entanto, até o momento, 

existem poucos dados na literatura sobre o perfil de acidificação de bactérias 

probióticas em soro de leite.  

A utilização do soro de leite como meio de cultivo para as BAL, além de 

seu valor nutricional na suplementação do cultivo, é também importante na 

redução do impacto ambiental que seu descarte inadequado pode causar em 

rios e mananciais.  

O reaproveitamento do soro de leite destinado para o cultivo de bactérias 

probióticas proporciona ganhos biotecnológicos no que diz respeito à obtenção 

de uma biomolécula de alto valor agregado, a nisina, a partir de um subproduto 

da indústria de laticínios. Dessa forma, justifica-se a relevância do tema, 

amplamente estudado por alguns pesquisadores na atualidade (Pescuma et al., 

2012; Alvarez et al., 2010; Dahal et al., 2010; Wolf-Hall et al., 2009).  

Os meios de cultivo alternativos, considerados de baixo custo, podem ser 

utilizados para a produção de compostos e biomoléculas de baixo ou alto valor 

agregado. Por estas razões, têm despertado o interesse de muitos 

pesquisadores, como é o caso da utilização do milho fermentado, empregado na 

fabricação do etanol (Wolf-Hall et al., 2009), e do soro de leite para a produção 

de nisina a partir da cepa de Lactococcus lactis subp. lactis (Schirru et al., 
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(2014). No estudo, comprovou-se a eficiência do soro de queijo na bioprodução 

da enterocina oriunda da cepa de Enterococcus faecium.     

A valorização da presente pesquisa está relacionada à produção 

biotecnológica de uma biomolécula de alto valor agregado, a nisina, que é a 

base de estudo deste projeto; sua obtenção ocorreu a partir da cultura 

microbiana de Lactococcus lactis subsp. lactis CECT 4434, tanto em 

monocultura quanto em cocultura com Streptococcus thermophilus TA 040, 

utilizando o soro de leite como meio de cultivo alternativo.  

A cepa de S. thermophilus TA 040, empregada nesta pesquisa, é 

considerada como cultura iniciadora probiótica e produtora de 

exopolissacarídeos, que pode ser utilizada no processamento de bebidas lácteas 

funcionais, com o intuito de aprimorar positivamente suas propriedades 

reológicas e, consequentemente, suas qualidades finais.  

Os ingredientes prebióticos, como inulina, frutooligossacarídeos (FOS) e  

palatinose podem potencializar o efeito probiótico do micro-organismo. Nesse 

caso, muitos autores sugerem que Lactobacillus spp. e Lactoccocus spp. podem 

ser úteis como bactérias probióticas, quando utilizadas juntamente com os 

prebióticos, que poderiam regular não só o crescimento de bactérias benéficas 

no trato gastrointestinal, mas também sua atividade antibacteriana (Nyangale et 

al., 2014; Pranckute et al., 2014; Mei et al., 2011; Rodrigues et al., 2011).  
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2. OBJETIVO 

 

 

Estudar o efeito da composição de bactérias láticas (Streptococcus 

thermophilus e Lactococcus lactis) e da suplementação do soro de leite com 

inulina na cinética de acidificação, no crescimento celular, na viscosidade e na 

produção de nisina. 

 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

 Estudar a cinética de acidificação das cepas Streptococcus  

thermophilus TA 040 e Lactococcus lactis CECT 4434 cutivadas 

separadamente e em cocultura binária. 

 Determinar as contagens microbiológicas das cepas Streptococcus  

thermophilus TA 040 e Lactococcus lactis CECT 4434 cutivadas 

separadamente e em cocultura binária. 

 Determinar os teores de lactose e de ácido lático. 

 Determinar a viscosidade do produto fermentado pelas cepas  

Streptococcus thermophilus TA 040 e Lactococcus lactis CECT 4434 

cutivadas separadamente e em cocultura binária. 

 Determinar a atividade antimicrobiana da nisina. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA  

 

 

3.1 Importância dos micro-organismos probióticos  

 

Os micro-organismos reconhecidos como probióticos, principalmente os 

que pertencem aos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium, têm despertado, 

nos últimos anos, grande interesse por suas propriedades biotecnológicas na 

preparação e no desenvolvimento de alimentos funcionais, além de proporcionar 

vantagens à saúde e bem-estar aos indivíduos que os consomem (Arena et al., 

2014a; Tripathi et al., 2014). 

Geralmente, os micro-organismos probióticos estão disponíveis 

comercialmente nas formas seca ou congelada, podendo ser adicionados em 

produtos alimentícios (fermentados ou não). A demanda por cepas probióticas 

vem crescendo rapidamente, em consequência da maior conscientização por 

parte dos consumidores relativamente aos alimentos funcionais (Buriti et al., 

2014; Divya et al., 2012; Beitāne & Ciproviča, 2013). 

As BAL com propriedades probióticas, quando usadas em proporções 

adequadas na preparação de alimentos ou nos produtos lácteos, sobrevivem à 

passagem do trato digestivo (Collins et al., 2010), proporcionando, assim, efeitos 

benéficos à saúde humana (Uroic et al., 2014; Pfeiler & Klaenhammer, 2007; 

Ferreira, 2003; Capozzi et al., 2012). 

Várias pesquisas, baseadas em estudos clínicos, reportam o efeito 

terapêutico de alimentos probióticos na saúde humana. Os pesquisadores 

constataram aumento da modulação à resposta imune e prevenção de certas 

doenças, tais como diarreias, má digestão de lactose, doenças intestinais 

inflamatórias, constipação, câncer do cólon intestinal e da bexiga, 

hipercolesterolia, doenças inflamatórias, crescimento desordenado de bactérias 

intestinais, doenças coronárias, do trato respiratório superior e infecções 

relacionadas (Kolozyn-Krajewska et al., 2012; Franz et al., 2011; Gioia et al., 

2014; Ren et al., 2014). 

Para possibilitar os benefícios desejados à saúde humana, um número 

mínimo viável de cada cepa probiótica deve estar presente no produto final até o 

momento do consumo. De acordo com Tamime et al. (2005), embora não exista 
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consenso sobre o número de células probióticas viáveis por grama (g) ou mL de 

alimento probiótico, usualmente as concentrações de 106, 107 e 108 UFC/mL ou 

UFC/g são aceitas como níveis mínimos satisfatórios. Um alimento probiótico 

deve ser consumido regularmente, com valor aproximado de 100g/dia, a fim de 

fornecer aproximadamente a concentração de 107 células viáveis no intestino 

humano (Korbekandi et al., 2011; Mohammadi et al., 2011; Heydari et al., 2011).  

As BAL desempenham grande papel na determinação dos efeitos 

benéficos e positivos na fermentação de leites e produtos derivados. De acordo 

com Shiby et al. (2013), Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium spp. são as 

espécies mais conhecidas, devido à sua utilização em alimentos probióticos 

lácteos. Estes produtos são considerados úteis na manutenção da boa saúde, 

pois restauram o vigor do corpo e podem atuar na prevenção de infecções 

gastrointestinais, na redução dos níveis de colesterol e na atividade 

antimutagênica.  

Em recente pesquisa, Arena et al. (2014b) estudaram a aplicação das 

cepas probióticas Lactobacillus plantarum e Lactobacillus fermentum com 

relação ao seu potencial na produção de riboflavina e atestaram que ambas as 

bactérias são promissoras para o desenvolvimento de novos alimentos 

funcionais enriquecidos com riboflavina.  

Já os pesquisadores Park et al. (2014) descreveram a metodologia de 

processamento do kimchi e o caracterizaram como um vegetal fermentável com 

propriedades funcionais. De acordo com a pesquisa, o kimchi pode ser 

considerado um alimento vegetal probiótico, rico em bactérias láticas que 

contribuem beneficamente, de maneira similar aos micro-organismos probióticos. 

Oliveira et al. (2012) exibiram os resultados de uma pesquisa sobre as 

características sensoriais, físico-químicas e tecnológicas de queijo de cabra 

(coalho) contendo bactérias probióticas, como L. lactis subsp. lactis, L. lactis 

subsp. cremoris (cultura iniciadora de queijos), Lactobacillus acidophillus (LA-5), 

Lactobacillus paracasei (Lactobacillus casei-01), Bifidobacterium lactis (BB-12), 

L. acidophilus, L. paracasei e B. lactis. Na pesquisa, os autores puderam 

assegurar a qualidade do queijo durante 21 dias de armazenamento a 10 ºC.  

Dentro desse contexto, a utilização do S. thermophilus TA 040, 

considerado uma cepa produtora de exopolissacarídeos, tem sido largamente 

estudada como cultura iniciadora, devido a sua influência positiva sobre as 
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propriedades tecnológicas e funcionais em bebidas lácteas (London et al., 2015; 

Prasanna, 2013). As propriedades biotecnológicas da cepa de S. thermophilus 

contribuíram para a qualidade das bebidas lácteas em relação aos parâmetros 

reológicos, textura e viscosidade. Os atributos relacionados à textura, 

proporcionados pela cepa de S. thermophilus, têm sido crescentemente 

apontados em diversos trabalhos de pesquisa (De Vuyst et al., 2011; Oliveira et 

al., 2011a; Marafon et al., 2011). 

Mohammadi et al. (2011) evidenciaram várias características relevantes, 

quando do uso de micro-organismos probióticos como cultura iniciadora na 

produção de leites fermentados, tais como aumento de células probióticas 

viáveis, incremento da taxa de acidificação e propriedades organolépticas 

satisfatórias que denotam qualidade e propriedade do produto final.  

 

 

3.1.1  Importância de micro-organismos probióticos como culturas   

          iniciadoras 

 

 Os trabalhos de pesquisa abaixo relacionados tiveram como foco principal 

a investigação da influência de coculturas iniciadoras probióticas na fabricação 

de bebidas lácteas funcionais. Os autores mencionados investigaram a utilização 

de coculturas iniciadoras probióticas e os ganhos biotecnológicos por elas 

proporcionados no campo alimentício.  

A pesquisa de Ng et al. (2011) teve como base de estudo o efeito de 

culturas probióticas iniciadoras de iogurte na sobrevivência da cepa de 

Lactobacillus acidophilus, em coculturas com S. thermophilus e L. delbrueckii 

ssp. bulgaricus. Os autores reportaram que o decréscimo do pH e o acúmulo de 

ácidos orgânicos, durante o período de armazenamento refrigerado a 4 ºC, 

atuaram positivamente na sobrevivência de L. acidophilus.  

Champagne et al. (2010) identificaram a capacidade de três cepas 

probióticas, seja em culturas puras e em coculturas de S. thermophilus ST5, 

Lactobacillus helveticus R0052 e Bifidobacterium longum R0175, na produção 

de isoflavonas e de vitamina B em uma bebida fermentada de soja. Neste 

estudo em particular, foi constatado que a cocultura de S. thermophilus ST5 com 
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L. helveticus R0052 reduziu significativamente a capacidade de bioconversão de 

isoflavonas de soja.  

Agata et al. (2012) produziram uma bebida fermentada com leite de 

cabra, utilizando uma composição de culturas de bactérias ácido-láticas e 

leveduras. Na pesquisa, foram utilizadas as cepas de L. lactis, L. lactis subsp. 

cremoris, S. thermophilus e L. delbruckii subsp. bulgaricus, além da levedura 

Saccharomyces fragilis, como culturas iniciadoras. A utilização das cepas 

supracitadas diminuiu o tempo para completar a fermentação e atingir o pH de 

4,5.  

Além disso, Nambou et al. (2014) reportaram que combinação dos micro-

organismos Kluyveromyces marxianus BD01004, L. delbruekii ssp. bulgaricus 

BD00014, Lactobacillus kefiri BD00002, L. lactis BD00736 em cocultura com S. 

thermophilus BD00089 apresentou características físico-químicas e reológicas 

apropriadas para um produto à base de kefir. 

 

 

3.1.2 Efeitos das culturas probióticas na fermentação 

 

A produção de iogurtes contendo micro-organismos probióticos vem 

crescendo significativamente e de forma sendo bem-sucedida, uma vez que os 

consumidores, cada vez mais, se mostram dispostos a incluí-los em seus 

hábitos alimentares (ASHRAF e SHAH, 2011).  

Segundo Settachaimongkon et al. (2014), a cooperação entre S. 

thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus foi um dos fatores-

chave que determinou o processo fermentativo e a qualidade final de iogurtes. O 

resultado desta cooperação aumentou significativamente a população das duas 

espécies estudadas, favorecendo a acidificação do leite com aumento 

abundante de compostos voláteis e não voláteis derivados do metabolismo 

destas cepas, que proporcionaram a boa qualidade organoléptica do iogurte.  

Comprovando a importância das coculturas de S. thermophilus e L. 

deldrueckii ssp. bulgaricus, sobretudo para a indústria alimentícia, Zhang et al. 

(2014) estudaram a influência da caseína hidrolisada na síntese dos 

exopolissacarídeos e puderam concluir que tanto a adição da proteína como a 
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relação simbiótica dos micro-organismos contribuíram positivamente para a 

melhor síntese de exopolissacarídeos.  

Florence et al. (2012) analisaram a influência de Bifidobacterium animalis 

subsp. lactis HN019 em cocultura com Streptococcus thermophilus TA040 e 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus na produção de leites fermentados 

convencional e orgânico. Os resultados adquiridos indicaram que a taxa de 

acidificação foi maior com o uso de leite orgânico, assim como a contagem 

bacteriana e a concentração de ácidos linolênico conjugado, α-linolênico, trans-

octadecenoico e graxos, em comparação com o leite convencional.  

O efeito da composição de coculturas bacterianas probióticas em 

diferentes tipos de leite (convencional, orgânico e desnatado) e a utilização de 

meios de cultivos alternativos, tal como o soro de leite, nas propriedades 

cinéticas de crescimento celular e na firmeza de bebidas lácteas funcionais são 

objeto de estudo de muitos pesquisadores (Iyer et al., 2010; Ashraf et al., 2011; 

Mende et al., 2014; Marafon et al., 2011; Badel et al., 2011). 

 

 

3.2 Prebióticos e suas aplicações em alimentos funcionais  

 

A influência dos prebióticos no crescimento celular das BAL tem 

despertado, nos últimos anos, cada vez maior interesse pela sua propriedade de 

alimento funcional, por seus potenciais efeitos benéficos à saúde e ao bem-estar 

daqueles que os consomem. 

Os prebióticos são carboidratos não digeríveis que, pelo processo de 

adsorção, resistem à hidrólise na parte superior do trato gastrointestinal humano 

(Mattila-Sandholm et al., 2002). Quando ingeridos em quantidades adequadas, 

estes ingredientes atingem o cólon ainda intactos, favorecendo a modulação e a 

composição da microbiota intestinal, proporcionando benefícios à saúde do 

hospedeiro e, consequentemente, de quem os consomem (Lamichhane et al., 

2014; Saad et al., 2013; Roberfroid et al., 2010; Roberfroid, 2007).  

Rastall (2010) estudou as aplicações e a industrialização dos prebióticos e 

constatou que, embora existam vários hidratos de carbono comercializados 

como prebióticos em todo o mundo, merecem destaque a inulina, os fruto-
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oligossacarídeos (FOS) e os galacto-oligossacarídeos (GOS), devido ao 

histórico bem sucedido em testes clínicos humanos. 

Na avaliação da influência de prebióticos, como a inulina e a lactulose, 

verificou-se a melhora da contagem microbiológica e da acidificação de culturas 

probióticas puras e coculturas em leite desnatado fermentado; também verificou-

se que a suplementação de inulina reduz significativamente o tempo para 

complementar a fermentação (Oliveira et al., 2009, Oliveira et al., 2011a, Oliveira 

et al., 2011b). 

De acordo com Sims et al. (2014), a definição de simbiose entre os 

ingredientes prebióticos e as bactérias probióticas pode ser feita com base na 

exata seleção de um composto prebiótico, o qual favorece seletivamente o 

crescimento de bactérias probióticas, melhorando, assim, sua sobrevivência e 

sua persistência no sistema gastrointestinal.  

Os oligossacarídeos prebióticos, tais como os FOS e os GOS, podem ser 

utilizados no meio de cultura para otimizar a produção de espécies de 

Bifidobacterium breve, B. lactis e B. longum (Kondepudi et al., 2012).  

 

 

3.2.1 Inulina 

 

 A inulina é um polissacarídeo armazenado naturamente em plantas e 

derivados. Este polissacarídeo está presente como reserva de carboidratos nas 

raízes e nos tubérculos de plantas, podendo ser encontrado em mais de 30.000 

produtos vegetais, dos quais destacam-se Helianthus tuberosus (alcachofra-de-

jerusalém), Cichorium intybus (chicória), Dahlia pinnata (dália) e Polymnia 

sonchifolia (yacon), que possuem vasta variedade de aplicações alimentares e 

farmacêuticas (Apolinário et al., 2014; Wichienchot et al., 2011). 

 Estudando a estrutura química dos frutanos (Figura 1), alguns autores 

evidenciaram que o tipo de inulina é constituído por número variável de unidades 

de frutose com ligações quase que predominantemente β(2→1) D-frutose-

frutosílicas e geralmente termina com apenas uma unidade de glicose ligada 

através de uma α-D-glucopiranosil ou de uma ligação de sacarose α(1→2) 

(Angus etal., 2005; Apolinário et al., 2014; Chi et al., 2011). 
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Inulina Oligofrutose 

*GP = 3 a 60 GP = 2 a 7 

**G-F-F   

G-F-F-F G-F-F     e      F-F 

G-F-F-F-F G-F-F-F     e         F-F 

G-F-F-F-...-F-F-F G-F-F-F-...-F-F  e  F-F-...-F-F 

                                             

                          β-(2-1)           β-(2-1) 

* GP (Grau de polimerização); **G (Glicose), F (Frutose) 

Figura 1 - Estrutura química da inulina e das oligofrutoses. Adaptado 
de Angus et al. (2005). 

 
 A partir da estrutura polimérica da inulina descrita acima, fica evidente 

que o principal aspecto da estrutura química do polissacarídeo está associado 

com as suas ligações β(2→1), o que impede que a inulina seja digerida como 

um típico carboidrato, característica que é responsável pelo seu baixo valor 

calórico e pelo seu comportamento como uma fibra dietética prebiótica 

(Roberfroid & Slavin, 2000). 

 Segundo Tárrega et al. (2010), outra propriedade funcional e físico-

química da inulina está associada ao grau de polimerização (GP) presente em 

sua cadeia ramificada. As oligofrutoses de cadeia curta são mais solúveis e mais 

doces do que a inulina de cadeia longa. Ter cadeia longa, ser menos solúvel, ser 

mais viscosa e ser mais termoestável são características que fazem com que a 

inulina contribua para as propriedades reológicas e sensoriais de produtos 

lácteos como substitutos de gordura. Em particular, a inulina atua como um 

enchimento ou como quebra de estrutura – da mesma forma como os glóbulos 

de gordura fazem. 

 No âmbito da tecnologia de alimentos, a inulina tem sido utilizada para 

substituir estabilizadores em produtos alimentares, melhorando a estabilidade, 

por exemplo, de espumas e emulsões em sorvetes e sobremesas aeradas 

(Franck & Coussement, 1997). 

 Em pesquisa recente sobre os aspectos tecnológicos, bioquímicos e 

farmacêuticos da inulina, Apolinário et al. (2014), Patel et al. (2012) e Wouters 

(2010) estudaram os benefícios nutricionais que essa fibra proporciona para os 

seres humanos e identificaram que, devido às suas ligações glicosídicas 
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β(2→1), a inulina não pode ser hidrolisada pelas enzimas digestivas dos seres 

humanos. Sendo assim, a fibra passa pelo trato gastrointestinal sem sofrer 

qualquer alteração significativa e sem ser absorvida.  

 Por este motivo, todos esses compostos são classificados como sendo 

não digestíveis pelo organismo humano (Roberfroid, 2007). Deste modo, a 

inulina alcança o cólon virtualmente inalterada, sendo completamente 

metabolizada pelas bactérias anaeróbicas intestinais. Isto contribui para a 

energia do metabolismo do hospedeiro, o que explica o valor calórico reduzido 

de inulina, entre 1,0 e 1,5 kcal/g (Roberfroid, 1999).  

 A inulina não tem influência sobre os níveis de glicose ou insulina no 

sangue, quando ingerida por via oral, e tem sido conhecida como um alimento 

para diabéticos, desde o início do século XX (Beringer & Wenger, 1955).  

Apolinário et al. (2014) identificaram que a inulina pode ser considerada 

um substituto de açúcar ou gordura, pois apresenta valor calórico mais baixo, 

agindo de maneira similar às fibras dietéticas, contribuindo, assim, para a 

melhora das condições do sistema gastrointestinal. Os mesmos autores 

destacaram as possíveis aplicações farmacêuticas da inulina, como a utilização 

como medicamento de via oral direcionado à saúde do sistema gastrointestinal.  

Devido a essas propriedades, tanto as indústrias de alimentos como as 

farmacêuticas têm diferentes aplicações da inulina e seus derivados (FOS), 

destinando-os à produção de alimentos funcionais, compostos nutracêuticos e 

medicamentos. 

 

 

3.3 Importância do soro de leite 

 

O soro de leite é um subproduto da produção de queijo e da obtenção de 

caseína da indústria de laticínios. Este resíduo ainda é um grande agente de 

poluição ambiental, em razão das grandes quantidades produzidas e de sua 

elevada carga orgânica. Rico em nutrientes, esse subproduto desafia a ciência e 

a tecnologia quanto ao seu reaproveitamento como matéria-prima. Uma das 

formas de reaproveitá-lo seria como meio de cultivo alternativo para a produção 

de uma biomolécula de alto valor agregado, como, por exemplo, a nisina.  
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Adotando uma filosofia baseada na sustentabilidade ambiental, que visa a 

redução nos custos de obtenção de biomoléculas microbianas, Jozala et al. 

(2007) estudaram a produção da nisina, a partir de leite diluído e desnatado, e 

puderam constatar a viabilidade desse processo.  

No Brasil, aproximadamente 50% do soro de leite são descartados – sem 

tratamento – em rios e, devido às suas altas concentrações de matéria orgânica, 

são considerados altamente poluentes. Portanto, o reaproveitamento desse 

subproduto da indústria de laticínios é relevantemente necessário.  

 Pescuma et al. (2012) avaliaram o crescimento e a atividade proteolítica 

de diversas BAL em soro de leite e a sua utilização como culturas iniciadoras no 

desenvolvimento de produtos lácteos funcionais. Eles constataram que o soro de 

leite pode ser um interessante meio de cultivo na obtenção de bebidas lácteas. 

As bactérias láticas cultivadas nesse meio de cultivo foram capazes de agregar 

características nutricionais ao produto, pois sua alta atividade proteolítica 

proporcionou a disponibilização de aminoácidos essenciais durante o período de 

armazenamento. 

 Em outra pesquisa, realizada por Pescuma et al. (2010), objetivou-se a 

formulação de bebidas lácteas funcionais com baixo teor de lactose a partir de 

Lactobacillus acidophilus CRL 636 em monocultura ou em cocultura com S. 

thermophilus CRL 804 e L. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 656, cultivados em 

soro de leite concentrado (35% de proteínas). Nas coculturas, foram alcançados 

os melhores resultados quanto ao perfil de acidificação, em consequência da 

rápida redução do pH.  

 Para estudar a aplicação biotecnológica do soro de leite, Schirru et al. 

(2014) realizaram uma comparação da produção de bacteriocina pela cepa 

Enterococcus faecium através de dois meios de cultivo: o MRS e o meio de 

cultivo alternativo – soro de queijo. O estudo comparativo atestou que o soro de 

queijo, considerado uma grande fonte de poluição da indústria de laticínios, pode 

ser utilizado como substrato na produção de bacteriocina pela cepa analisada. 

Vale ressaltar que a substituição de alguns componentes do meio de cultivo 

comercial MRS pelo meio de cultivo alternativo (soro de queijo) pode ser uma 

estratégia interessante na otimização da produção de bacteriocina a baixo custo.  

 A redução de custos na obtenção da nisina, por intermédio da cepa 

Lactococcus lactis UQ2, foi o objeto de estudo de González-Toledo et al. (2010). 
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O cultivo ocorreu em um biorreator utilizando o soro de leite como meio de 

cultura alternativo. Diante dos resultados obtidos, os autores puderam constatar 

ótimas condições para a produção de nisina empregando o meio de cultivo 

alternativo para o crescimento da cepa de L. lactis UQ2.  

Por sua vez, Nakamura et al. (2013) empregaram o soro de leite na 

produção de gassericina A, bacteriocina produzida pela cepa de Lactobacillus 

gasseri LA 39, e verificaram o potencial dessa bacteriocina na preservação de 

alimentos contra as bactérias patogênicas, entre as quais Bacillus cereus, 

Lactococcus lactis subsp. lactis, Achromobacter denitrificans e Pseudomonas 

fluorescens. Os resultados indicaram que, após 30 dias de incubação a 30 ºC, 

todas as bactérias inoculadas foram completamente inibidas na presença da 

referida bacteriocina. A reutilização do soro de queijo, na pesquisa, pode 

contribuir para a produção em escala industrial de um antimicrobiano natural 

para a conservação de alimentos. 

Em estudo utilizando soro de queijo hidrolisado suplementado com ácido 

fenilpirúvico, Rodríguez-Pazo et al. (2013) analisaram a fermentação do 

Lactobacillus plantarum e a expressão de bacteriocina e compostos 

antimicrobianos correspondentes, bem como a de aromas naturais. Os autores 

depreenderam, a partir do experimento, que o L. plantarum é um potencial 

produtor de aromas naturais, como o acetofenona, e capaz de aumentar a 

produção dos compostos antimicrobianos, tais como o ácido fenilático e o ácido 

lático; além de evidenciar atividade antimicrobiana contra o Staphylococcus 

aureus, a Pseudomonas aeruginosa, a Listeria monocytogenes e a Salmonella 

entérica.  

Já para o aumento da biomassa de grãos de kefir, as proteínas de soro 

de leite tiveram papel importante mesmo em condições de crescimento diversas, 

segundo Guzel-Seydim et al. (2011); no estudo, a maior taxa de crescimento em 

grãos de kefir foi evidenciada com a suplementação de proteínas de soro de 

leite. 
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3.4  Propriedades reológicas na sobrevivência de probióticos 

 

As BAL mesófilas ou termófilas, dentre elas a cepa Streptococcus 

thermophius, são capazes de sintetizar exopolissacarídeos. Estas biomoléculas 

podem ser utilizadas no processamento de alimentos com o intuito de aprimorar 

as propriedades físicas de produtos fermentados, tais como iogurtes, 

sobremesas à base de leite, queijos e massas fermentadas (Mende et al., 2013).  

No caso específico da produção de exopolissacarídeos a partir das BAL, 

Mende et al. (2014) verificaram que a cepa S. thermophilus ST-143 exibiu 

características reológicas desejáveis e que a acidificação do leite foi adequada. 

No mesmo estudo, pode-se também observar que o aumento da viscosidade do 

leite, durante a acidificação, foi linearmente proporcional à concentração de 

exopolissacarídeos.  

Ramchandran et al. (2010) evidenciaram a produção de 

exopolissacarídeos pelas cepas probióticas S. thermophilus e Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus sobre as propriedades reológicas de iogurtes na 

presença e na ausência de inulina, durante o armazenamento refrigerado. Os 

autores constataram que o rendimento bruto dos exopolissacarídeos aumentou 

2,4 vezes até o 21º. dia de armazenamento e que a presença desses exibiu 

efeito protetor sobre a sobrevivência de L. delbrueckii ssp. bulgaricus e 

Lactobacillus acidophilus.  

Estudando as propriedades reológicas na sobrevivência de probióticos, 

Laneuville et al. (2014) observaram que houve aumento significativo da 

viabilidade de Lactobacillus rhamnosus RW-9595M em combinação com 

diferentes polissacarídeos.   

Para Settachaimongkon et al. (2014), a cooperação entre S. thermophilus 

e L. delbrueckii subsp. bulgaricus é um dos fatores-chave que determina o 

processo fermentativo e a qualidade final de iogurtes. O resultado desta 

cooperação pode acelerar a acidificação do leite e ocasionar aumento 

significativo de compostos (voláteis e não voláteis) derivados do metabolismo 

destas cepas, que proporcionam a boa qualidade organoléptica do iogurte.  

Em outra pesquisa, Mende et al. (2012) investigaram a produção de 

exopolissacarídeos a partir de três diferentes cepas de S. thermophilus. A 

investigação revelou que a produção de exopolissacarídeos por S. thermophilus 
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atuou positivamente sobre a viscosidade inerente, impactando na aparência 

visual e na estrutura do produto.  

Segundo Zhang et al. (2011), o crescimento e a produção de 

exopolissacarídeos pela cepa de S. thermophilus ST1 em leite desnatado foram 

dependentes das condições do meio de cultivo, tais como: temperatura, pH 

inicial e composição (carbono e nitrogênio, por exemplo). O leite desnatado, 

utilizado como meio de cultura, apresentou condições favoráveis para o 

crescimento de S. thermophilus e para a obtenção de exopolissacarídeos, o que 

proporcionou melhoria das propriedades reológicas em produtos lácteos 

fermentados.  

Por outro lado, Costa et al. (2012) relataram que a produção de 

exopolissacarídeos por Lactococcus lactis subsp. cremoris DPC6532 não 

apresentou diferença significativa sobre os parâmetros de coagulação do queijo 

– embora maior rendimento final tenha sido observado. Essa constatação 

deveu-se à retenção extra de água por parte dos exopolissacarídeos, a qual 

atuou negativamente sobre os rearranjos micelares do queijo e a coagulação, 

por conseguinte.    

Iogurtes preparados com Bifidobacterium longum subsp. infantis em 

cocultura com S. thermophilus CIRMBIA 67 e L. delbrueckii subsp. bulgaricus 

CIRMBIA 1327 tiveram baixo teor de gorduras e propriedades reológicas 

adequados (Prasanna et al., 2013). 

A produção de iogurte com baixo teor de gordura foi também o objeto de 

pesquisa de Stijepic et al. (2012), quando analisaram bebidas lácteas 

enriquecidas com soro de leite concentrado, na ausência e na presença de mel, 

elaboradas com 10% de L. delbrueckii subsp. bulgaricus e 90% de S. 

thermophilus. Os pesquisadores constataram que a adição do mel ao soro de 

leite concentrado revelou efeitos positivos sobre as propriedades físico-químicas, 

o pH, o ácido lático e a viscosidade do iogurte, pois tal acréscimo propiciou 

maior retenção de água.  
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3.5  Bacteriocinas produzidas por bactérias láticas 

 

Atualmente, o interesse pela pesquisa de bactérias láticas produtoras de 

bacteriocinas, especialmente as probióticas, vem ganhando grande impulso 

biotecnológico e científico, devido ao potencial antimicrobiano que estas cepas 

podem proporcionar, já que bacteriocinas podem ser utilizadas como antibiótico 

terapêutico natural (Heel et al., 2011). De acordo com Perez et al. (2014), a 

capacidade das BAL em produzir bacteriocinas as tornaram particularmente 

favoráveis às indústrias de alimento e farmacêutica.  

 As bacteriocinas são consideradas um grupo de peptídeos ou proteínas 

bioativas sintetizadas ribossomicamente que são liberadas extracelularmente, 

exibindo interesse biotecnológico por apresentarem atividade antimicrobiana 

frente a bactérias patogênicas (Martinez et al., 2013; Beshkova & Frengova 

2012).  

As bacteriocinas são consideradas um grupo heterogêneo de peptídeos 

antimicrobianos, pois apresentam variações no seu espectro de atividade: modo 

de ação, massa molar, origem genética e propriedades bioquímicas (Arauz et al., 

2009; Gupta et al., 2014).  Estas biomoléculas são utilizadas na biopreservação 

de alimentos por inibirem bactérias patogênicas, entre as quais Listeria 

monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium perfringens e Staphylococcus 

aureus (Banerjee et al., 2013). 

Beshkova & Frengova (2012) avaliaram a produção de bacteriocinas, 

através de BAL, com a finalidade de atestar o potencial bacteriocinogênico 

dessas culturas e sua importância biotecnológica na indústria de laticínios. Os 

pesquisadores verificaram que as BAL possuem características que satisfazem 

tanto os requisitos de relevância tecnológica, como cultura iniciadora padrão na 

produção de laticínios funcionais, quanto na produção de bacteriocinas com 

atividade antimicrobiana, atuando como bioconservadoras, de forma a assegurar 

a qualidade de produtos alimentícios. 

As características e as aplicações dos compostos antimicrobianos 

produzidos por BAL foram estudadas por Reis et al. (2012). A utilização desses 

compostos é considerada um avanço promissor na indústria alimentícia, por 

estender a vida útil dos produtos e garantir a saúde dos consumidores. Luo et al. 

(2011) revelaram que as cepas Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis e 
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Leuconostoc lactis expressaram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus 

aureus e Escherichia aerogenes. 

Evidenciando estas propriedades supracitadas, Ribeiro et al. (2013) 

identificaram que a cepa de L. lactis apresenta significativa aplicabilidade como 

cultura adjunta na produção de queijo. O estudo revelou importantes 

propriedades tecnológicas no que diz respeito à qualidade organoléptica e à 

segurança alimentar, proporcionada pela ação de bacteriocinas por esta cepa 

produzida. 

Nesse aspecto, Fernandez et al. (2013) constataram que bacteriocinas 

produzidas por culturas láticas, como Lactococcus lactis subsp. lactis biovar 

diaceylactis UL719, L. lactis ATCC 11454 e Pediococcus acidilactici UL5, foram 

capazes de inibir Listeria ivanovii HP28 em condições simuladas do cólon. 

As bactérias ácido-láticas probióticas, como Lactococcus lactis subsp. 

lactis, exibem grande potencial biotecnológico nas indústrias de alimento e 

farmacêutica. Tal potencialidade está principalmente relacionada com a 

produção de bacteriocinas, incluindo a nisina, largamente empregada na 

biopreservação de produtos alimentícios por sua ação contra uma variedade de 

bactérias patogênicas, como Brochothrix thermosphacta e Listeria 

monocytogenes (Tabela 1).  

O efeito antimicrobiano da nisina produzida pela cepa de L. lactis tem sido 

reportado em diferentes pesquisas (Aly et al., 2012; Miller et al., 2010; Malheiros 

et al., 2012; Kumar et al., 2012; Wijnker et al., 2011). Alguns autores já 

reportaram a capacidade que a nisina oriunda de L. lactis tem no controle de 

Listeria monocytogenes e S. aureus e esporos de Clostridium beijerinckii 

(Biscola et al., 2013; Garde et al., 2011). 
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 Tabela 1 - Aplicações das bacteriocinas na biopreservação de alimentos. 

Bacteriocinas Cepa produtora Micro-organismo alvo Fonte Redução 

(log UFC/g) 

Nisina Lactococcus lactis Brochothrix thermosphacta Porco 3,5 

Nisina L. Lactis Listeria monocytogenes Leite 

fermentado 

6,0 

Pediocina 

AcH 

Lactobacillus 

plantarum 

L. monocytogenes Queijo 1,0-2,0 

Enterocina Enterococcus 

faecalis 

Staphylococcus aureus Leite 2,0 

Enterocina Enterococcus 

faecalis 

Staphylococcus aureus Salsicha 5,3 

Nisina Z Lactococcus lactis S. aureus Queijo pitu 

Afuega'l 

2,0 

   Fonte: Adaptado de Balciunas et al. (2013).  

 

A aplicação biotecnológica do Lactococcus lactis no campo da medicina 

veterinária é consensual entre os pesquisadores. Em particular, Fernández et al. 

(2008) demonstraram que a nisina, utilizada como subtituta de antibióticos, foi 

muito eficiente no tratamento de mastite estafilocócica bovina. Espeche et al. 

(2012) reportaram que algumas BAL possuem eficientes mecanismos de adesão 

às células epiteliais, agregação e inibição de agentes patogênicos relacionados 

à enfermidade.  

Ustyugova et al. (2012) identificaram e caracterizaram as bacteriocinas 

produzidas por L. lactis subsp. lactis 194-k e verificaram que a produção foi 

dependente do meio de cultivo. A cepa de L. lactis subsp. lactis 194 k 

demonstrou os melhores resultados quanto à expressão da nisina A nos meios 

de cultivo contendo extrato de levedura, caseína hidrolisada e fosfato de 

potássio. Os mesmos autores observaram que a biossíntese da bacteriocina 

ocorreu paralelamente ao seu crescimento bacteriano, no intervalo de 14 a 20h. 
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3.6  Características, classificação e propriedades antimicrobianas das 

bacteriocinas  

 

O método mais comum empregado na conservação de alimentos é a 

utilização de aditivos alimentares ou conservantes, considerados produtos 

químicos nocivos. Com essa finalidade, também são comumente utilizados 

tratamentos de aquecimento e secagem, muito embora estes possam contribuir 

para a redução da qualidade e para a alteração da textura de produtos 

alimentícios.  

Dessa forma, a utilização biotecnológica de BAL, com destaque para 

Lactococcus, Oenococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pedicoccus e 

Streptococcus ssp., é geralmente reconhecida como segura por apresentar 

propriedades probiótica e antimicrobianas, tais como as bacteriocinas (Mayo et 

al., 2010; Balciunas et al., 2013).   

 As bacteriocinas são geralmente definidas como peptídeos bioativos 

naturais produzidos pelas BAL, com propriedade antimicrobiana que inibe ou 

mata outros micro-organismos patogênicos, mantendo a qualidade necessária 

de alimentos, de forma a enriquecer suas qualidades globais e a beneficiar a 

saúde do consumidor (Gálvez et al., 2007; Khochamit et al., 2015).  

De acordo com Hammami et al. (2013), as bacteriocinas são classificadas 

por suas propriedades bioquímicas e genéticas e pelo perfil de bioatividade. Nos 

últimos dez anos, essas biomoléculas microbianas foram categorizadas em 

quatro principais classes (Tabela 2). Bacteriocinas pertencentes à Classe I, 

chamadas de lantibióticos, que são termicamente estáveis, com baixa massa 

peptídica molecular de < 5 KDa e distinguíveis por serem sujeitas às 

modificações pós-translacionais (Willey e Van der Donk, 2007).  As da Classe II 

são peptídeos sem modificações translacionais, que podem ser divididos em 

quatro subgrupos. Na Classe III, estão as bacteriocinas maiores do que as 

anteriores, contendo uma massa molecular de >30 KDa, e são consideradas 

proteínas termolábeis. Finalmente, as da Classe IV incluem os peptídeos com 

ligações cíclicas covalentes terminais N e C.  
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Tabela 2 - Classificação das bacteriocinas.  

Classificação Características Subcategorias  Exemplos  

Classe I ou 

lantibióticos 

Lantionina ou peptídeos 

contendo β-lantionina 

Tipo A (moléculas 

lineares) 

Tipo B (moléculas 

globulares) 

 

Nisina, subtilina e 

epidermina 

Mersacidina  

Classe II Classe heterogênea de 

pequenos peptídeos 

termoestáveis 

 

Subclasse IIa Pediocina, 

enterocina, 

sakacina 

  Subclasse IIb 

(compostos de dois 

peptídeos) 

Plantaricina, 

lactacina F 

  Subclasse IIc 

(outras 

bacteriocinas) 

 

Lactococina  

Classe III Peptídeos maiores e 

termolábeis  

 Helveticina J, 

millericina B 

Fonte: Adaptado de Balciunas et al. (2013). 

 

A classificação e a produção de bacteriocinas, bem como a sua aplicação 

em alimentos pela espécie Lactobacillus acidophilus, foram estudadas por Anjum 

et al. (2014), que concluíram que a espécie supracitada é um micro-organismo 

homofermentativo, microaerofílico, de cadeia curta, pertencente à Classe II de 

bacteriocinas, produtor de lactacina B, que atua contra L. bulgaricus, L. lactis, 

Lactobacillus helveticus e Lactobacillus leichmani. A bacteriocina possui massa 

molecular de 6,6 kDa, com boa estabilidade térmica a 121 ºC por 30 min, 

demonstra máxima atividade antimicrobiana a pH 6,0 e é sensível a enzimas 

proteolíticas, dentre elas tripsina, ficina, pepsina, papaína e proteinase K.  

Gupta et al. (2014) estudaram as aplicações bioquímicas da plantaricina, 

bacteriocina produzida pelo Lactobacillus plantarum LD1, quanto à estabilidade 

a altas temperaturas e ao pH, como também à sua estabilidade na presença de 
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solventes orgânicos, tais como surfactantes e detergentes. Estes pesquisadores 

puderam certificar que a atividade antimicrobiana da plantaricina foi de 100% em 

valores do pH de 2,0 a 6,0 e 61% com pH de 7,0 a 8,0 – e que não houve 

atividade da bacteriocina com o valor de pH de 10,0. Quanto à estabilidade a 

altas temperaturas, a bacteriocina produzida pela cepa L. brevis OG1 

demonstrou-se mais estável a 121 ºC por 60 min, já a bacteriocina produzida 

pela cepa de L. plantarum (plantaricina) exibiu 50% de sua atividade a 121 ºC 

durante 5 min e perda total de atividade durante 10 min. No que diz respeito aos 

solventes orgânicos, foi observada a estabilidade da bacteriocina quando tratada 

com surfactantes e detergentes.  

Quanto às propriedades antimicrobianas das bacteriocinas, Furtado et al. 

(2014) estudaram o potencial bacteriocinogênico do Lactococcus lactis subp. 

lactis DF04 Mi isolado do leite de cabra e puderam confirmar que a bacteriocina 

em questão apresentou grande espectro de atividade antimicrobiana, além das 

seguintes características: sensível a enzimas proteolíticas (proteinase K, α-

quimotripsina e pepsina); resistente a baixas e altas temperaturas (4 ºC e 121 ºC 

por 20 min); resistente aos diferentes valores de pH (intervalo de 2 a 10); e 

atividade antimicrobiana não afetada pela presença de dodecil sulfato de sódio 

(SDS), Tween 20, Tween 80, ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e NaCl.  

Em outra pesquisa a respeito das propriedades físico-químicas e 

compostos antimicrobianos produzidos por Lactobacillus isolado de peixe 

esturjão, Ghanbari et al. (2013) identificaram a produção de bacteriocinas 

pertencentes à Classe II,  com potencial antimicrobiano frente a bactérias 

patogênicas, as quais se destacam Escherichia coli, Listeria spp., Salmonella 

spp., Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum e 

Bacillus cereus com massa molar de 3 a 5 kDa, estáveis à temperatura de -20 

ºC a 120 ºC, tolerância ao pH de valores entre 3 e 12 e estabilidade química ao 

dodecil sulfato de sódio, EDTA, Tween 20 e Tween 80 e sensível a enzimas 

proteolíticas.   

A habilidade de se produzirem bacteriocinas associadas às suas 

características e classificação foi o objeto de estudo de Grosu-Tudor et al. 

(2014). No trabalho, foram identificadas seis novas BAL isoladas a partir de 

alimentos tradicionais fermentados na Romênia, sendo elas: L. lactis 19.3, 

Lactobacillus plantarum 26.1, Enterococcus durans 41.2, Lactobacillus 
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amylolyticus P40, Lactobacillus amylolyticus P50 e Lactobacillus oris P49. 

Demonstraram, ainda, no estudo, que alimentos tradicionais fermentados, como 

produtos lácteos, legumes, frutas e flores frescas, são importantes fontes 

suplementares e funcionais no crescimento das BAL. As seis cepas testadas 

indicaram a expressão de bacteriocinas estáveis, com baixa massa molar, amplo 

espectro inibitório, provavelmente pertencentes à Classe II. Ainda na pesquisa, 

foram também detectadas proteínas com espectro inibitório relativamente 

estreito, supostamente relacionadas à Classe III de bacteriocinas. 

 

 

3.7  Aplicação de bacteriocinas nos campos alimentar e farmacêutico 

 

A aplicação de bacteriocinas como biopreservativos vem crescendo 

gradativamente nos últimos anos. As principais aplicações dessas biomoléculas 

são nas áreas de alimentos e clínica. De acordo com Balciunas et al. (2013), as 

bacteriocinas podem ser introduzidas nos alimentos por três diferentes maneiras: 

em alimentos fermentados, podem ser produzidas in situ pela adição de 

bactérias láticas bacteriocinogênicas, no lugar das tradicionais culturas 

iniciadoras; pela adição destas culturas como adjuntas; ou pela adição direta de 

bacteriocinas purificadas ou parcialmente purificadas.  

A inoculação de BAL em alimentos, como culturas iniciadoras, tornou-se 

uma alternativa funcional e altamente aplicável nas indústrias para o controle de 

bactérias patogênicas, visto que as propriedades organolépticas dos alimentos 

são mantidas. Alimentos contendo bioconservantes naturais e alternativos são 

aqueles que empregam o produto metabólico de micro-organismos considerados 

antagonistas, denominados bacteriocinas. Estas biomoléculas inibem a ação de 

bactérias indesejáveis presentes em alimentos e, consequentemente, melhoram 

a sua qualidade e prolongam a sua vida útil (Khochamit et al., 2015).  

A nisina é uma bacteriocina polipeptídica que apresenta atividade 

antimicrobiana contra micro-organismos que provocam a deterioração de 

alimentos e agentes patogênicos associados a esses, tais como o Clostridium 

botulinum, o Bacillus cereus e a Listeria mococytogenes (Ibarguren et al., 2014).  

A nisina é considerada um aditivo alimentar aprovado pela Food and Agricuture 

Organization/World Health Organization (FAO/WHO) e consta da listagem da 
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Food and Drug Administration (FDA), sendo geralmente reconhecida como 

segura (GRAS), o que significa que a sua utilização em alimentos é inofensiva 

aos seres humanos (Thomas & Delves-Broughton, 2005).  

De acordo com Arauz et al. (2009), a principal atribuição das 

bacteriocinas está relacionada à preservação das qualidades nutritivas da 

matéria-prima orgânica, através da inibição de micro-organismos deteriorantes e 

patogênicos. Por essas razões, a nisina teve a aprovação da FDA como aditivo 

alimentar eficaz na biopreservação natural de alimentos, incluindo produtos 

lácteos, enlatados e queijos processados. Em particular, a nisina é um peptídeo 

sensível às proteases digestivas, podendo ser hidrolisada em ácidos aminos no 

intestino pela enzima α-quimotripsina.  

Wijnker et al. (2011) estudaram a importância da nisina no campo 

alimentício e puderam comprovar que ela apresentou atividade antimicrobiana 

inibitória contra a esporulação de Clostridium sporogenes em salsichas naturais 

revestidas de tripas de ovinos.   

A utilização da nisina na preservação de salada de vegetais foi realizada 

por Kumar et al. (2012), que observaram redução significativa do crescimento de 

Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus nos vegetais crus e 

minimamente processados, tais como nas folhas de espinafre, repolho, nabo, 

rabanete e couve.  

 Conforme identificado por Malheiros et al. (2012), a nisina comercial 

parcialmente purificada e encapsulada em lipossomas de lecitina de soja foi 

aplicada sobre a superfície de queijo minas frescal e se mostrou capaz de inibir 

o crescimento da Listeria monocytogenes no produto. 

 Miller et al. (2010) avaliaram a produção de nisina pela cepa de 

Lactococcus spp. e a sua aplicação comercial como conservante natural em 

produtos alimentícios à base de maionese. Os autores da pesquisa identificaram 

que a nisina favorece a extensão da vida de prateleira desses produtos, assim 

como contribui para diminuir os riscos associados à presença de Listeria 

monocytogenes. 

No que se refere à aplicação da nisina como antibiótico alternativo, isso é 

devido ao aumento da resistência dos micro-organismos pelos antibióticos 

tradicionais, principalmente aqueles que possuem a enzima β-lactamase (Levin 

et al., 1998). Essa resistência é resultado do uso indiscriminado de antibióticos, 
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tanto na área da saúde humana e animal como na área agroindustrial. A falta de 

controle de doenças e agentes profiláticos tem contribuído significativamente 

para a emergência de bactérias resistentes e patogênicas em animais e plantas 

(Barton & Hart, 2001; Mcmanus et al., 2002).  

Os lantibióticos ou as bacteriocinas de Classe I têm demonstrado 

aplicações no campo da saúde humana. No que diz respeito à saúde oral, a 

cepa Streptococcus salivarius, produtora do lantibiótico salivaricina A, tem 

reduzido o número de bactérias causadoras da halitose (Burton et al., 2006), 

enquanto que produtos lácteos suplementados com esta bacteriocina têm 

ajudado na redução de infecção por Streptococcus pyogenes, micro-organismo 

causador da faringite oral (Dierksen et al., 2007).  

Na área da saúde sexual e contraceptiva, tanto a nisina como a lacticina 

foram capazes de eliminar espermatozoides de várias espécies animais (Reddy 

et al., 2004; Silkin et al., 2008). 

Nesse contexto, os agentes antibacterianos, como os peptídeos 

antimicrobianos e as bacteriocinas, vêm sendo apontados por muitos 

pesquisadores como antimicrobianos naturais a serem explorados em métodos 

de engenharia genética e química (Ambalam et al., 2015; Farías et al., 1996; 

Duquesne et al., 2007; Biéler et al., 2010; Balciunas et al., 2013). Algumas 

bacteriocinas e suas respectivas aplicações farmacêuticas estão exibidas na 

Tabela 3.   

 

Tabela 3 - Exemplo de algumas bacteriocinas e suas aplicações farmacêuticas.  

Grupos de bacteriocinas Aplicações farmacêuticas 

Lantibióticos 

tratamento de pressão sanguínea 

tratamento de inflamações e alergias  

tratamento de infecções na pele 

tratamento da infeção de mastite bovina 

tratamento de herpes 

tratamento de cárie dental 

tratamento de úlcera péctica  

Colicina 

tratamento de infecção urinogenital  

tratamento de colite hemorrágica   

tratamento da síndrome de hemolítico-urêmico 

Microcinas 
agente antibacteriano  

tratamento de salmonelose  

Fonte: Adaptado de Balciunas et al. (2013). 
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 Yang et al. (2014) e Bali et al. (2014), em pesquisa recente, mencionaram 

as aplicações das bacteriocinas nas indústrias de alimentos e farmacêutica. 

Frequentemente, o uso das bacteriocinas em alimentos está relacionado com 

biopreservação da qualidade de produtos, de forma a atuarem na extensão de 

sua vida útil. Já os consumidores que adotam dieta equilibrada, rica em 

alimentos funcionais probióticos, se beneficiam com a manutenção da boa 

saúde. Esses alimentos podem ser utilizados no tratamento de infecções 

provocadas por patógenos, como em terapias de câncer maligno, já que as 

bacteriocinas exibem importante atividade sobre as células tumorais. De acordo 

com Chumchalová & Smarda (2003), algumas bacteriocinas, entre as quais a 

colicina A e E1, foram capazes de inibir o crescimento de 11 linhagens de 

células tumorais humanas.  

Segundo Wang et al. (2014), a jenseniin P, uma bacteriocina produzida a 

partir da cultura microbiana de Propionibacterium jensenii B1264, mostrou-se útil 

no tratamento da acne. A referida cepa vem despertando grande interesse na 

indústria farmacêutica, graças ao potencial de aplicação dermatológico, como 

substituta de antibióticos. 

Ainda sobre as aplicações benéficas dos peptídeos antimicrobianos nos 

campos alimentar e farmacêutico, Sumi et al. (2015) analisaram os peptídeos do 

gênero Bacillus. No experimento, a bacitracina, importante bacteriocina 

polipeptídica, mostrou-se eficaz na inibição do crescimento de Streptococcus 

pyogenes e Staphylococcus aureus. Clinicamente, os autores puderam constatar 

que a administração via oral da bacteriocina foi eficiente enquanto substituta de 

antibióticos empregados no tratamento de colite e diarreia causadas por 

Clostridium difficile. 

O efeito da atividade antimicrobiana da nisina contra o agente patógeno 

Streptococcus suis foi o tema da pesquisa de Lebel et al. (2013). Nela, utilizaram 

a cepa Lactococcus lactis ATCC 11454 como produtora de nisina e constataram 

que a mesma foi capaz de inibir o crescimento de S. suis. A atividade bactericida 

da nisina evidenciou potencial, quando comparada com uma série de 

antibióticos, tais como penicilina, amoxicilina, tetraciclina, estreptomicina e 

ceftiofur, em tratamentos de infecções severas causadas pelo S. suis.   
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4.  Material e métodos  

 

 

4.1 Culturas microbianas 

 

Nesta pesquisa, foram utilizados os seguintes micro-organismos: 

Lactococcus lactis subsp. lactis CECT 4434 (LL) (Coleção Espanhola de Cultivos 

– CECT) e Streptococcus thermophilus TA 040 (ST) (Danisco, ZA des 

Engenières, França). Como cepa bioindicadora, foi utilizado Lactobacillus sakei 

ATCC 1552. 

 

 

4.2  Preparação dos meios de cultivo 

 

4.2.1 Soro de leite 

 

Como meio de cultivo alternativo, utilizou-se o soro de leite em pó (Cargill 

S.A., Campinas, SP, Brasil) hidrolisado com Flavourzyme (70 µL) (Novozymes, 

Dinamarca), que foi preparado na concentração de 10% (p/v) de sólidos totais. A 

seguir, a base de soro de leite foi suplementada ou não (controle) com inulina 

nas concentrações 2% e 4% (p/v). Posteriormente, o meio de cultivo foi 

homogeneizado com o auxílio de um agitador magnético, de acordo com 

Marafon et al. (2011).  A seguir, o soro de leite foi termicamente tratado a 90 ºC 

durante 5 min (Fisatom, Modelo 550A) e resfriado, posteriormente, em banho de 

gelo por 15 min.  

 

 

4.2.2 Meios de cultura sintéticos 

 

Os meios de cultivo sintético foram preparados para a enumeração das 

culturas microbianas estudadas. O caldo MRS (De Man, Rogosa & Sharpe) (De 

Man et al., 1960) (DifcoTM, Sparks, MD, USA) foi utilizado como base para 

quantificação de L. lactis CECT 4434. O meio M17/Agar (DifcoTM, Sparks, MD, 

USA), identificado por Terzaghi et al. (1975), foi utilizado para contagem seletiva 
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de S. thermophilus TA 040. Todos os meios foram diluídos em água destilada 

estéril e elaborados conforme o fabricante.  

 

 

4.2.3 Suplemento inulina 

 

A inulina foi escolhida como ingrediente prebiótico adicionado ao meio de 

cultivo. Em trabalhos recentes, a inulina foi usada como importante indutora de 

crescimento para BAL, segundo Oliveira et al. (2009), Oliveira et al. (2012), Mei 

et al. (2011) e Pranckute et al. (2014). 

 

 

4.3  Preparação do inóculo  

 

4.3.1 Lactococcus lactis CECT 4434 

 

A pré-cultura de L. lactis subsp. lactis CECT 4434 foi preparada 

adicionando-se 100 μL da cultura estoque em 100 mL de caldo MRS em frascos 

Erlenmeyer de 250 mL, durante 12 horas, até se conseguir o valor de 

absorbância previamente definido de DO600nm=0,9 nas seguintes condições do 

processo: 100 rpm/30 ºC. Estas condições foram obtidas através do cultivo em 

shaker. Posteriomente, o pré-inóculo foi centrifugado a 5.000 rpm/4 ºC/20 min, a 

fim de separar o pellet do meio de cultivo e, em seguida, foi lavado com água 

destilada estéril. Por fim, 10 mL da respectiva lavagem foram transferidos para 

90 mL de soro de leite. Verificou-se que o número de bactérias viáveis, através 

do método pour plate em meio MRS/Agar, correspondia a 1,7x108 UFC/mL de L. 

lactis subsp. lactis CECT 4434.  
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4.3.2 Streptococcus thermophilus TA 040 

 

Foi utilizada inicialmente uma pré-cultura do S. thermophilus TA 040, na 

qual foram adicionados 300 mg de cultura pura em 50 mL de soro de leite 

previamente pasteurizado em frascos Schott (Laborglas). Após a inoculação, os 

frascos foram levados em banho-maria (Fisatom, Modelo 550A) a 30 ºC durante 

30 min. Verificou-se que o número de bactérias viáveis, através do 

plaqueamento em profundidade em meio M17/Agar, foi de 1,9 x108 UFC/mL 

para o S. thermophilus TA 040.  

 

 

4.3.3 Lactobacillus sakei ATCC 1552 

 

 Para o teste da atividade antimicrobiana, utilizou-se o micro-organismo 

Lactobacillus sakei ATCC 1552, sensível à ação da nisina (Arauz, 2011; Arauz et 

al., 2008; Moraes, 2002). O cultivo da referida cepa foi realizado em meio MRS e 

incubado em agitador rotativo (shaker), nas seguintes condições do processo: 

100 rpm, 30 ºC e 24 horas de cultivo.  

 

 

4.4 Crescimento celular 

 

O crescimento celular foi determinado através da diluição em série, ou 

seja, 0,1 mL de amostra em tubos contendo 0,9 mL de água peptonada 

esterilizada até atingir grau de diluição de 106 e 109. A contagem foi realizada 

em placas de Petri contendo meio de cultura MRS e ágar, para a cultura de 

Lactococcus lactis, e M17, para a cultura de Streptococcus thermophilus, 

expressa na forma de log UFC/mL, através do método pour plate. As placas 

foram armazenadas em câmara de incubadora BOD (demanda bioquímica de 

oxigênio) a 37 ºC por 48 horas.  

 

 

 

 



48 
 

4.5  Determinação de lactose e ácido lático 

 

A determinação das concentrações de lactose e ácido lático foi realizada 

mediante cromotografia líquida de alta eficiência (CLAE), de acordo com o 

método descrito por Donkor et al. (2007). Previamente, cada amostra foi 

centrifugada a 15.000xg, por 20 minutos, utilizando uma microcentrífuga U-32R 

(Boeckel, Hamburg, Germany) para remoção de micro-organismos e separação 

do sobrenadante. Posteriormente, a amostra foi diluída para a concentração 

entre 0,5 e 2g/L, filtrada, através de membrana de poro 0,45 μm (Milipore), e 

injetada em cromatógrafo líquido Ultimate 3000 (Dionex, Sunnyvale, CA, 

Estados Unidos) com detector por Índice de Refração (Shodex, Kawasaki, 

Kanagawa, Japan), a 35 ºC, coluna HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados 

Unidos), a 45 ºC, fase móvel de H2SO4 (5mM), com fluxo de 0,6 mL/min. 

Soluções de glicose, galactose, lactose e ácidos orgânicos (10 g/L cada) foram 

preparadas para a elaboração da curva de calibração. A quantificação dos 

açúcares foi executada através de curvas padrão previamente obtidas com 

soluções padrão de glicose e lactose (SigmaTM, St. Loius, MO, USA) de alta 

pureza para uso em CLAE. Todas estas análises foram realizadas em triplicata.  

 

 

4.6 Curva-padrão da nisina 

 

A determinação de atividade da nisina foi realizada pelo método de 

difusão em ágar previamente descrito por Montville (1992). A curva associando a 

produção de nisina em UA (unidades arbitrárias) em função do diâmetro do halo 

de inibição foi obtida a partir de incubação da placa contendo a célula sensível 

de Lactobacillus sakei em estufa a 37 ºC por 24 horas.  

 

 

4.6.1 Atividade antimicrobiana  

 

Para a detecção da atividade da bacteriocina, as amostras foram 

centrifugadas a 16.000 g, a 4 °C durante 10 min. O pH do sobrenadante foi 

neutralizado a 6,0-6,5, utilizando 1 M de NaOH, a fim de eliminar a ação de 



49 

 

ácidos orgânicos. Além disso, o sobrenadante foi submetido a 80 °C durante 10 

min para eliminar possíveis proteases. Após o tratamento do sobrenadante, foi 

testada a atividade antimicrobiana contra a cepa de L. sakei ATCC 1552. Este 

teste foi realizado pelo ensaio de difusão em agar, quando 10 mL da cepa 

indicadora foram transferidos para uma placa de Petri contendo 15 mL de meio 

MRS agar. Uma vez solidificado, 10 µL de sobrenadante foram pipetados sobre 

a superfície do ágar. As placas foram incubadas a 30 °C durante 18 a 24 horas 

e, após este período, foi possível observar a zonas de inibição. 

 

 

4.7 Sistema de fermentação Cinétique d’acidification (CINAC) 

 

As cepas S. thermophilus TA 040 e L. lactis subsp. lactis CECT 4434 

foram inoculadas em 100 mL de soro de leite, o qual foi previamente esterilizado 

a 121 ºC por 10 min, 5 min antes do uso; a média inicial de contagem microbiana 

de cada inóculo foi de aproximadamente 108 UFC/mL. 

Os frascos Schott (Laborglas) contendo as bases de soro de leite foram 

aquecidos e inoculados (na proporção 1:1) na temperatura adequada de 

fermentação, 30 °C com 1mL de cada cultura, obtendo-se 108 UFC/mL como 

contagem inicial tanto para S. thermophilus TA 040 como para L. lactis subsp. 

lactis CECT 4434.  Após a inoculação, as amostras foram incubadas em sistema 

de fermentação CINAC, descrito por Spinnler & Corrieu (1989). Cada 

fermentação experimental foi realizada em triplicata.  

O sistema CINAC permitiu a medição contínua e a gravação do nível de 

pH, computando a taxa de acidificação durante o período de fermentação. Os 

parâmetros cinéticos considerados são: valor inicial do pH, TpH5,5 (tempo em 

horas para atingir o valor de pH 5,5), TpH5,0 (tempo em horas para chegar ao 

valor de pH 5,0), TpH4,5 (tempo em horas para completar a fermentação e 

alcançar o valor de pH 4,5), TVmax (tempo em horas para atingir a velocidade 

máxima de acidificação), pHVmax (valor do pH no momento de alcançar a 

velocidade máxima de acidificação) e Vmax (velocidade máxima de acidificação – 

upH/min). O fermentado foi acondicionado em copos de 50 mL, selado 

termicamente, usando o equipamento Selopar (BrasHolanda, Pinhais, Brasil), e 
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rapidamente resfriado em banho de gelo. Após este processo, as amostras 

foram estocadas a 4 ºC para as análises posteriores. 

 

 

4.8 Viscosidade 

 

 A avaliação reológica foi realizada através de reômetro rotacional 

Rheotest RN 3.1 (Rheotest, Germany), com um H1 probe cilíndrico concêntrico 

com rádio de 36 mm e altura de 70 mm. As amostras de soro de leite 

fermentadas (suplementado ou não com inulina), na quantidade de 50 mL, foram 

analisadas em triplicata, à temperatura de 25 ºC. Os dados foram capturados 

pelo programa Rheotest e expressos em mPa.  

 

 

4.9 Análise estatística  

 

Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) usando 

o software Statistica 13.0. Os valores foram comparados usando o teste de 

Tukey (Sokal and Rohlf, 1979) a P< 0,05; diferentes letras foram usadas para 

identificar as diferenças estatísticas entre eles. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

 

5.1 Cinética de acidificação  

 

5.1.1 Streptococcus thermophilus TA 040 

 

A Tabela 4 reproduz os dados obtidos através do sistema Cinétique 

d’acidification (CINAC), que define os parâmetros cinéticos de acidificação da 

cepa Streptococcus thermophilus TA 040, durante o cultivo em soro de leite, 

com ou sem suplementação de inulina, a 37 ºC até alcançar o valor de pH 4,5. 

 

Tabela 4 - Parâmetros cinéticos de acidificação do S. thermophilus TA 040. 

Inulina pHVmax TVmax  
 

TpH  5,5  

 
TpH  5,0  

 
TpH 4,5  

 
Vmax 

(%)  (h) (h) (h) (h) (10
-3

upH/min) 

0 5,62 ± 0,12
a
 2,42 ± 0,19

a
 2,71 ± 0,33

a
 4,20 ± 0,21

a
 6,18 ± 0,23

a
 7,23 ± 0,40

a
 

2 5,55 ± 0,22
a
 2,33 ± 0,35

a
 2,67 ± 0,17

a
 4,26 ± 0,13

a
 6,33 ± 0,18

a
 6,95 ± 0,46

a
 

4 5,39 ± 0,31
a
 4,02 ± 0,25

b
 3,62 ± 0,19

b
 5,45 ± 0,17

b
 10,85 ± 0,33

b
 5,35 ± 0,64

b
 

Vmax: velocidade máxima de acidificação; TpH: tempo para atingir o pH 5,5, 5,0 e 4,5; TVmax: tempo para atingir a 
velocidade máxima de acidificação; pHVmax: valor do pH no instante da velocidade máxima de acidificação. Os 
ensaios foram realizados em triplicata. As diferentes letras mostram diferenças estatísticas, de acordo com o 

teste de Tukey (  < 0,05). 

 

 

A média dos valores de pH do soro de leite no início da fermentação foi 

de 6,09 ± 0,13.  Notou-se que houve queda de aproximadamente 10% no que 

concerne ao valor do pH no instante da velocidade máxima de acidificação 

(pHVmax). Observou-se também que o tempo para atingir a máxima velocidade de 

acidificação (TVmax) foi menor, tanto na ausência (2,42 h) como na presença de 

2% (2,33 h) de inulina. Cassarotti et al. (2014) estudaram fermentação da cepa 

S. thermophilus TA 040 em leite a 42 °C e observaram que os valores de Tvmax 

(2,69 h) e pHVmax (5,58) foram semelhantes aos obtidos no presente trabalho. 

No que diz respeito ao tempo para atingir o valor de pH final da 

fermentação (TpH4,5), a concentração de 4% de inulina ocasionou fermentação 

mais lenta (cerca de 42%) em relação aos tratamentos sem e com 

suplementação de 2 % do prebiótico. Isso se justifica devido ao menor valor de 

Vmax no ensaio que se adicionaram 4% de inulina (5,35x10-3 upH/min). Com 
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relação a este parâmetro, Cassarotti et al. (2014) obtiveram valor de 22x10-3 

upH/min, mas deve-se levar em conta que a temperatura utilizada neste estudo 

foi de 42ºC, além do meio de cultivo (leite) ter uma composição mais rica em 

nutrientes – quando comparada com a do soro de leite. De acordo com Acevedo 

et al. (2010), a temperatura de fermentação pode causar maior desnaturação 

das proteínas e também aumentar o metabolismo do micro-organismo, o que, 

consequentemente, leva a aumento da produção de ácido lático e da velocidade 

máxima de acidificação (Vmax).  

Gaglio et al. (2014) estudaram a taxa de acidificação de BAL como 

potenciais culturas microbianas iniciadoras na fabricação do queijo Vastedda 

della Valle del Belice. As cepas Lactobacillus delbrueckii, Lactococcus lactis 

subp. cremoris e Streptococcus thermophilus foram inoculadas em três 

diferentes meios de cultura: sintético, soro de leite e leite pasteurizado. Os 

autores concluíram que o meio de cultivo de leite pasteurizado apresentou os 

melhores resultados quanto ao incremento da taxa de acidificação, em 

consequência do rápido decréscimo do pH em relação aos outros meios de 

cultivo analisados.  

Os resultados apresentados a respeito do perfil de acidificação do S. 

thermophilus TA 040 em meios de cultivo alternativos, tal como o soro de leite, 

estão em consonância com recentes trabalhos de pesquisa (Settachaimongkon 

et al., 2014; Bottari et al., 2013; Champagne et al., 2010; Iyer et al., 2010; Ashraf 

et al., 2011; Cremonesi et al., 2011). Nesses, os autores recorreram à utilização 

de culturas iniciadoras, com destaque para a cepa de S. thermophilus em 

monocultura e cocultura com cepas iniciadoras probióticas, a fim de maximizar a 

biomassa microbiana para proporcionar o incremento na atividade acidificante 

dos organismos probióticos e, consequentemente, reduzir o tempo de 

fermentação, a fim de denotar propriedades organolépticas satisfatórias em 

bebidas lácteas funcionais.  

O emprego de meios de cultivo alternativos, de origens animal e vegetal, 

dentre os quais o soro de leite, é cada vez mais admitido na fermentação de 

micro-organismos iniciadores probióticos. Nesse contexto, os resultados 

apresentados no presente trabalho estão em concordância com as análises de 

Pescuma et al. (2010). Ao empregarem a cepa Streptococcus thermophilus CRL 

804, em monocultura, ou em cocultura com Lactobacillus delbrueckii subsp. 
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bulgaricus CRL 656, cultivadas em soro de leite, os autores certificaram que a 

fermentação das BAL especificadas alcançou bons resultados em razão da 

rápida redução do pH, podendo essas serem utilizadas para o desenvolvimento 

de novas formulações de produtos fermentados à base de soro de leite.  

 

 

5.1.2 Lactococcus lactis CECT 4434 

 

Seguem representados, na Tabela 5, os resultados obtidos pelo sistema 

CINAC, no que se refere à cinética de acidificação da cepa de Lactococcus lactis 

subsp. lactis CECT 4434, na presença e na ausência de inulina, em soro de leite 

a 37 ºC até alcançar o valor de pH 4,5.  

 

Tabela 5 - Parâmetros cinéticos de acidificação do Lactococcus lactis CECT 4434 em 

soro de leite a 37 °C até atingir o pH 4,5. 

 
Inulina pHVmax TVmax 

 
TpH  5,5  

 
TpH  5,0  

 
TpH 4,5 (h) Vmax 

(%)  (h) (h) (h) (h) (10
-3

upH/min) 

0 5,64± 0,23
a
 2,30± 0,29

a
 2,67± 0,17

a
 4,20± 0,25

a
 6,41± 0,18

a
 6,90± 0,22

a
 

2 5,52± 0,13
a
 2,69± 0,15

a
 2,71± 0,20

a
 4,20± 0,31

a
 6,16± 0,15

a
 7,26± 0,39

a
 

4  5,23± 0,12
a
 2,71± 0,19

a
 1,84± 0,09

b
 3,56± 0,27

a
 8,07± 0,32

b
 5,64± 0,13

b
 

Vmax: velocidade máxima de acidificação; TpH: tempo para atingir o pH 5,5, 5,0 e 4,5; TVmax: tempo para 
atingir a velocidade máxima de acidificação; pHVmax: valor do pH no instante da velocidade máxima de 
acidificação. Os ensaios foram realizados em triplicata. As diferentes letras mostram diferenças 

estatísticas de acordo com o teste de Tukey (  < 0,05). 
 

Observou-se que, sem a suplementação de inulina, o tempo do processo 

fermentativo da cepa L. lactis CECT 4434 teve duração de 6,41 h. A adição de 

2% de inulina diminuiu ligeiramente o tempo total de cultivo, quando comparado 

com o ensaio que não recebeu a suplementação do prebiótico. Por outro lado, a 

adição de 4% de inulina retardou o processo fermentativo em aproximadamente 

28%, quando comparado aos demais tratamentos. Em particular, notou-se que a 

adição de 4% de inulina acelerou o processo fermentativo até atingir os valores 

de pH 5,5 (1,84 h) e 5,0 (3,56h), mas, após este valor de pH, o processo passou 

a ser mais lento. Neste caso, o excesso de inulina prejudicou o metabolismo do 

micro-organismo, devido à repressão catabólica (Oliveira et al., 2012).    
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Além disso, a fermentação mais lenta, no ensaio com adição de 4% de 

inulina, foi justificada, pois se observou que o valor de Vmax foi 5% e 28% menor 

em relação ao valor obtido nos ensaios sem suplementação do prebiótico e com 

adição de 2% do mesmo, respectivamente. Portanto, através do parâmetro de 

acidificação do L. lactis CECT 4434 fermentado em soro leite, foi possível 

comprovar que a concentração de 2% de inulina é a mais aceitável para a 

fabricação de bebidas lácteas funcionais à base de soro de leite. 

Os resultados apresentados na Tabela 5, no que concerne aos 

parâmetros cinéticos analisados, estão em concordância com os obtidos por 

alguns autores (Jeanson et al., 2009; Acevedo et al., 2010; Londero et al., 2012), 

os quais avaliaram o perfil de acidificação de BAL, entre estas o L. lactis, o qual 

apresentou perfil de acidificação semelhante ao obtido no presente trabalho.   

Com relação aos parâmetros cinéticos de acidificação da cultura 

Bifidobacterium lactis BB12, Lavinia et al. (2014) realizaram diferentes ensaios 

de fermentação utilizando suco de repolho aquecido a 40 ºC; suco de repolho 

aquecido a 80 ºC e resfriado a 40 ºC; e suco de repolho filtrado aquecido a 80 ºC 

e resfriado a 40 ºC. Nesse processo, os valores de Vmax variaram de 2,66 x 10-3 

a 5,58 x 10-3 upH/min. Ainda sobre os resultados obtidos, o menor tempo para 

completar a fermentação, em pH 4,2, foi de 23 h no tratamento de suco de 

repolho tratado termicamente, mediante aquecimento a 80 ºC e resfriamento a 

40 ºC.  

Os resultados do presente trabalho, no que tange aos parâmetros 

cinéticos de acidificação da cepa de L. lactis CECT 4434, confirmam os estudos 

de Agata et al. (2012). Na pesquisa referida, os autores observaram que a 

utilização de bactérias ácido-láticas, como o Lactococcus lactis e o Lactococcus 

lactis subsp. cremoris, gerou resultados mais satisfatórios quanto à atividade 

acidificante, acompanhada de forte acidificação e consequente diminuição do 

tempo para completar a fermentação e atingir o pH 4,5.  
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5.1.3 Lactococcus lactis CECT 4434 em cocultura com Streptococcus 

thermophilus TA 040 

 

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos pelo sistema CINAC sobre a 

cinética de acidificação da cepa Lactococcus lactis CECT 4434 em cocultura 

com Streptococcus thermophilus TA 040, cultivadas em soro leite, com ou sem 

suplementação de inulina, a 37 ºC até atingir o pH 4,5. 

 

Tabela 6 - Parâmetros cinéticos de acidificação do L. lactis CECT 4434 em cocultura 

com Streptococcus thermophilus TA 040 em soro de leite a 37 °C até atingir o pH 4,5. 

Inulina pHVmax TVmax  
 

TpH  5,5  

 
TpH  5,0 TpH 4,5  

 
Vmax  

 (h) (h) (h) (h) (h) (10
-3

upH/min) 

0 5,29± 0,15
a
   1,13± 0,16

a
 0,66± 0,04

a
 1,73± 0,16

a
 4,60± 0,31

a
 7,93± 0,15

a
 

2 5,30± 0,18
a
   1,18± 0,13

a
 0,65± 0,08

a
 1,83± 0,14

a
 4,43± 0,22

a
 7,82± 0,25

a
 

4 5,27± 0,25
a
   2,22± 0,23

b
 1,69± 0,09

b
 3,22± 0,21

b
 6,69± 0,29

b
 6,74± 0,21

b
 

Vmax: velocidade máxima de acidificação; TpH: tempo para atingir o pH 5,5, 5,0 e 4,5; TVmax: tempo para 
atingir a velocidade máxima de acidificação; pHVmax: valor do pH no instante da velocidade máxima de 
acidificação. Os ensaios foram realizados em triplicata. As diferentes letras mostram diferenças estatísticas 

de acordo com o teste de Tukey (  < 0,05). 

 

Percebeu-se claramente que tanto a adição de inulina, na concentração 

de 2%, como o uso da cocultura probiótica (ST-LL) proporcionaram melhores 

resultados, em termos de parâmetros cinéticos, quando comparados com os 

ensaios fermentativos realizados pelas monoculturas separadamente. Em 

particular, o valor do pHvmax, nos ensaios em coculturas binárias, foi em média 5 

% menor em relação às monoculturas ST e LL. Nesse caso, a cocultura ST-LL 

favoreceu a maior pós-acidificação durante o cultivo.  

Em média, os valores de Tvmax, TpH5,5, TpH5,0 e TpH4,5 foram 98 %, 245 %, 

115 % e 46% menores quando comparados com os obtidos nos ensaios com a 

cultura simples de ST. Quando comparados com a monocultura LL, os valores 

de Tvmax, TpH5,5, TpH5,0 e TpH4,5 foram 85 %, 210 %, 94 % e 33% menores. 

Portanto, do ponto de vista tecnológico, a utilização da cocultura ST-LL no 

processo fermentativo foi muito importante, pois proporcionou tempo de 

fermentação mais curto (5,2 h em média) com relação à média do tempo final de 

fermentação obtido por ST (7,8 h) e LL (6,9 h).   
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A presente pesquisa corrobora os resultados obtidos por Aghababaie et 

al. (2015). Segundo esses autores, a taxa de acidificação e a velocidade máxima 

de crescimento (µmax) foram maiores com a utilização do cultivo binário da cepa 

de Lactobacillus bulgaricus em cocultura com S. thermophilus, em relação aos 

mesmos micro-organismos fermentados em cultura pura.  

Outros pesquisadores reportaram que a utilização de coculturas 

iniciadoras probióticas, como, por exemplo, o Lactobacillus helveticus e o 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis em cocultura com Streptococcus 

thermophilus e o Lactobacillus fermentum, favoreceu a maior quantidade de 

biomassa microbiana, a maior atividade acidificante e, consequentemente, a 

redução do tempo para completar a fermentação (Bottari et al., 2010; Bottari et 

al., 2013; Florence et al., 2012). 

Sodini et al. (2000) comprovaram a interação positiva entre S. 

thermophilus ST7 com a cepa de L. bulgaricus LB10 durante o processo de 

acidificação do leite desnatado. Mihail et al. (2009) se atentaram à 

protocooperação simbiótica entre culturas probióticas iniciadoras na fabricação 

de iogurtes. Estes últimos constataram que o cultivo da cepa de S. thermophilus 

em cocultura com Lb. bulgaricus contribuiu positivamente para o metabolismo e, 

nesse sentido, acelerou a taxa de acidificação, proporcionando aromas e 

sabores desejáveis às bebidas lácteas assim fermentadas. 

Similares dados foram extraídos da pesquisa de Santos et al. (2014), 

quando da utilização de coculturas probióticas para o desenvolvimento de uma 

bebida funcional à base de leite de soja com sabor amendoim. No estudo em 

questão, os pesquisadores reportaram que a combinação da cepa de L. 

acidophilus em cocultura com P. acidilactici e S. cerevisiae demonstrou os 

melhores resultados quanto à viabilidade das células e à rápida acidificação, se 

comparada ao seu cultivo em monocultura.   

Oliveira et al. (2012e) observaram que coculturas binárias de S. 

thermophilus e L. bulgaricus mostraram, no leite desnatado, uma interação que é 

mutuamente favorável e não obrigatoriamente caracterizada pelo fato de cada 

bactéria produzir uma ou mais substâncias que estimulam o crescimento da 

outra. Esta relação sinérgica entre cepas já foi estudada por alguns autores, os 

quais observaram o positivo efeito do “mix” de culturas em comparação com a 

correspondente cultura pura em termos de crescimento, acidificação, produção 
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de aromas e exopolissacarídeos e de proteólise (BÉAL et al., 1994). Em 

particular, L. bulgaricus é estimulado pelo ácido fórmico e pelo CO2 produzidos 

por Streptococcus, enquanto a cepa S. thermophilus é estimulada pelos 

aminoácidos e pequenos peptídeos produzidos pela atividade metabólica do L. 

bulgaricus. O CO2 é igualmente um fator estimulador para o L. bulgaricus, que 

provém da descarboxilação da ureia através da urease excretada por S. 

thermophilus. Muitos aminoácidos são mencionados na literatura como fatores 

estimulantes do crescimento de S. thermophilus: histidina, glicina, ácido 

glutâmico, metionina, fenilalanina, arginina, cisteína, valina, leucina, triptofano, 

tirosina, lisina e serina (BÉAL et al., 1994; MAYO et al., 2010; Oliveira et al., 

2012a-e).  

A taxa máxima de acidificação (Vmax) variou de 6,7 x 10-3 upH/min (ST-LL 

com adição de 4% de inulina) a 7,9 x 10-3 upH/min (ST-LL sem a adição de 

inulina). Analisando estes valores, notou-se claramente que a concentração de 

inulina a 4% retardou a taxa de acidificação e, por conseguinte, o tempo para 

atingir o pH 4,5 foi o maior (6,69 h) quando comparado aos outros tratamentos.  

Resultados semelhantes foram encontrados na pesquisa de Rodrigues et 

al. (2011) a respeito da influência dos frutooligossacarídeos (FOS) e da inulina 

no metabolismo e na cinética de acidificação de três cepas probióticas (L. casei-

01, L. acidophilus La-5 e B. lactis B94). Esses autores identificaram que os 

compostos prebióticos não apresentaram efeito positivo no crescimento celular, 

na viabilidade das células e no incremento da taxa de acidificação das cepas 

estudadas, com exceção do L. acidophilus La-5. Provavelmente, a concentração 

desses ingredientes prebióticos foi excessiva para as cepas L. casei-01, L. 

acidophilus La-5 e B. lactis B94. 

No presente trabalho, a adição de 2% de inulina favoreceu o tempo de 

fermentação mais curto (4,43 h) em relação ao ensaio que não recebeu a 

suplementação do ingrediente prebiótico (4,60 h). Portanto, o efeito sinérgico 

entre as coculturas binárias foi potencializado pela adição de 2% de inulina.   

Zalán et al. (2010) reportaram que o leite desnatado enriquecido com 

inulina foi fator determinante para maximizar a taxa de acidificação e 

crescimento celular e a produção de ácidos orgânicos em cepas de L. casei, L. 

rhammosus, L. paracasei e L. curvatus. Oliveira et al. (2009) reportaram que a 

adição de diferentes ingredientes prebióticos (oligofrutose, maltodextrina e 
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polidextrose) influenciou positivamente a cinética de acidificação de L. 

acidophilus, L. bulgaricus, L. rhamnosus e B. lactis em cocultura com S. 

thermophilus. Em particular, a inulina também foi capaz de aumentar a taxa de 

acidificação (Vmax) e, consequentemente, diminuir o tempo de fermentação dos 

micro-organismos L. acidophilus, L. rhamnosus, L. bulgaricus e B. lactis em 

cocultura com a cepa S. thermophilus.  

 

 

5.2 Contagem microbiológica  

 

A Tabela 7 exibe o crescimento celular das culturas L. lactis CECT 4434 

(LL), S. thermophilus TA 040 (ST) cultivadas em soro de leite, tanto em 

monocultura quanto em cocultura de ST-LL, com ou sem a suplementação de 

inulina, no sistema CINAC a 37 ºC.  

Observou-se que houve aumento da contagem no tempo final de 

fermentação (tf) quando comparado com o tempo inicial do processo (t0). Em 

particular, a contagem da monocultura ST aumentou em 42 %, em média, no 

final do processo fermentativo. O mesmo comportamento ocorreu com a cultura 

LL, a qual teve, em média, aumento na contagem microbiológica de 32% no final 

do cultivo. Na cocultura binária, também houve aumento na contagem 

microbiana ao final do processo, sendo que, em média, as culturas ST e LL 

cresceram 12% e 14 %, respectivamente. Esses resultados conformam-se com 

as pesquisas de Ramchandra et al. (2010) e de Florence et al. (2012), que 

apontaram para a maior concentração celular da cepa de S. thermophilus e L. 

bulgaricus quando alcançado o pH 4,5, respectivamente. 
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Tabela 7 - Contagem microbiológica das culturas microbianas de Streptococcus 

thermophilus TA 040 (ST) e Lactococcus lactis CECT 4434 (LL) fermentadas em soro 

de leite, tanto em monocultura quanto em culturas mistas (ST-LL) com ou sem a 

suplementação de inulina a 37 ºC. 

 

Ensaios 

Contagens (LogUFC/mL) 

t0 tf 

ST LL ST LL 

0% de inulina     

1 5,87± 0,19
bc

 - 8,41± 0,20
j
 - 

2 - 6,25± 0,25
cde

 - 8,28± 0,22
j
 

3 6,30± 0,21
cdef

 6,23± 0,24
bcd

 6,89± 0,19
efgh

 7,14± 0,17
gh

 

2% de inulina     

1 6,13± 0,22
bcd

 - 8,38± 0,16
j
 - 

2 - 6,14± 0,23
bcd

 - 8,18± 0,15
j
 

3 7,31± 0,33
hi
 6,89± 0,25

fgh
 7,89± 0,20

ij
 7,45± 0,18

hi
 

4% de inulina     

1 4,89± 0,19
a
 - 7,21± 0,11

gh
 - 

2 - 5,63± 0,21
b
 - 7,36± 0,31

hi
 

3 6,89± 0,20
efgh

 6,65± 0,18
defg

 8,23± 0,13
j
 7,89± 0,28

ij
 

ST: Streptococcus thermophilus; LL: Lactococcus lactis; t0: tempo inicial da fermentação; tf: 
tempo final da fermentação em pH=4,5; UFC: Unidade Formadoras de Colônias. As diferentes 

letras mostram diferenças estatísticas de acordo com o teste de Tukey (  < 0,05). Ensaios 
realizados em triplicata.  

 
 

De modo geral, a inulina não afetou significativamente o crescimento 

celular das cepas utilizadas em monocultura no presente estudo. Em particular, 

a adição de 4% do ingrediente prebiótico reduziu em 1,2 LogUFC/mL e 0,92 

LogUFC/mL o crescimento de ST e LL (em monocultura), respectivamente.  

Por outro lado, quando utilizado cultivo das coculturas binárias, percebeu-

se ganho na contagem microbiológica nos ensaios que receberam a 

suplementação do polissacarídeo. Quando adicionados 2% e 4% de inulina, 

houve aumento de 1 LogUFC/mL e de 1,34 LogUFC/mL na contagem de ST, 

respectivamente. No caso da cepa LL em cocultura com ST, a suplementação 

de 2% e 4% do prebiótico aumentou em 0,31 LogUFC/mL e 0,75 LogUFC/mL, 

respectivamente. Esse efeito da inulina é condizente com os resultados de 

recentes pesquisas, no que concerne à clara ação benéfica do prebiótico sobre 

a viabilidade das cepas L. bulgaricus, L. acidophilus, Bifidobacterium lactis, 

cultivadas em cocultura, para a produção de leite fermentado probiótico e em 

outros produtos alimentares (Oliveira et al., 2012a; Oliveira et al., 2012b; Oliveira 

et al., 2012c; Oliveira et al., 2012d). 
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Ao compararmos os dados obtidos no presente estudo, no que diz 

respeito às contagens microbianas, valores similares foram encontrados por 

Grattepanche et al. (2007a) ao final da fermentação (valor de pH 4,8) no cultivo 

puro de L. diacetylactis UL719 a 38 ºC de 8,81 logUFC.mL-1, muito embora 

façam referência ao leite fermentado e não à fermentação em soro de leite. 

Tomando como base o limite mínimo (6,0 LogUFC/mL), recomendado por 

Tamine et al. (2005), nenhuma das culturas bacterianas testadas, neste 

trabalho, apresentou contagens inferiores ao valor prescrito para o final do 

processo fermentativo, tanto nos ensaios que não receberam a adição de inulina 

como nos que foram suplementados com o ingrediente prebiótico.  

 

 

5.3  Teores de lactose e de ácido lático  

 

A Tabela 8 mostra o consumo de lactose e a produção de ácido lático no 

final do cultivo dos micro-organismos S. thermophilus e L. lactis, tanto em 

monocultura como em cocultura binária.  

É importante frisar que a concentração da lactose inicial do soro de leite 

foi de 69,5 g/L. O consumo de lactose variou de 59,5 g/L (cocultura ST-LL sem 

suplementação de inulina) a 63,4 g/L (co-cultura ST-LL na presença de 4% de 

inulina). Portanto, o consumo de lactose foi de aproximadamente 10g/L durante 

o processo fermentativo para a cocultura ST-LL (sem suplementação de inulina). 

Esse resultado pode ser justificado devido à maior atividade metabólica exercida 

quando as cepas são cultivadas simultaneamente (Mayo et al., 2010; Oliveira et 

al., 2012a; Tabasco et al., 2014).  

No que diz respeito à produção de ácido lático, a adição de inulina (nas 

concentrações 2% e 4%) não influenciou positivamente na produção desse 

ácido orgânico quando utilizadas as monoculturas ST e LL, separadamente, no 

cultivo fermentativo. Por outro lado, tanto a adição do prebiótico como as 

coculturas binárias levaram à maior concentração de ácido lático (5,7 g/L). Esse 

resultado está em concordância com o obtido por Oliveira et al. (2012a, 2012c, 

2012d), que obtiveram maior produção de ácido lático na presença da inulina 

quando cultivadas as cepas Bifidobacterium lactis, Lactobacillus rhamnosus, L. 

bulgaricus e L. acidophilus em cocultura com S. thermophilus.  
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Em particular, nos cultivos em cocultura, se observou que houve menor 

consumo de lactose quando adicionada a inulina, seja na concentração de 2% 

como na adição de 4%. Provavelmente, a inulina foi a fonte preferencial de 

carbono da cocultura ST-LL.   

 
 
Tabela 8 - Concentração de lactose (gL-1) e lactato (gL-1) do soro de leite fermentado 

pela cultura pura de L. latis (LL) e S. thermophilus (ST) ou pela cocultura binária de L. 

latis com S. thermophilus (ST-LL) na ausência e na presença de inulina. No tempo final 

da fermentação (TpH4,5).  

 

Ensaios Lactose residual (g/L) Ácido lático (g/L) 

0% de inulina 

ST 60,58 ± 0,66a 3,54 ± 0,19ab 

LL 62,30 ± 0,32bd 3,76 ± 0,18a 

ST-LL 59,53 ± 0,40c 4,56 ± 0,10c 

2% de inulina 

ST 60,81 ± 0,27a 3,05 ± 0,06b 

LL 61,54 ± 0,64ab 3,17 ± 0,15b 

ST-LL   62,00 ± 0,32b 5,28 ± 0,27d 

4% de inulina 

ST 62,03 ± 0,17b 3,79 ± 0,17a 

LL 60,70 ± 0,19ac 3,94 ± 0,42ac 

ST-LL 63,37 ± 0,34d 5,71 ± 0,09d 

ST: Streptococcus thermophilus; LL: Lactococcus lactis; ST-LL: S. thermophilus em 
cocultura com L. lactis. As diferentes letras mostram diferenças estatísticas de acordo com 

o teste de Tukey (  < 0,05). Ensaios realizados em triplicata. Ensaios realizados em 
triplicata.  

 

A análise desses resultados demonstrou que a presença da inulina, 

durante a fermentação do soro de leite pela cepa L. lactis em cocultura com S. 

thermophilus, exibiu potencial simbiótico de forma a comprovar o incremento na 

concentração de ácido lático e, assim sendo, melhor qualidade organoléptica de 

produtos lácteos funcionais. Tal constatação está em conformidade com os 

trabalhos de pesquisa de Oliveira et al. (2012a; 2012c).   

Similarmente, Zalán et al. (2011) estudaram a produção de ácido lático, 

ácido acético e ácido succínico por diferentes cepas de Lactobacillus spp. 

cultivadas em meio MRS enriquecido com inulina. Os autores puderam 

comprovar que o referido prebiótico influenciou positivamente no metabolismo 
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destas cepas, além de aumentar significativamente a concentração dos ácidos 

orgânicos supracitados.  

Tabasco et al. (2014) evidenciaram a influência da utilização de 

frutooligossacarídeos e da cocultura ternária (S. thermophilus STY-31, L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus LBY-27 e L. acidophilus LA-5) na concentração de 

ácidos orgânicos, entre eles o ácido lático.  

 

 

5.4  Viscosidade do produto fermentado 

 

No que diz respeito à viscosidade do soro de leite fermentado pela 

monocultura S. thermophilus TA 040, os valores variaram de 5,52 mPa (sem 

adição de inulina) a 6,86 mPa (com a adição de 4% de inulina) (Figura 2).  

Esses dados estão em concordância com recentes pesquisas (Gentès et 

al., 2013; Prasanna et al., 2013; Costa et al., 2012; Abdi et al., 2012) que 

comprovam a habilidade da cepa S. thermophilus de sintetizar, de modo 

extracelular, os exopolissacarídeos, que proporcionaram o incremento da 

viscosidade em bebidas lácteas fermentadas. 

Resultados correlatos quanto ao efeito da produção de 

exopolissacarídeos por culturas microbianas iniciadoras podem ser 

depreendidos dos trabalhos de Mende et al. (2012 e 2014). Esses autores 

demonstraram que a cepa S. thermophilus pode ser empregada na fabricação 

de bebidas lácteas funcionais, com o intuito de aprimorar positivamente as 

propriedades reológicas, o perfil de acidificação, as propriedades físico-químicas 

e, por conseguinte, a qualidade organoléptica final desses produtos da indústria 

de laticínios.  
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Figura 2 - Avaliação reológica do soro de leite fermentado na ausência e na 

presença de inulina em monocultura (A) de Streptococcus thermophilus TA 040 

a 25 ºC e em cocultura S. thermophilus TA 040 com Lactococcus lactis CECT 

4434 (B) no final da fermentação no pH de 4,5. As diferentes letras mostram 

diferenças estatísticas de acordo com o teste de Tukey ( < 0,05). Ensaios 

realizados em triplicata.  
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García et al. (2013) reportaram que o emprego de culturas como 

Micrococcus, Geotrichum, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e 

Brevibacterium foi muito importante para assegurar a textura de queijo de cabra 

probiótico. 

É possível observar que a monocultura S. thermophilus TA 040 cultivada 

em soro de leite, na presença de inulina, incrementou a produção de 

exopolissacarídeos, assegurando valores de viscosidade superiores, se 

comparada ao cultivo sem suplementação. Por outro lado, não foi possível obter 

valores de viscosidade com a monocultura L. lactis. Segundo Oliveira et al. 

(2011), a cepa S. thermophilus é o principal micro-organismo responsável pela 

firmeza de iogurtes e leites fermentados probióticos. É por este motivo que esta 

bactéria é amplamente utilizada pela indústria de laticínios.  

O estudo realizado por Grosu-Tudor et al. (2013) reforça a dependência 

da suplementação de inulina à maior produção de exopolissacarídeos por BAL, 

principalmente o S. thermophilus. Essa constatação é coerente com o trabalho 

de Crispín-Isidro et al. (2015), no que se refere à influência da adição de 

diferentes concentrações de inulina em culturas iniciadoras de S. thermophilus, 

Lactobacillus delbrueckii subs. bulgaricus e L. lactis, para a produção de leite 

fermentado com teor reduzido de gorduras. Os autores identificaram aumento da 

viscosidade do produto linearmente proporcional à concentração de inulina 

suplementada.  

Por outro lado, Cruz et al. (2013) elaboraram um iogurte à base de leite 

cru enriquecido com o prebiótico rafinose e fermentado pelas culturas puras de 

S. thermophilus TA 040 e Lactobacillus bulgaricus LB 340.  Esses pesquisadores 

puderam constatar que a rafinose, na concentração acima de 2,5%, resultou em 

um produto final com características pseudoplásticas.  

Com relação ao soro de leite fermentado pela cultura L. lactis em 

cocultura com S. thermophilus (ST-LL), se constatou que a adição de 4% de 

inulina proporcionou, em média, aumento na viscosidade de aproximadamente 

23 % em relação aos demais tratamentos, tanto em monocultura como em 

cocultura binária. Esse resultado corrobora os obtidos por alguns autores, no 

que diz respeito à utilização de coculturas iniciadoras probióticas, a destacar o L. 

lactis em cultura mista com S. thermophilus, a fim de aprimorar as propriedades 
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reológicas de bebidas lácteas funcionais (Stijepic et al., 2012; Laneuville et al., 

2014; Prasanna et al., 2014).  

Espirito Santo et al. (2014) evidenciaram aumento na viscosidade, 

resultante da fermentação de coculturas probióticas, para a fabricação de 

mingau produzido tanto com leite de arroz como leite de soja, ambos 

enriquecidos com farelo de maracujá. Constatou-se, ainda, que as coculturas 

probióticas foram determinantes para redução do tempo de fermentação, em 

leite de soja e de arroz, e para a obtenção de um produto final com pH e 

viscosidade semelhantes às de um iogurte.  

 

 

5.5 Atividade antimicrobiana da bacteriocina 

 

Para fins de cálculo da atividade da nisina, associa-se a medida do halo 

(mm) de inibição à concentração da bacteriocina, medida em AU/mL, conforme 

metodologia descrita no trabalho de Jozala et al. (2015), representada, neste 

trabalho, por meio da curva de calibração da nisina na Figura 3. 

 

 

U
A

/m
L

Halo (mm)

 

Figura 3 - Curva de calibração associando concentração da nisina (UA/mL) em relação 

ao diâmetro do halo de inibição. 
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Os cultivos de L. lactis subsp. lactis CECT 4434 como cultura pura e em 

cocultura S. thermophilus TA 040 resultaram na produção de nisina capaz de 

inibir a cepa bioindicadora Lactobacillus sakei ATCC 15521. Na Figura 4, 

podem-se observar os halos de inibição.  
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Figura 4 - Halos de inibição obtidos por Lactococcus lactis CECT 4434 em cultura pura 

(A) e em cocultura com Streptococcus thermophilus TA 040 (B) frente à cepa 

bioindicadora Lactobacillus sakei ATCC 15521. A determinação da atividade 

antimicrobiana foi obtida no final do cultivo em soro de leite sem e com adição de 2% de 

inulina.   
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A atividade antimicrobiana da nisina expressa na cultura pura L. lactis 

CECT 4434 sem a suplementação de inulina foi de 0,46 Log UA/mL. Com a 

suplementação de 2 e 4% de inulina, notou-se que a atividade antimicrobiana foi 

de 0,82 Log UA/mL (Figura 3 A).  

O resultado supracitado corrobora o estudo de Jozala et al. (2015), no 

que se refere ao potencial bacteriocinogênico de L. lactis. Nesta pesquisa, os 

autores verificaram a atividade antimicrobiana da nisina (extrato bruto) na ordem 

de 1 Log AU/mL. Após o processo de purificação, utilizando a técnica de 

cromatografia de interação hidrofóbica, alcançou-se valor de 3 Log AU/mL. Em 

estudo anterior, Jozala et al. (2007) utilizaram leite desnatado diluído como meio 

de cultivo alternativo e obtiveram valores de atividade antimicrobiana da nisina 

produzida por L. lactis ATCC 11454 em torno de 1,9 Log AU/mL frente ao L. 

sakei ATCC 15521.  

O emprego da cepa L. lactis na produção de nisina e na ação inibitória 

contra uma variedade de bactérias patogênicas, como Listeria monocytogenes, 

Clostridium difficile e Clostridium beijerinckii, foi evidenciado em diferentes 

pesquisas (Coelho et al., 2014; Kondepudi et al., 2012; Garde et al., 2011; 

Taniguchi et al., 2010). 

Quando analisada a expressão da nisina de L. lactis CECT 4434 em 

cocultura com Streptococcus thermophilus TA 040, sem a adição de inulina 

(Figura 3B), observou-se valor de aproximadamente 0,30 Log UA/mL; ou seja, 

35% menor em relação à cultura pura. Por outro lado, quando foram adicionados 

2% de inulina no meio de cultivo contendo as coculturas binárias, observou-se 

aumento de 102% na atividade antimicrobiana, quando comparada com a 

cultura pura (0,46 Log UA/mL), e de 210%, quando comparada com a cocultura 

binária, no cultivo sem suplementação de inulina (0,30 Log UA/mL). Notou-se 

que a adição de 4% de inulina não aumentou a produção de nisina na cultura 

pura, sendo que, na cocultura binária, houve queda de aproximadamente 12 % 

na produção desse peptídeo antimicrobiano. Esse fato pode ser justificado, pois 

a inulina em quantidades elevada pode causar repressão catabólica do micro-

organismo (Oliveira et al., 2012). No presente trabalho, a concentração de 2% do 

polissacarídeo foi suficiente para potencializar a produção de nisina.  

Balciunas et al. (2016) estudaram o efeito da adição de inulina em soro de 

leite, como meio de cultivo alternativo, na produção de bacteriocina por 
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Bifidobacterium lactis. No trabalho, a adição de 1% do ingrediente prebiótico foi 

o suficiente para aumentar a produção de peptídeo antimicrobiano em 30 %. 

Em certas bactérias láticas, assim como em algumas bifidobactérias, os 

prebióticos conseguem estimular o crescimento celular, assim como aumentar a 

produção de metabólitos primários. Provavelmente, a inulina aumentou a 

produção de nisina em Lactococcus lactis devido à ação da enzima inulinase, a 

qual hidrolisa estes polímeros de frutose. Alguns autores já reportaram a 

hidrólise de inulina pela ação desta enzima (Oliveira et al., 2012a; Mayo et al., 

2010; Petrova et al., 2015; Shi et al., 2012).  

0,30 0,820,93

0,46 0,82 0,82

Log AU/mL

Log AU/mL

 

Figura 5 - Atividade antimicrobiana da nisina produzida por Lactococcus lactis CECT 

4434 em cultura pura (A) e em cocultura com Streptococcus thermophilus TA 040 (B). 

Legendas:  (0% de inulina);  (2% de inulina);  (4% de inulina). 

 

Grattepanche et al. (2007b) reportaram que a produção de nisina Z foi 

aumentada devido à relação simbiótica de coculturas iniciadoras. Em particular, 

estes autores constataram que a concentração do peptídeo antimicrobiano 
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dobrou-se com o uso da cultura Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. 

diacetylactis UL719 em cocultura com Lactobacillus rhamnosus RW-9595 M e L. 

lactis subsp. cremoris. Tal resultado pode ser explicado devido ao aumento da 

atividade proteolítica proporcionado pela simbiose entre as coculturas ternárias.  

Em contrapartida, o estudo dirigido por Domínguez-Manzano et al. (2013), 

sobre a produção de bacteriocinas com a utilização da combinação das cepas 

de Lactobacillus plantarum NC8C em cocultura Enterococcus faecium 6T1a, 

revelou o efeito negativo da atividade da nisina. Os autores da pesquisa 

defenderam que a correta seleção de culturas iniciadoras probióticas deve ser 

levada em conta, a fim de se obter adequada expressão da bacteriocina e, 

assim sendo, propiciar melhor qualidade do produto fermentado.  

O resultado do papel da inulina na produção de bacteriocina, exibido no 

presente trabalho de pesquisa, está de acordo com Pranckute et al. (2014). 

Esses autores comprovaram que a combinação de Lactobacillus spp. e 

Lactoccocus spp., cultivados em meio MRS, juntamente com os prebióticos 

palatinose, inulina e α-ciclodextrina, potencializaram a produção de nisina.  

É válido salientar que a utilização do soro de leite com o propósito de 

produzir biomoléculas de alto valor agregado, como a nisina, reduzindo custos 

de bioprocessos, foi evidenciada em diversas pesquisas (Bali et al., 2014, 2016; 

Demers-Mathieu et al., 2013; Mitra et al., 2010; Wolf-Hall et al., 2009). Em 

particular, o uso de subprodutos da indústria de alimentos, tais como soro de 

leite, soro de extrato de soja, milho condensado solúvel, resíduos de batatas, 

resíduos do processamento de mexilhões, resíduos musculares e viscerais de 

peixes, provaram ser eficientes na produção de nisina a custo menor – quando 

comparado aos meios de cultivo sintéticos. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 O cultivo das coculturas binárias (ST-LL) em soro de leite apresentou a 

maior taxa de acidificação, atingindo (Vmax=7,93 x 10-3 upH/min), e o 

menor tempo para atingir essa taxa (tVmax=1,13 h). 

 A adição de 2% de inulina favoreceu o menor tempo de fermentação, 

quando utilizada a cocultura binária (4,43 h). 

 Nos cultivos que não receberam a suplementação de inulina, a contagem 

microbiológica das monoculturas ST e LL aumentou em 42 % e 32%, em 

média, no final do processo fermentativo, respectivamente. Quando 

utilizada a cocultura binária ST-LL, houve aumento, ao final do cultivo, de 

12% (ST) e de 14% (LL), em média.  

 Nas monoculturas, a inulina não afetou significativamente o crescimento 

celular, sendo que a adição de 4% do ingrediente prebiótico reduziu em 

1,2 LogUFC/mL e 0,92 LogUFC/mL o crescimento de ST e LL, 

respectivamente.  

 Nos cultivos em cocultura, a suplementação de 2% e 4% de inulina 

aumentou em 1 LogUFC/mL e em 1,34 LogUFC/mL a contagem de ST, 

respectivamente. No caso da cepa LL, a mesma suplementação 

proporcionou aumento de 0,31 LogUFC/mL e 0,75 LogUFC/mL, 

respectivamente.  

 Em monocultura, a adição de inulina não influenciou positivamente na 

produção de ácido lático, mas em coculturas binárias (ST-LL), o 

ingrediente prebiótico proporcionou a maior concentração desse ácido 

orgânico (5,7 g/L).   

 Observou-se que tanto o efeito sinérgico da cocultura (ST-LL) como a 

adição de inulina proporcionaram aumento de 23% na viscosidade do 

produto fermentado.  

 No cultivo realizado pelas coculturas binárias, a concentração de 2% de 

inulina aumentou em 102% a atividade antimicrobiana da nisina, quando 

comparada com a cultura pura LL. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

a) Publicações: os resultados serão publicados em revistas internacionais de 

alto impacto técnico-científico no SCI Journal Citation Reports (JCR), 

principalmente dentro do título: 

“Ciência e Tecnologia de Alimentos”: Journal of Food Science (JCR2015: 1,696); 

Journal of the Science of Food and Agriculture (JCR2015: 1,714); Food 

Technology and Biotechnology (JCR2015: 0,920); Cyta – Journal of Food (JCR: 

0,824). 

 

b) Estudar o metabolismo das cepas probióticas pesquisadas.  

 

c) Avaliar, com auxílio de planejamento fatorial fracionado, com adição de 

três ensaios nos pontos centrais, a influência das variáveis (pH; concentração de 

inulina e lactulose; e temperatura) nos cultivos conduzidos em sistema de 

fermentação CINAC. 

 

d) Estudar a atividade antimicrobiana da nisina frente a diferentes 

bioindicadores, como: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas 

aeuroginosa (ATCC 9721), Listeria monocytogenes (ATCC 13932) e 

Staphylococus aureus (ATCC 10390). 

  

e) Propor um método de purificação da nisina utilizando métodos 

cromatográficos em coluna de exclusão molecular Superdex peptide (GE 

Healthcare), sendo que a pureza de fração ativa será determinada por 

cromatografia de fase reversa em coluna C18 (Vydac).  

 

f) Propor um método de extração e purificação de exopolissacarídeos 

sintetizados por Streptococcus thermophilus através da técnica de cromatografia 

de exclusão molecular.  
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ANEXO 2 

Resumos 

 

Resumo apresentado no 28º Congresso Brasileiro de Microbiologia 2015  

 

Acidification Kinetic and growth of Streptococcus thermophilus TA 040 and 

Lactococcus lactis CECT 4434 from whey 

Abstract 

Whey is a by-product of dairy industry which has a high nutritional value. 

Therefore, it would be of great interest to exploit this waste as a fermentation 

medium for the production of high value biomolecules. In Brazil, it is estimated 

that approximately 50% of whey are improperly discarded, causing the pollution 

of rivers and water sources due to its high content of organic matter.  On the 

other hand, studies have been reported the probiotic properties of Lactococcus 

lactis. As a result, L. lactis as well as Streptococcus thermophilus have been 

proposed for starter culture preparations in dairy industry. In this context, we 

examined the acidification kinetic and growth of S. thermophilus TA 040 and L. 

lactis CECT 4434 using whey as a culture medium. Cultures of L. lactis and S. 

thermophilus were inoculated into 100 mL of whey and the initial average count 

of each inoculum was approximately 108 UFC/mL. After inoculation, the samples 

were incubated in the Cinétique d`acidification (CINAC) fermentation system. The 

kinetic parameters, particularly maximum acidification rate (Vmax), time to reach 

pH 5.0 (tpH5.0) and to complete the fermentation (tpH4.5) were determined. the time 

for S. thermophilus and L. lactis to complete fermentation (i.e., when the pH 

reached 4.5) was 13.8, 7.9 and 49.2 % shorter than without inulin, respectively. 

In particular, the Vmax values were 9.63x10-3 pH units/min and 5.29x10-3 for L. 

lactis subsp. lactis S. thermophilus, respectively. As expected, the shortest 

fermentation time (tpH4.5=5.33 h) was obtained by L. lactis. The counts of L. lactis 

and S. thermophilus were about 1.7x108 CFU/mL and 1.9 x108 CFU/mL, 

respectively. These fermentations were mainly characterized by a partial 

consumption of lactose and formation of lactic acid as a main product of the 

fermentation. It can be concluded that whey can be used as a culture medium 

with additional carbon source thus providing the power supply needed for the 
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fermentation product of the microbial cultures studied, the CECT 4434 L. lactis 

subsp. lactis  and S. thermophilus TA 040. 

This work dealt with the effect of whey as a culture medium to improve the quality 

of dairy fermented products 

Key-words: lactic acid bacteria, acidification kinetic, whey  

 

 



100 
 

Resumo apresentado sob forma de exposição oral no XXII Congreso 

Latinoamericano de Microbiología y 4 Congreso Colombiano de 

Microbiología  

 

Influencia de prebióticos en el crecimiento celular del Lactococcus lactis 

subsp. lactis CECT 4434 

Resumen 

La influencia de los prebióticos, en el crecimiento celular de las bacterias 

ácidolácticas (BAL), viene generando cada vez mayor interés.  Esta 

investigación tuvo como objetivo evaluar la influencia de ingredientes prebióticos 

en la velocidad específica máxima de crecimiento (µmax) y en el tiempo de 

generación (tg) de la cepa de Lactococcus lactis subsp. lactis CECT 4434. La 

cepa, adquirida de la Colección Española de Cultivos (CECT), fue cultivada en 

medio MRS (Man, Rogosa and Sharpe) suplementado o no (control) con 

frutooligossacarídeos (MRS+FOS), polidextrose (MRS+PD) e inulina (MRS+IN). 

Los cultivos fueron conducidos en shaker, en las condiciones de 100 rpm de 

agitación por 12 h/30 °C. Las muestras fueron recogidas cada 2 horas, durante 

12 horas, y posteriormente cada 12 horas, totalizando 48 horas de cultivo. El 

proceso de monitorización del  crecimiento celular investigó la relación entre 

D.O. (600 nm) y masa seca (g/mL), obtenida después de la filtración del caldo de 

cultivo en membrana de 0,22 µm (Millipore). A través de esta relación se llegó a 

las ecuaciones: ; .  La 

fase exponencial de crecimiento de la cepa L. lactis subsp. lactis CECT 4434 

ocurrió en un intervalo de 2 a 8 horas para MRS, MRS+FOS, MRS+PD y 

MRS+IN, presentando la masa seca el valor medio de 0,7358; 0,7154; 0,7581 e 

0,9481 (g/L), respectivamente; ya la µmax tuvo como resultados 0,14 h-1, 0,48 h-1, 

0,67 h-1, 0,69 h-1, e o tg, 2,65 h, 1,42 h, 1,08 h e 1,06 h. Los prebióticos causaron 

un aumento de la µmax de la cepa de L. lactis subsp. lactis CECT 4434 y, 

consecuentemente, la disminución del tg del microorganismo.   
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Resumo apresentado na XIX Semana Farmacêutica de Ciência e Tecnologia 

(FCF/USP) e publicado no Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. 

Vol. 50, Suppl. 1, 2014. 

 

Cellular growth of Lactococcus lactis subsp. lactis CECT4434 in synthetic 

broth 

Introduction and Objectives 

The species Lactococcus lactis, members of the lactic acid bacteria (LAB), are 

generally regarded as safe (GRAS) and, commonly used in the elaboration of 

dairy products, which gives them both characteristic flavor and texture, besides 

improving their microbiological quality.  

The main objective of this research was to determine the maximum specific 

velocity of growth (µmax) for the strain Lactococcus lactis subsp. lactis CECT 4434 

in MRS. 

 

Material and Methods 

The strain Lactococcus lactis subsp. lactis CECT 4434, acquired from the 

Spanish Type Culture Collection (CECT), was cultivated in MRS (Man, Rogosa 

and Sharpe), in shaker, under 100 rpm of agitation speed by 12 hours in 30 °C 

from 100 µL of the stock culture. Samples were collected each 2 h, for 12 h, and, 

afterwards, each 12 h, totalizing 34 h of cultivation. The growth determination 

was monitored through the relationship between D.O. (600 nm) and dry weight 

(mg/mL), obtained from the filtering of the cultivation broth in membrane of 0,22 

µm (Millipore), resulting in the following equation: . 

Therefore, the maximum velocity of growth was determined by the relation 

between LN of dry mass (mg/mL) versus the time (h) expressed in the equation: 

. 

 

Results and Discussions  

The exponential phase of the strain L. lactis subsp. lactis CECT 4434’s growth in 

synthetic MRS happened between a 2 to 8 h gap with µmax of 0,14 h-1 and 

generation time (tg) of 2,65 h. 
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These are similar results compared to the ones found by Jozala (2011), whose 

experiment obtained maximum population of L. lactis in synthetic MRS within the 

first 9 h of cultivation, maintained in stagnate phase until 48 h of incubation.  

  

Sponsor Agencies: CAPES; FAPESP   
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Resumo apresentado no Congresso Farmacêutico da UNESP/Araraquara 

 

Curva de calibração e a atividade antimicrobiana da nisina  

 

Introdução  

A nisina é um importante agente antimicrobiano com ampla utilização industrial, 

e vem sendo empregada comercialmente para a bioconservação de alimentos 

(Cao-Hoang et al., 2010). Esta biomolécula apresenta atividade bactericida 

contra um amplo espectro de bactérias Gram positivas, incluindo as 

esporogênicas dos gêneros Bacillus e Clostridium (Collins et al., 2010; Cotter et 

al., 2005; Delve-Broughton, 2005). A habilidade da nisina como composto 

antimicrobiano fez com que esta biomolécula ganhasse interesse comercial por 

ser considerada segura na indústria de alimentos generally recognized as safe 

(GRAS) (Mayo et al., 2010). No Brasil, em 1996, o Ministério da Saúde autorizou 

seu emprego em queijos na concentração de até 12,5 mg.kg (Nascimento et al., 

2008). 

 

Objetivo  

O objetivo deste trabalho de pesquisa foi avaliar o efeito antimicrobiano da nisina 

frente ao micro-organismo Lactobacillus sakei através de uma curva de 

calibração.  

 

Metodologia  

A determinação de atividade da nisina foi realizada pelo método de difusão em 

ágar previamente descrito por Montville (1992). A curva associando a produção 

de nisina em UA (unidades arbitrárias) em função do diâmetro do halo de 

inibição foi obtida a partir de incubação da placa contendo a célula sensível de 

Lactobacillus sakei em estufa a 37 ºC por 24 horas. As amostras foram 

padronizadas a pH=6,5 com NaOH 0,1N e, posteriormente 50 µL destas foram 

aliquotadas em poços de aproximadamente 3 mm de diâmetro. O preparado das 

soluções foi realizado dissolvendo 0,1 g, 0,5 g, 1,0 g e 1,5 g de Nisaplin® em 50 

mL de HCL 0,02N, adicionada com 0,75% (m/v) de NaCL. As soluções foram 

esterilizadas a 121 ºC por 15 min. A medida do halo de inibição fornece uma 

estimativa da concentração da nisina em AU por mL (unidades arbitrárias por 
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mililitro). Para a modelagem da curva de calibração, associou-se a concentração 

da nisina através do diâmetro do halo de inibição. Sendo que para o cálculo foi 

utilizada a fórmula:  

  

Onde:  é o  da potência da bacteriocina testada. 

 

Resultados e discussão  

Os resultados da análise da curva de calibração da nisina por intermédio do 

diâmetro do halo de inibição calculado empregando a fórmula descrita em 

Metodologia.  Os resultados permitem demonstrar que houve uma relação de 

proporcionalidade da concentração da Nisaplin® com o diâmetro do halo de 

inibição. Os resultados da análise evidenciaram que houve influência da 

concentração de Nisaplin® na amplitude do halo de inibição. As concentrações 

de Nisaplin® testadas foram de 0,1g; 0,5g; 1,0g e 1,5g. Os halos de inibição 

obtidos foram de 0,105 cm; 0,116 cm; 0,126 cm e 0,177cm, respectivamente. A 

medida do halo de inibição forneceu uma estimativa do potencial antimicrobiano 

da bacteriocina testada em AU por mL (unidades arbitrárias por mililitros). 

Portanto, o composto Nisaplin® pode ser utilizado como um antimicrobiano para 

a biopreservação de alimentos.  

Palavras-chave: nisina, atividade antimicrobiana, Lactobacillus sakei. 

Apoio financeiro: Capes  
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ANEXO 3 

Artigo publicado  

 

FARINHA, L.R.L., SABO, S.S., PORTO, M.C.W., SOUZA, E.C., OLIVEIRA, M.N., 

OLIVEIRA, R.P.S. Influence of prebiotic ingredients on the growth kinetics and 

bacteriocin production of Lactococcus lactis. Vol. 43, 2015. DOI: 

10.3303/CET1543053. 

 



106 
 

 

 



107 

 

 

 

 

 

 

 



108 
 

 

 

 

 

 



109 

 

 

 

 

 

 



110 
 

 

 

 

 

 

 



111 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



112 
 

ANEXO 4 

Ficha do aluno 
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ANEXO 5 

Autorização de dispensa do Comitê de Ética 

 

 

 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

Departamento de Tecnologia Bioquímico-Farmacêutica 

Av. Prof. Lineu Prestes, n° 580, B.16 
05508-000- Cidade Universitária- São Paulo/SP 

Tel: 00 55 11 3091 0508 
Fax: 55 11 3815 6386 

 

DECLARAÇÃO DE DISPENSA DE AUTORIZAÇÂO DE COMITÊ DE ÉTICA 

São Paulo, 19 de maio de 2016 

 

Eu, Luiz Rogério Ludwig Farinha N° USP 8816623, aluno do 

Departamento de Tecnologia Bioquímico-Farmacêutica na área de 

Tecnologia das fermentações, sob orientação do Prof. Dr. Ricardo 

Pinheiro de Souza Oliveira, venho pelo presente, afirmar que o projeto 

de pesquisa intitulado como “Efeito da composição de bactérias láticas 

e da suplementação do soro de leite na cinética de acidificação, 

crescimento celular e produção de nisina, dispensa a autorização pelo 

Comitê de Ética visto que não serão envolvidos animais ou seres 

humanos para a realização dos experimentos. 

 

Ass. Aluno:                                                             Ass. Orientador: 
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ANEXO 6 

Informações para os membros de bancas julgadoras de 

mestrado/doutorado 

 

 


