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Resumo 

 O charque é um produto cárneo tipicamente brasileiro, salgado e seco ao sol, ainda 

produzido de maneira artesanal. Durante sua produção há uma etapa de fermentação, realizada 

pela microbiota naturalmente presente na matéria-prima, o que dificulta a padronização do 

produto, e pode influenciar negativamente em suas características sensoriais e qualidade 

microbiológica. O controle da etapa de fermentação do charque seria uma alternativa para 

minimizar este problema e, neste contexto, as bactérias láticas produtoras de bacteriocinas se 

enquadram de forma interessante. A microbiota autóctone de charque inclui principalmente 

bactérias láticas e micro-organismos halofílicos e halotolerantes, sendo assim, este produto 

apresenta potencial como fonte para o isolamento de novas bactérias láticas produtoras de 

bacteriocinas. Assim, este trabalho teve por objetivo isolar e identificar culturas de bactérias 

láticas produtoras de bacteriocinas naturalmente presentes no charque, caracterizar parcialmente 

as bacteriocinas produzidas por essas culturas, avaliar seu potencial de aplicação neste produto 

para a melhoria de sua qualidade microbiológica e avaliar seu efeito na ecologia microbiana do 

charque, nas diferentes etapas de sua fabricação. Através da técnica de tripla camada em ágar foi 

isolada uma cepa de Lactococcus lactis subsp. lactis apresentando o gene codificador para nisina 

Z e com capacidade de inibir, in vitro, micro-organismos medianamente e altamente 

halotolerantes isolados de charque, além de outros micro-organismos deteriorantes e patogênicos 

importantes em alimentos, como Lactobacillus spp., Listeria monocytogenes e Staphylococcus 

aureus. A bacteriocina produzida pela cepa isolada neste estudo também possui características 

interessantes para sua aplicação na bioconservação de alimentos, como resistencia ao calor, 

presença de agente químicos e altos teores de NaCl, além de não ser afetada pelo pH. A aplicação 

dessa cepa em charque modelo resultou na redução de até 2 ciclos log na população de micro-

organismos halotolerantes, indicando apresentar um potencial de aplicação como agente de 

bioconservação do produto. Os ensaios de avaliação da ecologia microbiana, empregando DGGE, 

indicaram que a fermentação natural do charque ocorreu com a participação de bactérias láticas 

dos gêneros Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus e de micro-organismos halotolerantes do 

gênero Staphylococcus. Além disso, os estudos referentes à dinâmica populacional demonstraram 

que a adição da cepa bacteriocinogênica ao charque não influenciou, de forma qualitativa, as 

populações presentes no produto.  

Palavras-chave: charque; bioconservação; bactérias láticas; bacteriocinas; 16S rDNA; DGGE. 
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Abstract 

 Charqui is a Brazilian traditional meat product, salted and sun-dried, still manufactured 

without control of the fermentation step, which is performed by the indigenous microbiota. This 

fact interferes on the standardization of the product and can negatively affect the sensorial 

properties and microbiological quality. The application of a known microbiota would be an 

alternative to minimize this problem and the bacteriocin-producing lactic acid bacteria can can fit 

in this purpose. The charqui indigenous microbiota mainly includes lactic acid bactéria and 

halophilic and halotolerant microorganisms, therefore, this product presents a potencial as a 

source for the isolation of new bacteriocin-producing lactic acid bacteria. The aim of the present 

work was to isolate and identify bacteriocin-producing lactic acid bacteria from charqui, 

characterize the bacteriocins produced by the isolated culture, evaluate its potential as 

biopreservative in charqui and its influence on the microbial populations during the manufacture 

of the product. A bacteriocinogenic Lactococcus lactis subsp. lactis strain was isolated from 

charqui through the triple-layer agar technique. This strain produces a nisin-like bacteriocin 

capable to inhibit in vitro medium and highly halotolerant bacteria isolated from charqui and 

other food-borne pathogenic and spoilage microorganisms. The application of this strain for 

charqui manufacturing caused a reduction of up to 2 log in the halotolerant bacteria population, 

evidencing its potential application for charqui biopreservation. Studies in the populational 

dynamics using DGGE indicated that the presence of the bacteriocinogenic strain did not affect 

the microbial populations in the product. 

  

Keywords: charqui, biopreservation; lactic acid bacteria, bacteriocins, 16S rDNA; DGGE.
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1. Introdução 

 

1.1 Charque 

Os produtos cárneos são excelentes substratos para o desenvolvimento de micro-

organismos, devido a uma série de fatores favoráveis, como pH pouco ácido, alta atividade de 

água e disponibilidade de nutrientes. A mistura de diferentes tipos de ingredientes e intenso 

manuseio aumentam a probabilidade de contaminação com micro-organismos indesejáveis 

(Samelis et al., 2005; Gálvez et al., 2008; Argiry et al., 2010). Para minimizar a multiplicação 

desses micro-organismos nos alimentos, pode-se aplicar a tecnologia dos obstáculos descrita por 

Leistner (2000), que se baseia na utilização simultânea de mais de uma forma de controle 

microbiano nos alimentos, como salga, acidificação e processamento térmico, para a obtenção de 

produtos estáveis à temperatura ambiente, com longa vida útil e seguros à saúde dos 

consumidores (Shimokomaki et al., 2006). A utilização de múltiplos fatores antimicrobianos 

diminui a probabilidade de multiplicação dos micro-organismos devido ao aumento do gasto 

energético que leva à morte (Jofré et al., 2008). Um bom exemplo de produto cárneo produzido 

utilizando-se a tecnologia dos obstáculos é o charque. 

O charque é um produto cárneo, salgado e seco ao sol, tipicamente brasileiro. Uma 

variação deste produto é o jerked beef que, além de seco e salgado, é adicionado de nitrito de 

sódio e embalado a vácuo (Torres et al., 1994; Shimokomaki et al., 1998; Pinto et al., 2002; 

Youssef et al., 2003). As etapas de produção de charque incluem desossa, salga úmida, salga 

seca, tombos, lavagem e secagem ao sol. Todo o processo dura aproximadamente 15 dias, 

dependendo das condições climáticas (Torres et al., 1994). Segundo a legislação brasileira, o 

charque deve conter entre 40-50% de umidade e 10-20% de sal na porção intramuscular (Brasil, 

1997) e seu valor final de atividade de água deve estar em torno de 0,70-0,75 (Torres et al., 1994; 

Shimokomaki et al., 1998). Já o jerked beef deve conter 55% de umidade, 50 ppm de nitrito de 

sódio, 18% de sal e valor final de atividade de água de 0,78 e ser embalado a vácuo (Brasil, 

2000). O valor final de atividade de água encontrado no charque caracteriza-o como um produto 

cárneo com umidade intermediária, que se mantém microbiologicamente estável por longos 

períodos (aproximadamente seis meses) sem a necessidade de conservação sob refrigeração 

(Garcia et al., 2001; Lara et al., 2003; Youssef et al., 2007). Nessas condições, os micro-
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organismos deteriorantes e também importantes patógenos como Clostridium botulinum e 

Staphylococcus aureus são inibidos (Lara et al., 2003). 

 Embora a secagem e salga da carne sejam tecnologias aplicadas milenarmente para a 

conservação deste alimento, o charque ainda é produzido de maneira artesanal, o que pode 

comprometer a qualidade microbiológica, além de dificultar a padronização do produto final. As 

altas concentrações de sal do charque podem favorecer a multiplicação de halobactérias que, em 

alguns casos, provocam deterioração do produto acarretando prejuízos aos fabricantes. Algumas 

espécies de halobactérias, como Halobacterium cutirubrum, produzem um pigmento de 

coloração vermelha, causando a deterioração conhecida popularmente como “vermelhão”, 

caracterizada pela alteração de odor e aparecimento de limosidade e manchas vermelhas na 

superfície do produto. 

Durante a produção de charque ocorrem modificações na composição da microbiota, 

sendo que no produto final observa-se o predomínio de bactérias halofílicas e halotolerantes, 

principalmente as fermentadoras como Staphylococcus xylosus (Shimokomaki et al., 1998; Pinto 

et al., 2002). Em estudos realizados por Shimokomaki et al. (1998), observou-se que a microbiota 

presente em amostras de jerked beef ao final do processamento apresentou-se bastante 

semelhante àquela encontrada em produtos cárneos fermentados produzidos na Europa, 

corroborando com a idéia de que ocorre uma etapa de fermentação durante a produção deste 

produto. A descoberta da ocorrência de fermentação na carne durante o processamento do 

charque trouxe consequências para a indústria processadora, tornando possível propor mudanças 

na tecnologia de produção, controlando-se esta etapa, com o objetivo de melhorar e padronizar a 

qualidade do produto (Pinto et al., 2002).  

 

1.2 Fermentação de produtos cárneos 

A fermentação constitui o mais antigo método de conservação de alimentos e bebidas por 

longos períodos. Alimentos fermentados fazem parte da dieta regular da população mundial e são 

inúmeros os exemplos de produtos fermentados preparados empregando-se bactérias láticas como 

culturas iniciadoras (starter cultures), incluindo produtos cárneos como charque, linguiças, 

salames e outros embutidos, que apresentam variações na matéria-prima, formulação e processo 

de fabricação de acordo com os costumes e hábitos de diferentes países e regiões. Quando estes 
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produtos são fabricados de maneira artesanal, a fermentação é realizada pela microbiota 

naturalmente presente na carne. Esses micro-organismos têm origem no abate e no ambiente de 

fabricação, e suas populações podem aumentar durante o processamento (Talon et al., 2007). 

Os principais micro-organismos responsáveis pela fermentação de produtos cárneos 

enquadram-se em dois grupos: as bactérias láticas, particularmente Lactobacillus spp. com 

destaque para Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus e Lactobacillus sakei e os cocos 

Gram-positivos coagulase-negativa, especialmente Staphylococcus e Kocuria spp. também com 

destaque para Staphylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus (Aymerich et al., 2003; 

Papamanoli et al., 2003; Rantsiou et al., 2005, Talon et al., 2007). Nos processos fermentativos 

as bactérias láticas são responsáveis pela produção de ácido lático, contribuem para o sabor 

característico e ainda podem produzir compostos antimicrobianos como as bacteriocinas (Deegan 

et al., 2006; Najjari et al., 2008). Já os cocos Gram-positivos coagulase-negativa contribuem para 

o aparecimento e estabilidade da coloração vermelha através da atuação da nitrato redutase com 

formação de nitrosomioglobina. Além disso, a redução do nitrato a nitrito por estas bactérias 

contribui para a diminuição na oxidação lipídica (Rantsiou et al., 2005). 

A etapa de fermentação nos produtos cárneos é aquela em que ocorre a maior parte das 

modificações bioquímicas e físico-químicas que determinam as características sensoriais do 

produto final, principalmente nos atributos de textura e sabor (Hu et al., 2007). Alguns eventos 

que ocorrem durante o processamento, como lipólise, proteólise e oxidação lipídica, são bastante 

influenciados pela microbiota presente durante o processo (Shimokomaki et al., 1998; Ammor e 

Mayo, 2007; Fontán et al., 2007). Lizaso et al. (1999) observaram que as altas contagens de 

bactérias láticas e Micrococcus, presentes durante a fermentação de salsichón, foram 

responsáveis pelo aumento nos níveis de aminoácidos livres e no índice de peróxido, além da 

diminuição na solubilidade protéica e na porcentagem de ácidos graxos polinsaturados livres. Já 

Comi et al. (2005) caracterizaram a microbiota presente em linguiças fermentadas naturalmente 

produzidas na Itália e encontraram altas contagens de bactérias láticas, Micrococcus e 

Staphylococcus. Entre as bactérias láticas isoladas, observou-se predominância de Lactobacillus 

curvatus e Lactobacillus sakei. Foi encontrado também elevado número de Enterococcus faecalis 

que, segundo os autores, podem desempenhar importante papel na definição de algumas 

características sensoriais do produto final. Aymerich et al. (2003) também avaliaram a microbiota 

presente em linguiças fermentadas produzidas artesanalmente e encontraram predominância de 
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Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sakei, Staphylococcus xylosus e 

Enterococcus faecium. A participação de diferentes micro-organismos nos processos de 

fermentação origina produtos com características sensoriais distintas. Desta forma, o 

conhecimento e o controle da microbiota presente na matéria-prima e durante o processamento 

são essenciais para a garantia da qualidade microbiológica e padronização das características 

sensoriais do produto final (Aymerich et al., 2003; Rantsiou et al., 2005; Bello et al., 2010; Tu et 

al., 2010). 

 

1.3 Bioconservação de produtos cárneos 

A bioconservação é uma tecnologia que visa aumentar a vida útil e a inocuidade de 

alimentos através da utilização de micro-organismos ou de seus produtos metabólicos que 

possuam propriedades antimicrobianas, como ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio, enzimas 

e bacteriocinas (Lücke, 2000; Greer e Dilts, 2006; Castellano et al., 2008). O principal grupo de 

micro-organismos relacionado com bioconservação de produtos cárneos é o das bactérias láticas, 

cuja atividade antimicrobiana pode ser atribuída, em parte, à produção de bacteriocinas (Greer e 

Dilts, 2006; Ouwenhand e Vesterlund, 2007). Como vantagem adicional, muitas bactérias láticas 

são consideradas pela Food and Agriculture Organization (FAO) como seguras para a aplicação 

em alimentos (GRAS – Generally Recognised as Safe) e os peptídeos antimicrobianos 

produzidos por elas são facilmente quebrados pelas proteases digestivas, não afetando a 

microbiota intestinal (Castellano et al., 2008). 

A aplicação de bactérias láticas bacteriocinogênicas na fabricação de produtos cárneos 

fermentados também pode ser uma forma de controlar a microbiota presente durante a 

fermentação, inibindo a multiplicação de micro-organismos indesejáveis através de competição 

ou pela produção de agentes antimicrobianos. A adição de bactérias láticas a produtos cárneos 

pode ser considerada um método de conservação natural, uma vez que estas bactérias fazem parte 

da microbiota autóctone na carne e constituem a microbiota predominante durante o 

armazenamento. Essas características são importantes quando se observa o comportamento atual 

dos consumidores que exigem produtos minimamente processados, com maior qualidade, 

conveniência, longa vida útil e sem conservadores sintéticos, o que constitui um grande desafio 

para a indústria de alimentos, fazendo-a buscar novos métodos que possam substituir a utilização 
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de agentes químicos (Devlieghere, et al., 2004; Cotter et al., 2005; Pranoto et al., 2005; 

Castellano et al., 2008). Dessa forma, a aplicação de bactérias láticas bacteriocinogênicas ou suas 

bacteriocinas apresenta-se como uma alternativa interessante para o controle de micro-

organismos em alimentos.  

Bacteriocinas são um grupo heterogêneo de peptídeos ou proteínas, sintetizadas 

ribossomicamente, que apresentam ação comprovada contra diversos micro-organismos (Gálvez 

et al., 2008; Todorov, et al., 2009). Vários autores têm pesquisado o potencial antimicrobiano das 

bacteriocinas em alimentos, demonstrando sua ação contra micro-organismos patogênicos e 

deteriorantes em carne e produtos cárneos (Liserre, et al., 2002; Kruger, 2006; Bello et al., 2010; 

Kouakou et al., 2010). 

As bacteriocinas diferem dos antibióticos principalmente quanto à síntese, ao espectro e 

modo de ação, à toxicidade e aos mecanismos de resistência (Deegan et al., 2006, Todorov et al., 

2010), conforme apresentado na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Principais diferenças entre bacteriocinas e antibióticos, adaptado de Cleveland et al. (2001). 

Característica Bacteriocinas Antibióticos 

Aplicação Alimentos Clínica 

Síntese Ribossômica Metabólitos secundários 

Atividade Espectro limitado Espectro mais amplo 

Auto-imunidade Sim Não 

Mecanismo de resistência 
Normalmente adaptação afetando 

composição da membrana celular 

Normalmente um determinante 

geneticamente transferível  

Modo de ação principal Formação de poros Alvos específicos 

Toxicidade / Efeitos colaterais Não conhecidos Sim 

 

As bacteriocinas agem sobre as células sensíveis através da formação de poros na 

membrana celular, com a interferência na força próton motriz (FPM), no potencial de membrana 

(ΔΨ) e no gradiente de pH (ΔpH), resultando no efluxo dos constituintes celulares e privando a 

célula de sua fonte essencial de energia (Ammor e Mayo, 2007; Arauz et al., 2009). A FPM 

controla a síntese de ATP e o acúmulo de íons e outros metabólitos no interior das células, e com 

o seu colapso ocorre a paralisação de todas as reações que requerem energia, levando à morte 

celular. Essas alterações ocorrem em dois estágios. O primeiro consiste na adsorção da 
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bacteriocina à membrana celular, o que não provoca alterações permanentes à célula, uma vez 

que a adsorção é reversível. No segundo estágio, a bacteriocina penetra a membrana celular 

causando alterações letais irreversíveis à célula (Chatterjee et al., 2005; Arauz et al., 2009). 

Bacteriocinas são moléculas carregadas positivamente, com regiões hidrofóbicas e 

hidrofílicas. As interações eletrostáticas com grupamentos fosfato negativamente carregados 

contribuem para a ligação inicial das bacteriocinas com a membrana das células sensíveis. 

Acredita-se que a porção hidrofóbica penetre na membrana formando poros (Chatterjee et al., 

2005; Arauz et al., 2009; Asaduzzaman e Sonomoto, 2009). Porém, a atividade destes compostos 

está relacionada apenas a bactérias Gram-positivas. As bactérias Gram-negativas possuem uma 

camada externa composta por fosfolipídeos, proteínas e lipopolisacarídeos que é impermeável à 

maioria das moléculas e não admite o acesso de partículas com tamanho superior a 600Da (a 

menor bacteriocina conhecida possui 3 kDa).  Entretanto, a presença de outros compostos que 

alteram a estrutura da membrana externa de micro-organismos Gram-negativos pode permitir a 

entrada de moléculas maiores, o que seria uma alternativa para a utilização de bacteriocinas no 

controle da multiplicação destas bactérias (Diep e Nes, 2002, Arauz et al., 2009). 

As bacteriocinas inibem a multiplicação de outras bactérias láticas geneticamente 

relacionadas, mas não têm ação sobre si mesmas. As células produtoras destes peptídeos 

antimicrobianos tornam-se imunes às próprias bacteriocinas através da presença de uma proteína 

de imunidade específica para a bacteriocina por ela produzida (Nes e Holo, 2000; Arauz et al., 

2009; Asaduzzaman e Sonomoto, 2009). 

As diferentes bacteriocinas apresentam variações no espectro de atividade, modo de ação, 

peso molecular, origem genética e propriedades bioquímicas (Deegan et al., 2006; Castelano et 

al., 2008). Segundo a classificação mais recente proposta por Heng et al. (2007), estes peptídeos 

podem ser divididos em 4 classes de acordo com a estrutura e modo de ação: peptídeos que 

contém lantionina (classe I); pequenos peptídeos (<10 kDa) não modificados (classe II); grandes 

proteínas, maiores que 10 kDa (classe III) e proteínas cíclicas (classe IV). Embora tenham sido 

primeiramente caracterizadas em bactérias Gram-negativas, como as colicinas produzidas por 

Escherichia coli, as bacteriocinas que apresentam interesse na utilização em alimentos são 

aquelas produzidas por bactérias láticas (Cleveland et al., 2001; Papagianni, 2003). Mais de 300 
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bacteriocinas diferentes já foram descritas para os gêneros Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Pediococcus e Enterococcus (Todorov, 2009). 

 

1.3.1 Bacteriocinas da classe I 

Também denominadas lantibióticos, as bacteriocinas da classe I são peptídeos pequenos 

(<5 kDa) caracterizados pela presença dos aminoácidos modificados lantionina e β-metil-

lantionina (Guinane et al., 2005). Os lantibióticos são sintetizados em duas etapas, sendo que na 

primeira são produzidos pré-peptídeos sem atividade, que na segunda fase sofrem uma 

transformação, tornando-se biologicamente ativos (Chatterjee et al., 2005; Asaduzzaman e 

Sonomoto, 2009). Dentro desta classe encontram-se as principais bacteriocinas produzidas pelo 

gênero Lactococcus (nisina, lacticina 3174, lacticina 481, lactococcina A, lactococcina B, 

lactococcina M, lactococcina G, lactococcina Q e lactococcina 972). Entre todas estas 

bacterocinas apenas a nisina é atualmente aplicada na conservação de alimentos (Twomey et al., 

2002; Arauz et al., 2009).  

Embora a nisina seja atualmente o único lantibiótico utilizado comercialmente, esforços 

têm sido realizados no intuito de desenvolver aplicações para outras lactocinas, como a lacticina 

3147 que apresenta atividade bactericida contra micro-organismos patogênicos e deteriorantes, 

além de outras características favoráveis como resistência a altas temperaturas e diferentes 

valores de pH (Guinane et al., 2005; Castelano et al., 2008). 

As bacteriocinas da classe I são divididas em três sub-grupos: peptídeos lineares (tipo A); 

peptídeos globulares (tipo B) e bacteriocinas multicomponentes (tipo C). O tipo A ainda sofre 

mais uma sub-divisão formando os sub-tipos AI (bacteriocinas nisina-like) e AII (bacteriocinas 

SA-FF22-like) (Heng et al., 2007). 

 

1.3.1.1 Nisina 

 A nisina é a bacteriocina da classe I mais conhecida. Trata-se de um polipeptídeo com 

atividade antimicrobiana, produzido por várias cepas de Lactococcus lactis. Foi descoberta em 

1928 durante a observação de determinados metabólitos de uma espécie de Streptococcus lactis 
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(atualmente reclassificado como Lactococcus lactis) que possuíam efeito inibitório sobre outras 

espécies de bactérias láticas em leite (Cheigh et al., 2005; Arauz et al., 2009). 

 O efeito inibitório da nisina é limitado, com ação predominantemente sobre bactérias 

Gram-positivas, como Lactococcus spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e Listeria spp. 

A nisina atua também inibindo células vegetativas ou esporos de Bacillus e Clostridium. Porém, 

este lantibiótico não apresenta atividade contra micro-organismos Gram-negativos, bolores e 

leveduras. Entretanto, sabe-se que seu uso em combinação com agentes que modifiquem a 

permeabilidade da membrana externa pode representar um potencial de utilização da nisina 

contra bactérias Gram-negativas (Pranoto et al., 2005; Samelis et al., 2005; Arauz et al., 2009; 

Asaduzzaman e Sonomoto, 2009). 

Em 1988, o FDA aprovou o uso da nisina como conservante em alimentos e atualmente 

sua utilização é permitida em aproximadamente 50 países (Arauz et al., 2009). A aplicação 

prática da nisina tem sido bastante explorada pela indústria de alimentos devido à sua resistência 

a temperaturas elevadas e pH ácido, além da capacidade de impedir a germinação de esporos 

bacterianos (Cheig et al., 2005; Arauz et al., 2009). Além disso, as bacteriocinas produzidas por 

bactérias láticas, como a nisina, são naturalmente encontradas nos alimentos, o que contribui para 

sua aceitação como conservante natural pelos consumidores (Deegan, et al., 2006).  

 Quanto à estrutura, a nisina consiste de um pequeno polipeptídeo (3,4 kDa) de 

característica anfifílica, composto por 34 aminoácidos incluindo os resíduos atípicos de 

dehidroalanina e dehidrobutirina, além de um anel de lantionina e quatro anéis de β-metil-

lantionina (Papagianni, 2003; Cheigh et al., 2005; Arauz et al., 2009; Asaduzzaman e Sonomoto, 

2009). Sua biosíntese ocorre nos ribossomos e envolve uma molécula precursora composta de 57 

aminoácidos convencionais, que é convertida em nisina através de reações enzimáticas. Os 

resíduos de dehidroalanina e dehidrobutirina são resultado da desidratação de resíduos de serina e 

treonina, respectivamente, enquanto os anéis de lantionina e β-metil-lantionina são formados 

através da ligação de grupos tiol livres presentes em resíduos de cisteína às duplas ligações dos 

resíduos de dehidroalanina e dehidrobutirina, respectivamente, transformando-se nas moléculas 

precursoras da nisina. Em um terceiro momento ocorre a clivagem da molécula precursora com a 

liberação do pré-peptídeo composto por 23 aminoácidos e a secreção da nisina composta por 34 

aminoácidos. Esta proteína é produzida apenas durante a fase exponencial da multiplicação de L. 
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lactis subsp. lactis, cessando sua produção quando o micro-organismo entra na fase estacionária 

(Cheigh et al., 2005; Deegan et al., 2006, Arauz et al., 2009 ).  

 Existem cinco variantes naturais de nisina: nisina A (primeira a ser descoberta), nisina Z, 

nisina Q, nisina U e nisina F. Embora essas variantes possuam diferenças nas cadeias de 

aminoácidos, apresentam atividade antimicrobiana bastante similar (Kwaadsteniet et al., 2008). 

Suas estruturas podem ser observadas na Figura 1. 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura primária das variantes naturais de nisina: A, Z, Q e U 

Fonte: https://oa.doria.fi/bitstream/handle/10024/29669/lantibio.pdf?sequence=1 
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Comparando-se a nisina A com a nisina Z, observa-se que elas diferem apenas no 

aminoácido da posição 27 (histidina na nisina A e asparagina na nisina Z). Já para as demais 

variantes as modificações observadas são maiores. A nisina Q difere da nisina A nos aminoácidos 

das posições 15, 21, 27 e 30. A nisina U apresenta modificações nos aminoácidos das posições 4, 

15, 18, 20, 21, 27, 29, 30 e 31. A nisina F, recentemente caracterizada por Kwaadsteniet et al. 

(2008), difere da nisina Q por apresentar uma modificação no aminoácido da posição 30 (valina 

na nisina Z e isoleucina na nisina F). 

Segundo Delves-Broughton e Gasson (1994), a ação bacteriostática e/ou bactericida da 

nisina é influenciada por sua concentração e pela quantidade de células sensíveis a serem 

atingidas. Embora estudos in vitro tenham demonstrado uma capacidade de inibição na formação 

da parede celular bacteriana (McAuliffe et al., 2001), o primeiro sítio de ação da nisina é a 

membrana citoplasmática onde ela atua como agente despolarizador, através de um modelo 

potencial-dependente. O efeito antibacteriano é decorrente de suas interações com os 

fosfolipídios que compõem a membrana citoplasmática provocando a formação de poros por 

onde ocorre o efluxo de constituintes citoplasmáticos de baixo peso molecular como ATP, íons 

de potássio e aminoácidos (Asaduzzaman e Sonomoto, 2009; Todorov et al., 2009). 

O aumento na permeabilidade da membrana provoca o colapso da FPM, ocasionando a 

rápida parada de todos os processos biossintéticos. A Figura 2 apresenta um modelo de formação 

de poros na membrana da célula alvo, mediada por interações com o lipídeo II, proposto por 

Chatterjee et al. (2005). O grau de associação da nisina com a membrana é altamente dependente 

do tipo de lipídeos presentes e principalmente da carga destes lipídeos. Como molécula catiônica, 

a nisina é mais ativa na presença de moléculas carregadas negativamente na membrana 

citoplasmática (McAuliffe et al., 2001; Aasen et al., 2003; Todorov et al., 2009). 

A ação da nisina sobre esporos bacterianos é predominantemente esporostática. Este fator 

é de extrema importância para sua aplicação em alimentos, uma vez que um teor residual 

suficiente de nisina deve ser mantido durante toda a vida útil do produto para que se tenha a 

manutenção da conservação (Delves-Broughton e Gasson, 1994). 

 

 

 



Introdução 

___________________________________________________________________________ 

11 

 

 

 

Figura 2. Modelo de formação de poros na membrana, mediada por interações com o lipídeo II, proposto por Chatterjee et al. (2005). 

 

  Segundo Samelis et al. (2005), existem três limitações para o uso de bacteriocinas 

produzidas por bactérias láticas como conservadores em alimentos: 1- não são ativas contra 

bactérias Gram-negativas (patogênicas e deteriorantes) e bolores e leveduras; 2- não são ativas 

contra todas as células ou esporos de bactérias Gram-positivas; 3- existem variantes de cepas de 

células sensíveis que são resistentes e podem multiplicar-se na presença de bacteriocinas. Além 

disso, segundo Aasen et al. (2003), os componentes presentes na matriz alimentar desempenham 

um papel fundamental na eficiência da utilização de bacteriocinas como conservadores de 

alimentos, uma vez que as bacteriocinas são peptídeos anfifílicos susceptíveis à adsorção por 

macromoléculas presentes nos alimentos ou ainda à degradação proteolítica.  

Segundo Cotter et al. (2005), bactérias láticas produtoras de bacteriocinas ou suas 

bacteriocinas propriamente ditas podem ser empregadas com o intuito de se manipular a 

microbiota presente em um determinado alimento de forma específica, evitando-se a 

contaminação por micro-organismos deteriorantes e patogênicos ou ainda influenciando-se a 

multiplicação de bactérias favoráveis para um fim específico através de exclusão competitiva. 

Uma vez que as bactérias láticas são naturalmente encontradas em produtos cárneos, tais micro-

organismos são capazes de se multiplicar nesses substratos produzindo os metabólitos de 

interesse e atuando como bioconservantes (Deegan et al., 2006; Signorini et al., 2006). 

= Dissacarídeo 

 

= Pirofosfato 
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As bacteriocinas podem ser utilizadas nos alimentos de diferentes formas. Em alimentos 

fermentados, as bacteriocinas podem ser produzidas in situ por culturas bacterianas que podem 

substituir, totalmente ou em parte, a cultura iniciadora, porém é necessário garantir que as 

bactérias sejam capazes de se multiplicar no substrato ao qual são adicionadas. Pode-se também 

adicionar bacteriocinas purificadas ou semi purificadas diretamente aos alimentos, ou ainda 

adicioná-las através de um ingrediente fermentado por uma cepa bacteriana produtora de 

bacteriocinas (Cotter et al., 2005, Gálvez et al., 2007). Muitos são os exemplos de bactérias 

láticas que apresentam potencial para aplicação como agentes bioconservadores de alimentos, 

podendo ser utilizadas como culturas iniciadoras na fermentação de produtos cárneos, com 

destaque para Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e Carnobacterium (Ouwenhand e 

Vesterlund, 2007). Porém o sucesso desta forma indireta de adição de bacteriocinas aos alimentos 

é dependente da capacidade de multiplicação e produção de bacteriocina pela cepa adicionada 

durante o processo de fermentação. A produção de certas bacteriocinas em condições de 

laboratório nem sempre pode ser reproduzida em alimentos (Urso et al., 2006; Ammor e Mayo, 

2007, Gálvez et al., 2007). Além disso, a população microbiana presente em produtos 

fermentados é influenciada pela contaminação inicial presente na matéria-prima crua, e ainda 

pelas condições de temperatura, potencial de oxi-redução, pH e atividade de água que 

predominam durante o processo de fermentação (Gálvez et al., 2007). Desta forma, o 

conhecimento e controle dessas variáveis são essenciais para a garantia das qualidades 

microbiológica e sensorial dos produtos fermentados. A aplicação de bactérias láticas 

bacteriocinogênicas isoladas do próprio alimento ao qual serão adicionadas aumenta as chances 

de sucesso em sua atuação como agente bioconservador, uma vez que bactérias láticas isoladas de 

produtos cárneos fermentados estão bem adaptadas a esse ambiente. (Ammor e Mayo, 2007). O 

charque é um produto cárneo fermentado e, portanto, apresenta potencial para o isolamento de 

bactérias láticas bacteriocinogênicas que podem ser aplicadas na bioconservação deste produto. 
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1.3.2 Bacteriocinas produzidas por bactérias láticas isoladas de produtos cárneos 

Diversas culturas bacteriocinogênicas já foram isoladas de produtos cárneos, 

evidenciando seu grande potencial como agentes bioconservadores deste tipo de alimento e sua 

importância em produtos cárneos fermentados (Castellano et al., 2008, Todorov et al., 2009).   

Embora a maioria das bactérias laticas produtoras de lactocinas conhecidas tenha sido 

isolada de produtos lácteos e vegetais, algumas cepas de L. lactis produtoras de nisina já foram 

isoladas de linguiças fermentadas, apresentando atividade inibitória contra outras bactérias láticas 

geneticamente relacionadas, e também Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Bacillus 

cereus e Staphylococcus aureus (Rodriguez et al., 1995; Noonpakdee et al., 2003).   

Além das lactocinas, outras bacteriocinas produzidas por bactérias láticas isoladas de 

produtos cárneos também já foram descritas. Aymerich et al. (1998) descreveram três 

bacteriocinas que apresentam atividade comprovada contra outras bactérias láticas, L. 

monocytogenes e algumas cepas de Clostridium. As bacteriocinas descritas por estes autores são: 

pediocina PA-1, produzida por Pediococcus acidilactici PAC1.0 e Pediococcus pentosaceous 

Z102, isolados de linguiças produzidas nos estilos “americano” e “espanhol”, respectivamente; 

sacacina A, produzida por duas cepas diferentes de Lactobacillus sakei (Lb706 e CTC494) e por 

Lactobacillus curvatus LTH1174, isolados de linguiças fermentadas e enterocina A, produzida 

por Enterococcus faecium CTC492, isolado de linguiças secas e fermentadas da Espanha. A 

Tabela 2 apresenta outros exemplos de bacteriocinas produzidas por bactérias láticas isoladas de 

produtos cárneos. 
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Tabela 2. Exemplos de bacteriocinas produzidas por bactérias láticas isoladas de produtos cárneos, adaptado de Castellano et al. (2008). 

Cepa produtora Bacteriocina Classe Fonte Efeito antimicrobiano* 

Lactococcus lactis BB24 Nisina Ia Linguiça fermentada 4,5,7,9 

Lactococcus lactis WNC20 Nisina Z Ia Linguiça fermentada  1,2,4,6,9 

Lactobacillus sakei 148, V18 Lactocina S Ia Linguiça fermentada 1,4,5,6 

Lactobacillus sakei L45 Lactocina S Ia Linguiça fermentada 1,4,5,6 

Lactobacillus sakei LTH673, 674 Sakacina K, P IIa Carne bovina 1,6,7 

Lactobacillus sakei  I151 Sakacina P IIa Linguiça fermentada 7 

Lactobacillus sakei Lb706 Sakacina A IIa Produtos cárneos 1,6,7 

Lactobacillus sakei CTC494 Sakacina K IIa Linguiça fermentada 1,6,7 

Lactobacillus sakei MN Bavaricina MN IIa Carne bovina 7 

Lactobacillus brevis SB27 Brevicina 27 IId Linguiça fermentada 1,2 

Lactobacillus curvatus LTH1174 Curvacina A IIa Prod cárneos  1,2,7 

Lactobacillus curvatus CRL705 Lactocina 705 IIb Linguiça fermentada 1,2,3,8 

Lactobacillus curvatus FS47 Curvaticina FS47 IId Carne moída 1,2,6 

Lactobacillus curvatus L442 Curvaticina L442 IIa Linguiça fermentada 1,7 

Lactobacillus plantarum CTC305 Plantaricina A IId Linguiça fermentada 1,7 

Leuconostoc gelidum UAL17 Leucocina A IIa Carne a vácuo 1,6,7 

Leuconostoc mesenteroides TA33a Leucocina A IIa Carne a vácuo 1,6,7 

Leuconostoc mesenteroides L124 Leucocina A IIa Linguiça fermentada 1,7 

Leuconostoc mesenteroides E131 Leucocina A IIa Linguiça fermentada 7 

Leuconostoc carnosum TA11a Leucocina A IIa Carne a vácuo 1,6,7 

Pediococcus aciditactici PAC1.0 Pediocina PA-1/ach IIa Linguiça american-style 1,4,5,7,8 

Pediococcus aciditactici L50 Pediocina L50 IId Linguiça fermentada 1,4,5,6,7,8,9 

Pediococcus pentosaceous Z102 Pediocina PA-1 IIa Linguiça fermentada 1,4,5,7,9 

Carnobacterium piscicola LV17B Carnobacteriocina B2 IIa Carne a vácuo 7 

Carnobacterium piscicola VI Piscicocina v1a IIa Peixe 1,6,7 

Carnobacterium piscicola LV17A Carnobacteriocina A IId Carne processada 1,7 

Carnobacterium piscicola JG126 Piscicolina 126 IIa Hamburguer deterioriorado 7 

Carnobacterium piscicola KLV17B Carnobacteriocin B1 IIa Carne a vácuo 1,6,7 

Carnobacterium divergens 750 Divergicin 750 IId Carne a vácuo 1,5,6,7 

Carnobacterium divergens LV13 Divergicin A IId Carne a vácuo 1 

Enterococcus faecium CTC492 Enterocina B IId Linguiça fermentada 1,5,7 

Enterococcus faecium CTC492 Enterocina A IIa Linguiça fermentada 7 

Enterococcus casseliflavus IM416K1 Enterocina 416K1 IIa Linguiça fermentada 7 

(1) Outras bactérias láticas; (2) B. cereus; (3) B. thermosphacta; (4) C. botulinum; (5) C. perfringens; (6) E. faecalis/ faecium; (7) L. monocytogenes; 

(8) Propionibacterium e (9) Staphylococcus aureus. 
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Segundo Gálvez et al. (2008), nas últimas décadas foram realizados vários estudos 

avaliando o potencial das bacteriocinas como agentes bioconservadores de produtos cárneos e a 

Tabela 3 apresenta algumas destas aplicações. 

 

Tabela 3. Potencial de aplicação de bacteriocinas em produtos cárneos, adaptado de Gálvez et al. (2008). 

Matéria-prima crua (Ex.: Carne crua, carne crua embalada a vácuo e carne moída) 

    Descontaminação da matéria-prima (ex.: lavagem por pulverização) 

    Inibição de micro-organismos deteriorantes e extensão da vida de prateleira de carnes embaladas a vácuo 

    Inibição de Listeria monocytogenes da superfície de carne crua e carne moída 

Produtos cárneos cozidos 

    Inibição de deterioração por bactérias láticas 

    Extensão da vida de prateleira de produtos cárneos fatiados embalados a vácuo 

    Redução da intensidade do tratamento com alta pressão hidrostática aplicado a produtos cárneos fatiados 

    Utilização de bactérias láticas bacteriocinogênicas como bioconservantes contra L. monocytogenes e deteriorantes 

Produtos cárneos fermentados 

    Inibição de deterioração por bactérias láticas 

    Inibição de patógenos como Salmonella, L. monocytogenes e Staphylococcus aureus 

    Utilização de bactérias láticas bacteriocinogênicas como iniciadoras para inibição de L. monocytogenes e deteriorantes 

    Favorecimento da multiplicação de culturas iniciadoras durante a fermentação 

 

Segundo Cotter et al. (2005), embora existam inúmeras bacteriocinas com potencial para 

utilização na conservação de alimentos, apenas a nisina e a pediocina PA1/AcH são atualmente 

empregadas com este fim. Desta forma, o estudo e o desenvolvimento de sistemas de 

bioconservação relacionados à utilização de bactérias láticas e/ou suas bacteriocinas torna-se de 

grande interesse na ampliação deste espectro, além de representar uma alternativa tecnológica 

interessante na indústria de carnes, especialmente quando se considera que as bactérias láticas 

podem ser benéficas para a saúde. 
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1.4 Ecologia microbiana em produtos cárneos fermentados 

 A aplicação de bactérias láticas bacteriocinogênicas na produção de alimentos 

fermentados pode influenciar a microbiota presente durante o processo, implicando diretamente 

nas características do produto final (Cotter et al., 2005; Talon et al., 2007). Desta forma, torna-se 

importante o conhecimento das modificações na microbiota de um alimento decorrentes da 

utilização de bactérias láticas bacteriocinogênicas ou suas bacteriocinas, para que se possa 

escolher a melhor cepa a ser adicionada, garantindo a qualidade do produto final. 

O primeiro estágio para a obtenção de culturas láticas a serem aplicadas para a 

fermentação de produtos cárneos é a identificação das cepas isoladas do próprio alimento em 

questão, seguindo-se a seleção daquelas que melhor se adaptam para esta utilização. Essa seleção 

é feita com base em critérios que visam garantir a qualidade do produto final como inativação de 

micro-organismos patogênicos e deteriorantes e capacidade de favorecer as condições 

bioquímicas necessárias para que ocorram as modificações esperadas durante a etapa de 

maturação (Lücke, 2000; Ammor e Mayo, 2007). 

Apesar do grande número de novas bacteriocinas descobertas nas duas últimas décadas, 

apenas algumas delas tiveram sua caracterização bioquímica e genética realizada (Castellano et 

al., 2008). Métodos fenotípicos, baseados em critérios fisiológicos e bioquímicos, têm sido 

utilizados para a identificação de bactérias láticas bacteriocinogênicas, porém estas metodologias 

possuem algumas desvantagens como a interpretação subjetiva e demora na obtenção dos 

resultados. Para contornar essas desvantagens, podem ser utilizados métodos moleculares capazes 

de identificar as espécies e ainda estimar a biodiversidade entre as bactérias láticas presentes em 

um alimento. Entre as metodologias utilizadas, destacam-se PCR espécie-específica, PCR em 

tempo real, Amplificação Randômica de DNA Polimórfico (RAPD-PCR) e Eletroforese em Gel 

de Gradiente Desnaturante (DGGE - Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis) (Ammor e Mayo, 

2007; Talon et al., 2007; Cocolin et al., 2009). 

Outro aspecto relevante para o sucesso da aplicação de bactérias láticas 

bacteriocinogênicas como agentes de bioconservação de produtos cárneos fermentados é a 

compreensão das modificações que ocorrem durante a fermentação destes produtos, muitas das 

quais são dependentes da microbiota presente. Assim, métodos moleculares para o estudo da 

ecologia microbiana e dinâmica populacional durante as etapas de fermentação são uma 
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ferramenta importante para a compreensão dessas modificações, uma vez que métodos cultivo-

independentes são capazes de superar alguns problemas encontrados nos métodos tradicionais 

como dificuldade de cultivo e isolamento de todos os micro-organismos presentes em um 

determinado ambiente. 

A DGGE é uma técnica cultivo-independente, capaz de identificar diferenças entre 

fragmentos de DNA com mesmo tamanho, porém, com sequências distintas, baseando-se no 

perfil de desnaturação (melting) dos fragmentos de DNA em gel de acrilamida (Ercolini, 2004). 

Na DGGE, a quebra do DNA é decorrente do tratamento com formamida e ureia, que são 

adicionadas aos moldes por camadas em diferentes concentrações, de forma a se obter um 

gradiente linear crescente de desnaturação. A eletroforese ocorre em temperatura constante, que 

deve estar entre 55ºC e 65ºC. Durante a eletroforese, os fragmentos de DNA de fita dupla 

percorrem o gel, encontrando camadas com concentrações cada vez maiores dos agentes 

desnaturantes e as fitas se abrem parcialmente em regiões distintas, chamadas domínios de 

desnaturação (melting domains). Uma vez que as fitas estejam parcialmente abertas, há formação 

de moléculas ramificadas, o que reduz a mobilidade do DNA no gel. Assim, fragmentos de DNA 

de mesmo tamanho, porém com diferente composição de pares de base, irão apresentar respostas 

distintas ao gradiente de desnaturação, percorrendo distâncias diferentes no gel de DGGE. Antes 

da aplicação no gel, o DNA molde é amplificado por PCR e adicionado de fragmentos contendo 

sequencias GC (chamados GC clamps), com 30 a 40 pb, responsáveis por impedir que a dupla 

fita de DNA seja completamente desnaturada (Ercolini, 2004). 

Os domínios de desnaturação são dependentes da sequência do DNA e variam de acordo 

com a composição dos pares de base das regiões variáveis da porção 16S de rDNA, tornando 

possível distinguir diferentes espécies bacterianas (Ercolini, 2004). 

Através da amplificação da porção 16S rDNA por PCR, seguida da DGGE, é possível 

obter importantes informações a respeito das populações microbianas naturalmente presentes em 

alimentos fermentados, sendo possível fazer o monitoramento das dinâmicas populacionais e 

também a detecção de micro-organismos não cultiváveis (de Vuyst e Vancanneyt, 2007; Ruiz et 

al., 2010). O efeito da aplicação de culturas iniciadoras compostas por Pediococcus pentosaceus 

+ Staphylococcus xylosus e Lactobacillus farciminis + Staphylococcus saprophyticus na dinâmica 

populacional de linguiças fermentadas foi avaliado por Lu et al. (2010), verificando que os 
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resultados obtidos através da técnica de DGGE foram similares aos obtidos por métodos 

tradicionais cultivo-dependentes. Cocolin et al. (2009) também utilizaram esta técnica no estudo 

da diversidade bacteriana durante a etapa de maturação de três tipos de linguiças fermentadas 

produzidas no norte da Itália e relataram que as populações dominantes encontradas, 

Lactobacillus sakei e Lactobacillus curvatus, foram as mesmas quando foram utilizados métodos 

tradicionais. Aquilanti et al. (2007), avaliando a ecologia microbiana presente na fermentação de 

salame italiano, verificaram que, utilizando métodos de cultivo tradicionais, havia uma 

predominância de bactérias láticas em relação a cocos coagulase negativa, e ao utilizar DGGE, 

estas bactérias láticas predominantes puderam ser identificadas como L. curvatus e L. plantarum. 

Estes trabalhos mostram que a DGGE é uma técnica conveniente para o estudo da ecologia 

microbiana de alimentos, pois apresenta resultados confiáveis em comparação com aqueles 

obtidos utilizando-se técnicas tradicionais cultivo-dependentes, além de ser muito mais rápida e 

capaz de detectar mesmo micro-organismos não cultiváveis. 

Assim, a obtenção de culturas láticas produtoras de bacteriocinas a partir de produtos 

cárneos fermentados, o estudo de seu potencial de aplicação na bioconservação destes produtos e 

a avaliação de sua influência na dinâmica populacional microbiana representam uma ferramenta 

interessante para a melhoria da qualidade microbiológica de produtos cárneos fermentados.  
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2. Objetivos 

 

1. Isolar e identificar cepas de bactérias láticas potencialmente bacteriocinogênicas, a 

partir de charque; 

2. Isolar e identificar micro-organismos halotolerantes a partir de charque; 

3. Avaliar as características das substâncias antimicrobianas produzidas pelas cepas 

isoladas com relação a sua sensibilidade ao tratamento com calor, diferentes valores 

de pH, presença de enzimas proteolíticas, NaCl e outros agentes químicos; 

4. Avaliar, in vitro, o espectro de atividade das cepas bacteriocinogênicas contra micro-

organismos patogênicos e deteriorantes de importância em alimentos, incluindo 

bactérias halotolerantes isoladas de charque; 

5. Selecionar a cepa bacteriocinogênica mais adequada para aplicação em charque 

modelo; 

6. Investigar a capacidade de multiplicação, sobrevivência e produção de bacteriocinas 

da cepa selecionada em concentrações de NaCl semelhantes às encontradas no 

charque; 

7. Proceder à identificação da cepa bacteriocinogênica selecionada e investigar a 

presença de genes codificadores para as principais bacteriocinas produzidas pela 

espécie identificada; 

8. Avaliar o potencial bioconservante da cepa selecionada em charque modelo, 

produzido experimentalmente e adicionado de bactérias halotolerantes isoladas de 

charque; 

9. Avaliar o efeito da presença da cepa bacteriocinogênica na diversidade microbiana e 

dinâmica populacional presentes durante a fabricação e armazenamento do charque 

modelo. 
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3. Material e Métodos 

 

3.1 Amostras de charque 

 As bactérias láticas utilizadas neste estudo foram isoladas de uma amostra de charque 

adquirida no comércio na cidade de São Paulo e de uma amostra fornecida por uma indústria 

produtora de charque, localizada no estado do Rio de Janeiro. Os micro-organismos halofílicos 

foram isolados de duas amostras de charque, cedidas pela indústria localizada no estado do Rio 

de Janeiro.  

 

3.2 Obtenção e caracterização dos micro-organismos utilizados neste estudo 

 

3.2.1 Isolamento de bactérias halotolerantes a partir de charque 

Para a realização dos experimentos, 25 g de amostra foram homogeneizadas com 225 mL 

de água peptonada 0,1% com o auxílio de stomacher (Seward Medical, Inglaterra), submetidas à 

diluição decimal seriada em mesmo diluente e semeadas por profundidade em meio Ágar 

Triptona de Soja (TSA) (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) adicionado de 3% ou 10% de NaCl 

(Synth, Diadema, Brasil), para o isolamento de bactérias medianamente halotolerantes e 

altamente halotolerantes, respectivamente (Pinto, 1996). Após incubação das placas a 37ºC por 

72 h, foram selecionadas aleatoriamente nove colônias para cada grupo, todas apresentando 

diferentes morfologias. As colônias foram purificadas em ágar TSA adicionado de 3% ou 10% de 

NaCl e após incubação a 37ºC por 72 h foram reativadas em meio líquido Triptona de Soja (TSB) 

(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) por 72 h a 37ºC. Os micro-organismos halotolerantes foram 

armazenados a -70ºC em meio líquido TSB, também adicionado de 3% ou 10% de NaCl e 20% 

de glicerol (Synth, Diadema, Brasil) até o momento da utilização. 
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3.2.2 Identificação das bactérias halotolerantes isoladas do charque 

 Os 18 isolados foram identificados por amplificação do DNA ribossomal (rDNA), 

sequenciamento e identificação da região intergênica 16S-23S. 

 O DNA dos isolados foi extraído utilizando-se o kit comercial Ilustra bacteria 

genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare UK Limited), conforme instruções do fabricante. 

Após a extração do DNA, procedeu-se a amplificação do gene de rDNA através da reação em 

cadeia da polimerase (PCR) de acordo com Cibik et al. (2000). Para isso, 50 ng de DNA foram 

adicionados da mistura de reação contendo 60 pmol de cada primer; 1,5 mM de MgCl2; 10 µL de 

tampão de Taq polimerase, ; 3,5 U de enzima Taq polimerase; 200 µM de cada oligonucleotídeo 

(dNTPs) e água bi destilada estéril (todos os reagentes GE Healthcare, EUA). O volume final de r

eação foi 100 µL. Os primers utilizados foram: 5′AGAGTTTGATCMTGGCTC-3′ (forward), 

correspondente à posição 8-25 conservada de 16S rDNA de Escherichia coli (Brosius et al., 

1978) e 5′-CNCGTCCTTCATCGCCT-3′ (reverse) correspondente à posição 40-60 conservada 

de 23S rDNA de Escherichia coli (Brosius et al., 1980). O DNA foi amplificado em 

termociclador (Eppendorf, Mastercycler Personal) utilizando-se o seguinte programa: 94ºC por 5 

minutos seguidos de 30 ciclos de 94ºC por 1 minuto (desnaturação), 55ºC por 1 minuto 

(anelamento) e 72ºC por 1,5 minutos (polimerização), seguindo-se extensão final a 72ºC por 5 

minutos. Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese a 80 V em gel contendo 

1% (p/v) de agarose em tampão 1 x TBE (Tris, EDTA, ácido bórico, Sigma, EUA), utilizando-se 

marcador molecular de 1 kb, seguida de coloração com brometo de etídio e observação sob luz 

ultravioleta. A purificação dos fragmentos obtidos foi realizada em colunas Quantum Prep PCR 

Kleen Spin (BioRad, Madrid, Espanha).  

O produto da reação de amplificação foi submetido ao sequenciamento da porção 16S de 

rDNA para a identificação da espécie, utilizando-se os primers SP3 (TACGCATTTCACCKCTACA), 

SP4 (CTCGTTGCGGGACTTAAC) e SP5 (GNTACCTTGTTACGACTT), descritos por Ben 

Omar et al. (2006). O sequenciamento foi realizado pela empresa Lorgen – Genómica y 

Proteómica (Granada, Espana), utilizando-se o sistema de análise CEQ 2000 XL DNA (Beckman 

Coulter, CA). Após o sequenciamento, as cepas foram identificadas por comparação das 

sequências obtidas com as disponíveis nas bases de dados RDP (Ribosomal Database Project) e 

http://rdp.cme.msu.edu/


Material e Métodos 

___________________________________________________________________________ 

22 

GenBank, utilizando-se o programa Basic Local Alignment Search Tool  (BLAST), disponível 

online em: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 

Para confirmar a identificação também foi realizada uma PCR-multiplex para o gênero 

Staphylococcus e para as espécies S. saprophyticus, S. xylosus e S. aureus, utilizando-se a cepa S. 

aureus ATCC 95923 como controle positivo, de acordo com Morot-Bizot et al. (2004). Para isso, 

50 ng de DNA foram adicionados à mistura de reação contendo 50 pmol de cada um dos primers 

Xyl F e Xyl R; 50 pmol de cada um dos primers Sap1 e Sap 2; 40 pmol de cada um dos primers 

Sa442-1 e Sa442-2; 20 pmol de cada um dos primers Tstag 765 e TstaG 422; 3 mM de MgCl2;  

2,5 µL de tampão de Taq polimerase; 2 U de enzima Taq polimerase; 200 µM de dNTPs e água 

bi-destilada estéril. O volume final de reação foi 25 µL. Os primers utilizados para esta reação 

estão descritos na Tabela 4. O DNA foi amplificado em termociclador (Eppendorf, Mastercycler 

Personal) utilizando-se o seguinte programa: 94ºC por 3 minutos seguidos de 40 ciclos de 94ºC 

por 30 segundos (desnaturação), 55ºC por 30 segundos (anelamento) e 72ºC por 30 segundos 

(polimerização), seguindo-se extensão final a 72ºC por 3 minutos. Os produtos de amplificação 

foram submetidos à eletroforese a 80 V em gel contendo 2% (p/v) de agarose em tampão 1 x 

TBE, utilizando-se marcador molecular de 100 pb, seguido de coloração com brometo de etídio e 

observação sob luz ultravioleta.  

 

Tabela 4. Primers utilizados na PCR-multiplex para confirmação da identificação das cepas halotolerantes. 

Micro-organismo Primer Sequência  Referência 

Staphylococcus spp. 

Tstag 765 TIACCATTTCAGTACCTTCTGGTAA 

Morot-Bizot et al. (2004) 

TstaG 422 GGCCGTGTTGAACGTGGTCAAATCA 

S. xylosus 

Xyl F AACGCGCAACGTGATAAAATTATG 

Morot-Bizot et al. (2004) 

Xyl R AACGCGCAACAGCAATTACG 

S. saprophyticus 

Sap 1 TCAAAAAGTTTTCTAAAAAATTTAC 

Morot-Bizot et al. (2004) 

Sap 2 ACGGGCGTCCACAAAATCAATAGGA 

S. aureus 

Sa442-1 AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG 

Morot-Bizot et al. (2004) 

Sa442-2 CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.2.3 Isolamento das bactérias láticas potencialmente produtoras de bacteriocinas a partir 

de charque 

Para a obtenção das bactérias láticas potencialmente produtoras de bacteriocinas foi 

aplicada a técnica de tripla camada em ágar de Man Rogosa and Sharpe (MRS) (Oxoid Ltda, 

Basingstoke, Inglaterra), também utilizada por Todorov e Dicks (2004). Desta forma, 25 g de 

amostra foram homogeneizados com 225 mL de água peptonada 0,1% com o auxílio de um 

stomacher (Seward Medical, Inglaterra) e a mistura foi submetida à diluição decimal seriada, 

empregando-se o mesmo diluente. Uma alíquota (100 μL) de cada diluição foi inoculada na 

superfície de uma fina camada de ágar MRS (10 mL) e recoberta por uma nova camada de 10 mL 

composta por ágar bacteriológico (1,5% p/v) dissolvido em água esterilizada. Após incubação à 

30ºC por 48 h, adicionou-se outra camada de 10 mL de ágar MRS semi-sólido (0,75% p/v de 

ágar) contendo 0,4% de uma cultura do micro-organismo indicador sabidamente sensível a 

bacteriocinas (Lactobacillus sakei ATCC 15521), obtida em meio líquido MRS a 30
o
C por 24 h. 

Após nova incubação à 30ºC por 24 h, as placas foram analisadas quanto à presença de zonas de 

inibição do indicador ao redor das colônias de bactérias láticas presentes nas amostras de 

charque. As colônias que apresentaram inibição do indicador foram selecionadas, purificadas em 

ágar MRS a 30ºC por 48, reativadas em meio líquido MRS (30ºC por 24 h) e submetidas à 

coloração de Gram e ao teste de produção de catalase. Os micro-organismos que se apresentaram 

como Gram positivos e com resultado negativo para a produção de catalase foram submetidos aos 

testes subsequentes. Até o momento da utilização os micro-organismos foram mantidos a -70ºC 

em meio líquido MRS adicionado de 20% de glicerol.  

 

3.3 Seleção dos isolados com atividade bacteriocinogênica 

Após confirmação da atividade antibacteriana in vitro, realizada através técnica spot on 

the lawn descrita por Lewus e Montville (1991), os isolados foram submetidos a testes de 

caracterização da atividade antimicrobiana, avaliação do espectro de atividade, multiplicação, 

sobrevivência e produção de bacteriocinas em altas concentrações de NaCl.  
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3.3.1 Confirmação da atividade antimicrobiana 

 Os micro-organismos, isolados conforme 3.2.3, foram cultivados em meio líquido MRS a 

30
o
C por 24 h e separados por centrifugação (8.000 x g, 4

o
C, 10 min). O pH do sobrenadante 

livre de células (SLC) foi ajustado para 6,0 com NaOH (1M) (Synth, Diadema, Brasil) e 

adicionado (10µL) a placas contendo ágar MRS, previamente inoculado com 10
6
 UFC/ mL do 

micro-organismo indicador L. sakei ATCC 15521. Após incubação a 30ºC por 24 h observou-se 

o aparecimento de zonas de inibição ao redor do local onde foi colocado o SLC dos isolados 

supostamente produtores de bacteriocinas. Os isolados que confirmaram o efeito antimicrobiano 

contra o indicador foram selecionados e as substâncias inibidoras produzidas por estes isolados 

foram submetidas aos testes de sensibilidade a enzimas proteolíticas, pH, calor e agentes 

químicos.  

 

3.3.2 Sensibilidade das substâncias inibidoras produzidas a tratamento com enzimas 

proteolíticas, pH, agentes químicos e calor 

O teste de sensibilidade ao tratamento térmico foi realizado de acordo com a metodologia 

descrita por Ivanova et al. (1998). Alíquotas de um mililitro do SLC, preparado conforme 

descrito em 3.3.1, foram submetidas a aquecimento a 37ºC, 45ºC, 60ºC, 80ºC e 100 e por 30, 60 e 

120 minutos e testadas quanto à atividade antimicrobiana através da técnica spot on the lawn 

(Lewus e Montville, 1991). 

Para os testes de sensibilidade a enzimas proteolíticas e pH, foi utilizada a metodologia 

adaptada de van Reenen et al. (1998). Alíquotas de um mililitro do SLC, preparado conforme 

descrito em 3.3.1, tiveram o pH ajustado para valores de 2,0 até 12,0, com HCl (1M) (Synth, 

Diadema, Brasil) ou NaOH (1M). Após incubação a 37ºC por 30 minutos, o pH foi ajustado para 

6,0, novamente utilizando-se HCl (1M) ou NaOH (1M), e a atividade antimicrobiana observada 

através da técnica spot on the lawn (Lewus e Montville, 1991). Alíquotas de um mililitro do SLC 

foram também adicionadas de pepsina (1mg/mL) e protease (1mg/mL) e incubadas a 37ºC por 30 

min (todas as enzimas utilizadas: Sigma, Nova Iorque, Estados Unidos). As enzimas foram 

inativadas por calor (100ºC/ 3 min) seguindo-se a observação da atividade antimicrobiana através 

da técnica spot on the lawn (Lewus e Montville, 1991).  
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Para os testes de sensibilidade a agentes químicos, alíquotas de um mililitro do SLC, 

obtido conforme descrito em 3.3.1, foram adicionadas de 1%  (p/v) dos seguintes agentes: Tween 

80, uréia, EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) e SDS (dodecil sulfato de sódio) e, após 1 h 

de contato, a atividade antimicrobiana foi observada através da técnica spot on the lawn (Lewus e 

Montville, 1991). 

Os isolados cuja atividade antimicrobiana foi perdida após tratamento com enzimas 

proteolíticas, porém não afetada pela presença dos agentes químicos ou tratamento com calor, 

foram considerados bacteriocinogênicos e avaliados quanto ao espectro de atividade. 

Em todos os testes, utilizou-se L. sakei ATCC 15521 como indicador da atividade 

anticrobiana e L. sakei 2a produtor de bacteriocina como controle positivo da atividade inibitória 

(De Martinis e Franco, 1998).  

 

3.3.3 Espectro de atividade 

A atividade inibitória dos isolados bacteriocinogênicos foi avaliada utilizando-se o SLC 

através da técnica de spot-on-the-lawn (Lewus e Montville, 1991) e expressa em milímetros de 

halo de inibição. Os testes foram realizados contra 20 cepas de Listeria monocytogenes, três 

cepas de Staphylococcus aureus, três cepas de Lactobacillus acidophilus, sete cepas de 

Lactococcus lactis subsp. lactis, cinco cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, uma 

cepa de Lactobacillus sakei 2a, uma cepa de Lactobacillus paracasei, uma cepa de Lactococcus 

lactis subsp. cremoris, uma cepa de Bacillus cereus, uma cepa de Enterobacter aerogenes, uma 

cepa de Enterococcus hirae e duas cepas de Enterococcus faecium. A atividade antimicrobiana 

também foi testada contra 18 cepas de micro-organismos halotolerantes isolados de charque, 

conforme descrito no item 3.2.1. 

Entre os isolados com atividade bacteriocinogênica confirmada, aquele que apresentou o 

melhor espectro de atividade foi selecionado para identificação completa e aplicação nos estudos 

no charque modelo (isolado 69). Até o momento da utilização, o isolado foi mantido a -70ºC em 

meio líquido MRS com 20% de glicerol. 
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3.3.4 Multiplicação e sobrevivência do isolado 69 em diferentes concentrações de NaCl  

 Uma cultura do isolado 69 contendo aproximadamente 10
5
 UFC/ mL do micro-

organismo foi inoculada em meio líquido MRS contendo diferentes concentrações de NaCl (0%, 

3%, 5%, 10%, 15% e 20% p/v), incubando-se a 30ºC, enumerando-se as bactérias láticas por um 

período de até 72 h. Para as análises com MRS contendo 0%, 3% e 5% de NaCl, a enumeração 

foi realizada imediatamente após a inoculação (0 h de incubação), em intervalos de 2 h por até 12 h 

de incubação e depois em intervalos de 12 h até 72 h de incubação. Já para os testes com MRS 

contendo 10%, 15% e 20% de NaCl as contagens foram realizadas imediatamente após a 

inoculação (0 h) e nos tempos de 24 h, 30 h, 36 h, 48 h, 60 h e 72 h. A enumeração de bactérias 

láticas foi realizada conforme descrito em Hall et al. (2001). Os experimentos foram repetidos 

três vezes para cada concentração de NaCl testada. As contagens expressas em UFC/mL foram 

convertidas para log UFC/mL e os resultados corresponderam às médias aritméticas das 

contagens já convertidas para log UFC/mL. 

 

3.3.5 Produção e atividade de bacteriocinas em meio líquido MRS contendo concentração 

de NaCl similar a do charque (20%) 

O isolado 69 foi inoculado em meio líquido MRS adicionado de 20% (p/v) de NaCl e 

incubado a 30ºC por 24 h, 48 h e 72 h. A atividade antimicrobiana foi avaliada empregando-se o 

SLC, através da técnica de diluição crítica (Mayr-Harting et al., 1972), onde o SLC foi submetido 

a diluições sucessivas na razão de 1:2 (v/v) em tampão fosfato de sódio  (10 mM, pH 7). Para 

verificar a atividade antimicrobiana empregou-se o teste de antagonismo (spot on the lawn), 

utilizando-se L. sakei ATCC15521 como indicador. A atividade da bacteriocina foi expressa em 

unidades arbitrárias por mL (UA/mL), definida como a recíproca da maior diluição onde foi 

observada a formação de halo de inibição do indicador. A atividade do isolado cultivado em meio 

MRS adicionado de 20% de NaCl foi comparada com a atividade observada para o mesmo 

isolado cultivado nas mesmas condições, porém em meio MRS sem adição de sal. Todas as 

análises foram repetidas três vezes e os resultados corresponderam às médias aritiméticas dos 

valores observados em cada experimento. 
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3.4 Identificação da cepa bacteriocinogênica isolada (isolado 69) 

A cepa selecionada foi identificada através da amplificação do rDNA, sequenciamento e 

identificação da região intergênica 16S-23S. 

A extração do DNA foi feita de acordo com Abriouel et al. (2006). Uma cultura de 24 h a 

30ºC em meio líquido MRS (Scharlab, Barcelona, Espanha) foi submetida à centrifugação (7000 

x g por 10 min). O resíduo contendo as células da cultura foi adicionado de 200 µL de TELS (25 

mM Tris, 10 mM EDTA, 20% sacarose, 20 mg/ mL de lisozima) e 20 µL de mutanolisina (20U) 

e incubado a 37ºC por 60 min com leve agitação. Em seguida, adicionou-se 100 µL de 

clorofórmio-álcool isoamílico (24:1) e procedeu-se nova centrifugação (7000 x g por 3 min). O 

sobrenadante foi adicionado de 200 µL de isopropanol para a precipitação do DNA. Após 

centrifugação (7000 x g por 20 min), o resíduo contendo o DNA precipitado foi lavado com 500 

µL de etanol 70% e mais uma vez centrifugado (7000 x g por 10 min) para a remoção do álcool. 

Os fragmentos de DNA foram ressuspendidos em solução contendo RNAse (50 µg/ L) e 

mantidos a -20ºC até o momento da utilização (todos os reagentes utilizados: Sigma, Madrid, 

Espanha). 

A amplificação do rDNA foi realizada de acordo com Cibik et al. (2000), utilizando-se os 

primers descritos por Brosius et al. (1978) e Brosius et al. (1980), conforme relatado em 3.2.2. 

Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese a 80 V em gel contendo 1% (p/v) 

de agarose em tampão 1 x TBE , utilizando-se marcador molecular de 1k pb, seguida de 

coloração com brometo de etídeo e observação sob luz ultravioleta. A purificação dos fragmentos 

e o sequenciamento da porção 16S de rDNA também foram realizados conforme descrito em 

3.2.2. 

A identificação da subespécie foi feita através de PCR utilizando-se primers sub-espécie-

específicos descritos por Petrov et al. (2008). Para isso, 50 ng de DNA, extraído conforme 

descrito anteriormente, foram adicionados da mistura de reação contendo 60 pmol de cada primer 

(gadB21: 5’CGTTATGGATTTGATGGATATAAAGC 3’ forward / GAD7: 5’ACTCTTCTTAA

GAACAAGTTTAACAGC-3’ reverse);  2 µL de tampão de Taq polimerase; 2,5 U de enzima 

Taq polimerase; 200 µM de dNTPs  e água bi-destilada estéril. O volume final de reação foi 50 

µL. O DNA foi amplificado em termociclador (Eppendorf, Mastercycler Personal) utilizando-se 

o seguinte programa: 95ºC por 2 minutos seguidos de 40 ciclos de 95ºC por 30 segundos; 45ºC 
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por 30 segundos e 72ºC por 30 segundos, seguindo-se extensão final a 72ºC por 7 minutos.  Os 

produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese a 80 V em gel contendo 2% (p/v) de 

agarose em tampão 1 x TBE , utilizando-se marcador molecular de 100 pb, seguida de coloração 

com brometo de etídeo e observação sob luz ultravioleta.  

 

3.5 Investigação da presença de genes codificadores para bacteriocinas produzidas por L. 

lactis no isolado 69 

Uma vez que a cepa produtora de bacteriocina selecionada (isolado 69) foi identificada 

como Lactococcus lactis subsp. lactis, investigou-se a presença de genes para a produção das 

principais bacteriocinas produzidas por esta espécie de bactéria lática, ou seja, lacticina 3147, 

lacticina 481, lactococcina A, lactococcina B, lactococcina G, lactococcina M, lactococcina Q, 

lactococcina 972 e nisina (Li e O’Sulivan, 2002, Alegria et al., 2010). A pesquisa foi realizada 

através da amplificação do DNA total da cepa, empregando-se os primers específicos descritos 

na Tabela 5. As condições de reação foram as mesmas para todos os genes investigados, ou seja, 

50 ng de DNA, extraído conforme 3.4, foram adicionados da mistura de reação contendo 60 pmol 

cada primer, 200 µM de dNTPs, 5 µL de tampão de Taq-polimerase, 3 U de enzima Taq-

polimerase e água bi-destilada estéril. O volume final de reação foi 50 µL. A amplificação dos 

fragmentos foi realizada em termociclador (Eppendorf, Mastercycler Personal) empregando-se o 

mesmo programa para todas as bacteriocinas, variando-se apenas a temperatura de anelamento 

(55ºC para nisina e 50ºC para as demais bacteriocinas). O programa utilizado foi: 95ºC por 2 

minutos seguidos de 30 ciclos de 95ºC por 1 minuto; (55ºC / 50ºC) por 1 min e 72ºC por 1 min, 

seguindo-se extensão final a 72ºC por 4 minutos. Os produtos amplificados foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v), em tampão 1 x TBE, utilizando-se marcador de peso 

molecular de 100 pb, seguida de coloração com brometo de etídeo e observação sob luz 

ultravioleta.  
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Tabela 5. Primers empregados na pesquisa de genes envolvidos na produção de lactocinas e outras bacteriocinas produzidas por 

Lactococcus lactis subsp lactis no isolado 69. 

Bacteriocina Primer Sequência  Referência 

Nisina 
nisA F GGATAGTATCCATGTCTG 

Li e O’Sulivan (2002) 

nisA R CAATGATTTCGTTCGAAG 

Lacticina 3147 
Lac3147 F GTCTTTGTGTTGTTTGGAGATG 

Alegria et al. (2010) 

Lac3147 R CAACTCCCGAAATAAATCATCG 

Lacticina 481 
Lact481 F CCAATGTCATTGCATCTGCAC 

Alegria et al. (2010) 

Lact481 R GTCCTTATGTTGCTATTCATC 

Lactococcina A 
LactABM F GAAGAGGCAATCAGTAGAG 

Alegria et al. (2010) 

LactA R GTGTTCTATTTATAGCTAATG 

Lactococcina B LactABM F GAAGAGGCAATCAGTAGAG Alegria et al. (2010) 

LactB R CCAGGATTTTCTTTGATTTACTTC 

Lactococcina M LactABM F GAAGAGGCAATCAGTAGAG Alegria et al. (2010) 

LactM R GTGTATGGTCTAGCATAAG 

Lactococcina G LactGQ F GAAAGAATTATCAGAAAAAG Alegria et al. (2010) 

LactGQ R CCACTTATCTTTATTTCCCTCT 

Lactococcina Q LactGQ F GAAAGAATTATCAGAAAAAG Alegria et al. (2010) 

LactGQ R CCACTTATCTTTATTTCCCTCT 

Lactococcina 972 Lcn972 F TTGTAGCTCCTGCAGAAGGAACATGG Alegria et al. (2010) 

Lcn972 R GCCTTAGCTTTGAATTCTTACCAAAAG 

 

Para a confirmação da presença dos genes investigados, os fragmentos amplificados 

foram purificados conforme descrito em 3.2.2. e sequenciados na empresa Lorgen – Genómica y 

Proteómica (Granada, Espanha). As sequências obtidas foram comparadas com aquelas 

disponíveis nas bases de dados RDP e GenBank através do programa BLAST. 

A transcrição da sequencia de nucleotídios obtida pelo sequenciamento, para a sequencia 

de aminoácidos referente à nisina produzida pela cepa isolada neste estudo, foi realizada 

utilizando-se o programa DNAstar (Lasergene). A sequencia de aminoácidos encontrada para a 

nisina produzida pela cepa de L. lactis subsp. lactis 69 foi comparada com as sequencias descritas 

para outras nisinas produzidas por L. lactis subsp. lactis, disponíveis nas bases de dados RDP e 

GenBank, empregando-se o programa Lipman-Pearson Protein Alignment. 
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3.6 Avaliação do potencial bioconservante da cepa bacteriocinogênica (isolado 69) no 

charque modelo 

 

3.6.1 Preparo dos cultivos de bactérias halotolerantes para inoculação no charque modelo 

Para inoculação do charque modelo, foram preparados dois pools de cepas halotolerantes 

contendo aproximadamente 10
8
 UFC/ mL, sendo um constituído das nove cepas de halotolerantes 

a 3% de NaCl  e outro das nove cepas de halotolerantes a 10% de NaCl, isoladas conforme 

descrito em 3.2.1. Os dois pools foram preparados em 40 mL de meio líquido TSB adicionado de 

3% de NaCl e de 10% de NaCl, respectivamente, incubando-se as culturas a 37ºC por 24 h.  

A cultura da bactéria lática bacteriocinogênica a ser avaliada quanto ao seu potencial 

bioconservante de charque foi obtida em 40 mL de meio líquido MRS, incubado a 30ºC por 24 h 

de forma a atingir uma concentração de aproximadamente 10
9
 UFC/ mL. 

Os dois pools de bactérias halotolerantes e a cultura contendo a cepa bacteriocinogênica 

foram adicionados aos 40 litros de solução salina, de forma a atingir a concentração de 10
5
 UFC 

de bactérias halotolerantes por mL de solução e 10
6
 UFC da cepa bacteriocinogênica por mL de 

solução.  Esta solução salina foi utilizada para a injeção das peças de carne durante a etapa de 

salga úmida de preparação do charque modelo teste. A solução salina utilizada na fabricação do 

charque modelo controle foi preparada da mesma forma, porém, adicionada apenas dos dois 

pools de micro-organismos halotolerantes. 

 

3.6.2 Preparo do charque modelo 

O charque modelo foi produzido na planta piloto de uma empresa fornecedora de 

produtos e soluções para a indústria de alimentos processados, localizada no estado de São Paulo, 

segundo o fluxograma apresentado na Figura 3.  
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Foram preparados dois tipos de charque modelo: “teste” (adicionado das bactérias 

halotolerantes isoladas de charque e da cepa bacteriocinogênica selecionada) e “controle” 

(adicionado apenas das bactérias halotolerantes isoladas de charque). A adição dos micro-

organismos nos charques modelo foi feita na etapa de salga úmida. Os cultivos preparados 

conforme item 3.6.1 foram adicionados à solução salina que foi injetada nas mantas de carne 

durante a salga úmida. 

Cada charque modelo foi preparado com seis mantas de Vastus lateralis (patinho) de 

aproximadamente 5 kg e de 3 a 5 cm de espessura, segundo Shimokomaki et al. (1998) e Torres 

et al. (1994). Uma solução salina contendo 20 a 25% de NaCl foi injetada a 20% (v/p) nessas 

mantas, que foram subsequentemente submetidas à salga seca em piso de concreto. Durante este 

procedimento, as peças de carne foram empilhadas e separadas umas das outras por uma fina 

camada de sal grosso (aproximadamente 1 mm de espessura). Após 24 h, as pilhas foram 

Figura 3. Fluxograma de processamento do charque modelo, adaptado de Torres et al. (1994). 
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invertidas, isto é, as mantas do alto das pilhas foram colocadas na base das pilhas novas, 

mantendo-se a camada de sal entre as mantas. Após esta etapa, foi realizado o procedimento 

denominado “tombos”, ou seja, a inversão das pilhas a cada 24 h por cinco vezes, com o objetivo 

de garantir a secagem e distribuição de sal uniforme em todas as peças. Completados os tombos, 

as mantas foram lavadas com água para remoção do sal da superfície, penduradas em varais e 

secas diretamente ao sol, sendo recolhidas durante a noite para o piso de concreto e cobertas com 

lona. Este procedimento foi repetido por três a cinco dias, até que a carne atingisse umidade de 

aproximadamente 45% e atividade de água entre 0,70 – 0,75.  

 

3.6.3 Avaliação microbiológica 

A avaliação microbiológica do charque modelo foi realizada durante a fabricação do 

produto e também durante o armazenamento, através da enumeração de bactérias halotolerantes e 

bactérias láticas. Os pontos de análise foram: matéria-prima crua; mantas após salga úmida, 

mantas após salga seca; mantas após o último tombo; mantas após secagem ao sol e produto 

pronto após 5, 10, 25 e 45 dias de armazenamento em temperatura ambiente. Para a coleta das 

amostras, em cada um dos pontos de análise, removeu-se cerca de 200 g do produto que foram 

acondicionados em sacos plásticos para amostragem estéreis (NASCO), empregando-se uma faca 

esterilizada. As amostras foram levadas imediatamente ao laboratório e submentidas a uma nova 

etapa de amostragem, onde foram retirados 25 g de protudo para a realização das análises 

microbiológicas. 

Todos os experimentos foram repetidos três vezes. Os resultados das contagens obtidas 

para o charque modelo “teste”, fermentado com a cepa produtora de bacteriocinas, foram 

comparados com aqueles observados no charque modelo “controle”, produzido sem adição de 

bactéria lática bacteriocinogênica. As contagens expressas em UFC/g foram convertidas em log 

UFC/g e os resultados corresponderam às médias aritméticas das contagens já convertidas para 

log UFC/g. 
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3.6.3.1 Enumeração de bactérias halotolerantes  

Para a enumeração de bactérias halotolerantes, empregou-se a metodologia descrita por 

Pinto, 1996. Amostras de 25 g foram acondicionadas em sacos plásticos para amostragem estéreis 

(NASCO) e adicionadas de 225 mL de água peptonada estéril 0,1%. Após homogeneização em 

stomacher (Seward Medical, Inglaterra), as amostras foram submetidas à diluição decimal seriada 

em água peptonada 0,1% e semeadas por profundidade em TSA adicionado de 3% de NaCl para 

as medianamente halotolerantes e 10% NaCl  para as altamente halotolerantes. Após incubação 

por 72 h a 37ºC, efetuou-se a enumeração das colônias nas placas contendo entre 30-300 

colônias.  

 

3.6.3.2 Enumeração de bactérias láticas  

Para a enumeração de bactérias láticas, empregou-se a metodologia descrita por Hall et 

al., 2001. Amostras de 25 g foram acondicionadas em sacos plásticos para amostragem estéreis e 

adicionadas de 225 mL de água peptonada estéril 0,1%. Após homogeneização em stomacher 

(Seward Medical, Inglaterra), as amostras foram submetidas à diluição decimal seriada em água 

peptonada 0,1% e semeadas por profundidade em ágar MRS, após a solidificação das placas foi 

adicionada uma sobrecamada de ágar MRS para o favorecimento de ambiente microaerófilo 

seguindo-se incubação a 30ºC por 48 h. Após essa etapa, efetuou-se a enumeração das colônias 

nas placas contendo entre 30-300 colônias.  

 

3.6.4 Análise estatística 

Os resultados da avaliação microbiológica observados para o charque modelo “teste” 

foram comparados com aqueles obtidos para o charque modelo “controle”, através da análise de 

variância (ANOVA) e do teste de médias de Tukey, adotando-se p < 0,05. Foi utilizado o 

programa estatístico Statistica versão 7.0, 2004.  
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3.7 Avaliação da ecologia microbiana do charque modelo 

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratório de Microbiologia de la Facultad de 

Ciencias Experimentales de la Universidad de Jaén, Jáen – Espanha. Sob supervisão do Prof. Dr. 

Antonio Gálvez e da Drª Hikmate Abriouel. 

 

3.7.1 Obtenção dos micro-organismos presentes no charque modelo nas diferentes etapas de 

sua produção 

 Para avaliação da diversidade microbiana no charque modelo ao longo do processo de 

produção, retirou-se 200g de produto nos seguintes pontos: matéria-prima crua; mantas após 

salga úmida, mantas após salga seca; mantas após o último tombo tombo; mantas após secagem 

ao sol. Todas as amostras foram mantidas a -70ºC até serem analisadas. Para a obtenção das 

células microbianas, 10 g de cada amostra foram homogeneizadas com 90 mL de solução salina 

(0,85% p/v) com auxílio de stomacher (Seward Medical, Inglaterra) e submetidas a centrifugação 

à baixa velocidade (800 x g por 1 min), para precipitação das partículas maiores. Em seguida, o 

sobrenadante foi submetido à nova centrifugação, à alta velocidade (7000 x g por 10 min) para a 

precipitação das células bacterianas. O pellet contendo os micro-organismos presentes nas 

amostras de charque modelo foi utilizado para a extração do DNA a ser empregado na DGGE. 

 

3.7.2 Extração do DNA 

Para garantir a obtenção do material genético do maior número de micro-organismos 

presentes nas amostras analisadas, foram testados três métodos de extração de DNA: 1. extração 

por fenol (Abriouel et al., 2006), 2. Extração empregando do kit comercial Ilustra bacteria 

genomicPrep Mini Spin Kit e 3. extração por guanídeo (Abriouel et al., (2006). Os métodos 1 e 2 

já foram descritos anteriormente em 3.4 e 3.2.1, respectivamente. No terceiro método, os pellets 

contendo as células bacterianas, obtidos conforme 3.7.1, foram adicionados de 200 µL de TELS e 

20 µL de mutanolisina (20U). Após incubação a 37ºC por 60 min, sob leve agitação, adicionou-se 

100 µL de proteinase K (1mg/mL), seguindo-se nova incubação a 55ºC por 60 min. Após a 

adição de 500 µL de GES (100 mM tiocianato de guanídeo, 100 mM EDTA, 0,5% n-

lauroylsarcosina), os tubos foram agitados por inversão (1 a 5 min, até a observação de lise 
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celular). Após resfriamento em gelo por 5 min, adicionou-se 250 µL de acetato amoníaco (7,5 

M), seguindo-se nova agitação suave para a mistura das duas fases. As amostras mantidas no gelo 

por 10 min, e em seguida adicionadas de 0,5 mL de clorofórmio-isopropanol (24:1) e novamente 

submetidas a agitação para a mistura de fases. Após centrifugação (7000 x g por 10 min), a fase 

aquosa foi transferida para um novo tubo, adicionando-se 459 µL de isopropanol para a 

precipitação do DNA. Após nova centrifugação (7000 x g por 20 min), o resíduo contendo o 

DNA precipitado foi lavado com 500 µL de etanol 70% e mais uma vez centrifugado (7000 x g 

por 10 min) para a remoção do álcool. Os fragmentos de DNA foram ressuspendidos em solução 

contendo RNAse (50 µg/ L) e mantidos a -20ºC até o momento da utilização (todos os reagentes 

utilizados: Sigma, Madrid, Espanha). 

 

3.7.3 Amplificação da região hipervariável V3 da porção 16S de rDNA 

 Antes da aplicação dos extratos de DNA no gel de poliacrilamida para a obtenção dos 

perfis genéticos na DGGE, procedeu-se a amplificação da região hipervariável V3 da porção 16S 

de rDNA, através de duas PCRs consecutivas (nested PCR), de acordo com Abriouel et al. 

(2006), utilizando-se primers descritos em Ogier et al. (2002). Na primeira PCR procedeu-se a 

amplificação de um fragmento da porção 16S de rDNA composto por 700 pb e que contém a 

região V3.  Para isso, 50 ng do DNA total, extraído conforme 3.7.2, foram adicionados à uma 

mistura de reação contendo 60 pmol de cada primer (WO1: 5’-AGAGTTTGATC[AC]TGGCTC- 

3’) / WO12: 5’ –TACGCATTTCACC[GT]CTACA- 3’); 5 µL de tampão de Taq polimerase; 1,5 

mM de MgCl2; 200 µM de dNTPs; 2,5 U de Taq polimerase nativa e água bi-destilada estéril 

(tampão Taq polimerase e Taq polimerase nativa, Invitrogen, EUA; demais reagentes, GE 

healthcare, EUA). O volume final de reação foi 50 µL. A amplificação ocorreu em termociclador 

(Eppendorf, Mastercycler Personal) utilizando-se o seguinte programa: 96ºC por 2 minutos 

seguidos de 30 ciclos de 96ºC por 1 min; 50ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 min, seguindo-se 

extensão final a 72ºC por 2 minutos. Os fragmentos amplificados foram submetidos à 

eletroforese (80 V) em gel de agarose (1% p/v), com tampão 1 x TBE , utilizando-se marcador 

molecular de 1 kb, seguida de coloração com brometo de etídeo e observação sob luz ultravioleta, 

para confirmar a amplificação.  
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Os fragmentos de 700 pb, amplificados com os primers WO1 e WO12, foram utilizados 

como molde para a segunda PCR, na qual foi amplificada a região hipervariável V3 de 16S 

rDNA. Para isso, 1 µL do produto obtido na PCR anterior foi adicionado da mistura de reação 

contendo 60 pmol de cada primer (HDA1 – GC clamp: 5’- 

CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACTCCTA CGGGAGGCAGCAGT 

- 3’) / HDA2: 5’ – GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC - 3’); 5 µL de tampão de Taq 

polimerase; 1,5 mM de MgCl2; 200 µM de dNTPs; 2,5 U de Taq polimerase e água bi-destilada 

estéril. O volume final de reação foi 50 µL. A parte destacada em negrito no primer HDA1 

corresponde ao fragmento GC clamp, adicionado para impedir a desnaturação completa da dupla 

fita de DNA no momento da DGGE. A amplificação ocorreu em termociclador (Eppendorf, 

Mastercycler Personal) utilizando-se o seguinte programa: 94ºC por 2 minutos seguidos de 30 

ciclos de 94ºC por 1 min; 60ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 min, seguindo-se extensão final a 

72ºC por 7 minutos. Mais uma vez, os fragmentos amplificados foram submetidos à eletroforese 

(80 V) em gel de agarose (1% p/v), com tampão 1 x TBE , utilizando-se marcador molecular de 1 

kb, seguida de coloração com brometo de etídeo e observação sob luz ultravioleta, para confirmar 

a amplificação dos fragmentos contendo 300 pb, correspondentes à região V3 a serem aplicados 

na DGGE.  

 

3.7.4 Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE)  

A eletroforese dos fragmentos amplificados com os primers HDA1-GC e HDA2 foi 

realizada em gel de poliacrilamida (0,8% p/v) com gradiente de desnaturação crescente, obtido 

através da mistura de duas soluções estoque, low e high, contendo 30% e 60% dos agentes 

desnaturantes, respectivamente. A composição das soluções estoque está descrita a seguir: low – 

10 mL solução de acrilamida a 40 % (p/v); 1 mL de tampão 1 x TAE (40 mM Tris, 20 mM ácido 

acético glacial, 1 mM EDTA, pH 8,3); 6,3 g de uréia (7M); 6 mL de formamida e água bi-

destilada estéril até completar 50 mL / High - 10 mL solução de acrilamida a 40 % (p/v); 1 mL de 

tampão 1 x TAE; 12,6 g de uréia (7M); 12 mL de formamida e água bi-destilada estéril até 

completar 50 mL. Para o preparo do gel, 20 mL de cada solução estoque foram adicionados de 

62,5 µL de persulfato amônico (APS) e 62,5 µL de temed (N,N,N',N'-tetrametiletano-1,2-

diamino), para a polimerização da acrilamida, e vertidos nos moldes com auxílio de bomba 
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injetora (Pump P-1, Pharmacia Biotech) de forma a obter um gradiente crescente de desnaturação 

(todos os reagentes utilizados: Sigma, Madrid, Espanha; com exceção da acrilamida: BioRad, 

Richmond, Canadá).  

Para a separação dos perfis genéticos, 40 µL do produto de amplificação contendo os 

fragmentos da região V3 de 16S rDNA foram aplicados ao gel de poliacrilamida e submetidos à 

eletroforese (85 V e 65ºC por 17 horas) em tampão 1 x TAE, utilizando-se o sistema universal de 

detecção de mutação Dcode (Bio-Rad, Richmond, CA). Os fragmentos separados durante a 

eletroforese foram recortados do gel e eluídos em 20 µL de água bi-destilada estéril.  Após a 

eluição, os fragmentos foram novamente amplificados com os primers HDA1 (sem GC clamp) e 

HDA2, nas mesmas condições descritas em 3.7.3, purificados e submetidos ao sequenciamento, 

conforme descrito em 3.2.1. Os micro-organismos, presentes nas amostras de charque, foram 

identificados por comparação das sequências obtidas com as disponíveis nas bases de dados RDP 

e GenBank, utilizando-se o programa BLAST. 

Para a avaliação da diversidade microbiana e da dinâmica das populações presentes no 

charque modelo, foram considerados apenas os resultados da DGGE obtidos para as amostras 

fermentadas de maneira natural. A avaliação da influência da adição da cepa bacteriocinogênica 

na dinâmica populacional do charque modelo foi realizada através da comparação entre os 

resultados de DGGE obtidos para os dois tipos de charque modelo preparados (com e sem a 

adição da cepa produtora de bacteriocina).  
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4. Resultados e Discussão 

 

4.1 Identificação das bactérias halotolerantes isoladas a partir de charque 

 Nove entre os 18 isolados de bactérias halotolerantes foram obtidos em meio contendo 

10% de NaCl e por isso considerados como altamente halotolerantes. Os outros nove isolados 

foram obtidos em meio contendo 3% de NaCl e por isso considerados como medianamente 

halotolerantes.  Através do sequenciamento da porção 16S de rDNA, verificou-se que todos os 

isolados pertenceram ao gênero Staphylococcus, apresentando variações em relação às espécies 

(Tabela 6). 

 

Tabela 6. Identificação, através de sequenciamento da porção 16S de rDNA, dos micro-organismos medianamente halotolerantes 

e altamente halotolerantes isolados de charque. 

Isolado Condição de isolamento Identificação 

H1 

TSA contendo 3% (p/v) de NaCl 

(Medianamente halotolerantes) 

Staphylococcus xylosus / S. saprophyticus 

H2 Staphylococcus warneri / S. pasteuri 

H3 Staphylococcus xylosus / S. saprophyticus 

H4 Staphylococcus xylosus / S. saprophyticus 

H5 Staphylococcus xylosus / S. saprophyticus 

H6 Staphylococcus xylosus / S. saprophyticus 

H7 Staphylococcus warneri / S. pasteuri 

H8 Staphylococcus sp. 

H9 Staphylococcus warneri / S. pasteuri 

H10 

TSA contendo 10% (p/v) de NaCl 

(Altamente halotolerantes) 

Staphylococcus xylosus / S. saprophyticus 

H11 Staphylococcus sp. 

H12 Staphylococcus sp. 

H13 Staphylococcus xylosus / S. saprophyticus 

H14 Staphylococcus sp. 

H15 Staphylococcus xylosus / S. saprophyticus 

H16 Staphylococcus xylosus / S. saprophyticus 

H17 Staphylococcus sp. 

H18 Staphylococcus xylosus / S. saprophyticus 

 

 



Resultados e Discussão 

___________________________________________________________________________ 

39 

Todas as cepas foram amplificadas com os primers tag765 e Tstag 422, gerando 

fragmentos de 370 pb, correspondentes a esse gênero (Morot-Bizot et al., 2004). Estes 

resultados comfirmaram aqueles obtidos pelo sequenciamento da porção 16S de rDNA, ou 

seja, as 18 cepas pertenceram ao gênero Staphylococcus.  

Em relação às espécies, cinco micro-organismos medianamente halotolerantes (H1, H3, 

H4, H5 e H6) e quatro altamente halotolerantes (H10, H13, H15 e H16) tiveram seu DNA 

amplificado com os primers Xyl F e Xyl R, gerando bandas de 539 pb, referentes aos 

fragmentos esperados para a espécie S. xylosus (Morot-Bizot et al., 2004). Uma cepa 

altamente halotolerante (H18) apresentou uma banda de 221 pb após a amplificação de seu 

DNA com os primers Sap 1 e Sap 2, indicando tratar-se de  S. saprophyticus (Morot-Bizot et 

al., 2004). Em relação às demais cepas (H2, H7, H8, H9, H11, H12, H14 e H17), não foi 

possível a confirmação da espécie, uma vez que não foi possível obter amplificação dos 

fragmentos de DNA com nenhum dos primers espécie-específicos utilizados neste estudo. 

Nenhuma cepa apresentou gene para a espécie S. aureus. Estes resultados concordam com 

outros trabalhos encontrados na literatura que relatam a presença de S. xylosus e S. 

saprophyticus na microbiota de produtos cárneos fermentados (Cocolin et al., 2001; Fontana 

et al., 2005; Villani et al., 2007; Lu et al., 2010; Tu et al., 2010). 

A Figura 4 apresenta o gel com os fragmentos amplificados na PCR-multiplex, utilizada 

para a confirmação da identificação dos micro-organismos medianamente halotolerantes e 

altamente halotolerantes isolados de charque. 
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M, marcador de peso molecular; C+, controle positivo (S. aureus 

ATCC 95923); C-, controle negativo da reação; H1-H9, cepas de 

micro-organismos medianamente halotolerantes; H10-H18, cepas de 

micro-organismos  altamente halotolerantes.  

 

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 2% (p/v) dos fragmentos de DNA das cepas medianamente halotolerantes e altamente 

halotolerantes, isoladas de charque, amplificados na PCR-multiplex com os primers tag765/Tstag422, Sap1/Sap2, XylF/XylR e 

Sa422-1/Sa422-2. 

 

Estes resultados indicam que bactérias halotolerantes do gênero Staphylococcus fazem parte 

da microbiota naturalmente presente no charque. Diversos autores já relataram a presença de 

micro-organismos do gênero Staphylococcus em charque e outros produtos cárneos fermentados, 

atribuindo a estes micro-organismos a definição de importantes características do produto final 

como cor, textura e sabor (Shimikomaki et al., 1998; Pinto et al., 2002; Aymerich et al., 2003; 

Comi et al., 2005; Rantsiou et al., 2005; Fontán et al., 2007, Talon et al., 2007; Casquete et al., 

2011).  
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4.2 Obtenção e caracterização da cepa bacteriocinogênica a ser aplicada ao charque modelo 

Das 100 colônias obtidas a partir de charque, capazes de produzir zonas de inibição ao 

redor do indicador L. sakei ATCC 15521 no teste de tripla camada em ágar MRS, e confirmadas 

como bactérias láticas, seis confirmaram atividade inibitória contra L. sakei ATCC 15521 pelo 

teste spot on the lawn.   

Diversos trabalhos encontrados na literatura relatam o isolamento de cepas 

bacteriocinogênicas a partir de produtos cárneos, demonstrando que este tipo de alimento é uma 

fonte em potencial para a descoberta de novas proteínas microbianas com atividade inibitória 

contra micro-organismos importantes para os alimentos. Todorov et al. (2010) reportaram o 

isolamento de duas cepas de Lactobacillus plantarum (bacST202Ch e bacST216Ch) em produtos 

cárneos portugueses (Beloura e Chouriço), ambas com capacidade de inibir a multiplicação de 

bactérias Gram positivas com importância para a deterioração destes produtos. Já Belgacem et al. 

(2010) isolaram 24 cepas de Enterococcus faecium de um produto cárneo fermentado 

artesanalmente da Tunísia, todas com genes para a produção de enterocinas A, B e P e com 

atividade inibitória contra bactérias Gram positivas deteriorantes e patogênicas de importância 

em alimentos, entre elas, Listeria spp., Enterococcus spp., Staphylococcus aureus e Escherichia 

coli CECT 877. Liu et al. (2008) também isolaram uma cepa bacteriocinogênica, Lactobacillus 

pentosus 31-1, produtora de pentocina 31-1 com atividade contra Listeria spp., Staphylococcus 

spp., Bacillus spp., Lactobacillus spp., Streptococcus spp., Pediococcus spp. e Escherichia spp. a 

partir de produto cárneo fermentado tipicamente chinês, conhecido como Xuan-Wei.  

 As Tabelas 7, 8 e 9 apresentam os resultados obtidos nos testes de sensibilidade a enzimas 

proteolíticas, pH e agentes químicos, respectivamente, para os seis isolados que confirmaram 

efeito inibitório contra o indicador L. sakei ATCC 15521.  
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Tabela 7. Sensibilidade das substâncias antimicrobianas presentes no SLC* das bactérias láticas isoladas de charque à pepsina e à 

protease. 

Isolado no  
Enzimas 

Pepsina Protease 

10 + + 

66 - - 

69 - - 

71 - + 

93 - + 

94 - - 

L. sakei 2a   - - 

*sobrenadamte livre de células; (+ ), apresentou atividade antimicrobiana (resistente); (-), não apresentou atividade 

antimicrobiana (sensível). 

 

Tabela 8. Sensibilidade das substâncias antimicrobianas presentes no SLC* das bactérias láticas isoladas de charque a diferentes 

valores de pH. 

Isolado no 
pH 

2 4 8 10 12 

10 - - - - - 

66 - - - - - 

69 + + + + - 

71 - - - - - 

93 - + - - - 

94 + + + + - 

L. sakei 2a  + + + + + 

*sobrenadamte livre de células; (+), apresentou atividade antimicrobiana (resistente); (-), não apresentou atividade antimicrobiana 

(sensível). 

 

Tabela 9. Sensibilidade das substâncias antimicrobianas presentes no SLC* das bactérias láticas isoladas de charque a agentes 

químicos. 

Amostra 
Químicos 

Uréia (1%) SDS (1%) EDTA (1%) Tween 80 (1%) 

10 - - - - 

66 - - - - 

69 + + + + 

71 + - - - 

93 - - - - 

94 + + - + 

L. sakei 2a  + + + + 

*sobrenadamte livre de células; (+), apresentou atividade antimicrobiana (resistente); (-), não apresentou atividade antimicrobiana 

(sensível); SDS, dodecil sulfato de sódio; EDTA, ácido etilenodiamino tetra-acético. 
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 Quanto à sensibilidade a enzimas proteolíticas, os isolados 10, 71 e 93 mantiveram 

atividade após tratamento com pepsina e protease, indicando que as substâncias responssáveis 

pela atividade inibitória não possuem origem protéica. Já as cepas 66, 69 e 94 perderam o efeito 

contra L. sakei ATCC 15521 após o tratamento com as duas enzimas testadas, indicando a origem 

protéica das substâncias responsáveis pela atividade contra o indicador e sugerindo a produção de 

bacteriocinas. 

 Para os testes realizados com diferentes valores de pH e agentes químicos, observou-se 

que o isolado 66 perdeu totalmente seu potencial inibitório após tratamento em todas as 

condições avaliadas, inviabilizando sua utilização como agente de bioconservação. Já os isolados 

69 e 94 apresentaram resultados bastante semelhantes aos observados para a cepa controle (L. 

sakei 2a bacteriocinogênica), corroborando com a hipótese de produção de bacteriocinas por 

esses dois isolados. Esses resultados apresentam-se bastante interessantes no que diz respeito ao 

emprego dos isolados 69 e 94 como agentes de bioconservação, devido à atividade inibitória 

mesmo em valores extremos de pH ou na presença de todos os agentes químicos testados (ureia, 

SDS, Tween 80 e EDTA), com exceção do EDTA para o isolado 94. 

   Na Tabela 10 podem ser observados os resultados referentes à sensibilidade do sobredante 

livre de células dos seis isolados ao tratamento térmico a 37ºC, 45ºC, 60ºC, 80ºC e 100ºC. 
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Tabela 10. Sensibilidade das substâncias antimicrobianas presentes no SLC* das bactérias láticas isoladas de charque ao tratamento térmico a 37ºC, 45ºC, 60ºC, 80ºC e 100ºC. 

Isolado 

nº 

Temperatura 

  37ºC   45ºC 60ºC   80ºC   100ºC 

30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min 

10 - - - - - - - - - - - - - - - 

66 - - - - - - - - - - - - - - - 

69 + + + + + + + + + + + + + + + 

71 - - - - - - - - - - - - - - - 

93 - - - - - - - - - - - - - - - 

94 + + + + + + + + + + + + - - - 

L. sakei 2a + + + + + + + + + + + + + + + 

*sobrenadamte livre de células; (+), apresentou atividade antimicrobiana (resistente); (-), não apresentou atividade antimicrobiana (sensível). 
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Observando-se os resultados do teste de sensibilidade ao tratamento térmico, verifica-se 

que os isolados 69 e 94 apresentaram resultados semelhantes ao controle, indicando que as 

bacteriocinas produzidas por esses micro-organismos são termorresistentes. Observou-se ainda 

que o isolado 69 apresentou os melhores resultados, sendo suas bacteriocinas resistentes ao 

tratamento com temperaturas de até 100ºC por 120 min, enquanto que as bacteriocinas 

produzidas pelo isolado 94 resistiram a temperaturas de até 80ºC por 120 min. Estes resultados 

também são importantes no que se refere à aplicação desses isolados como conservantes naturais 

em alimentos, que poderão ser utilizados mesmo em matérias primas que sofrerão tratamento 

térmico, pois não haverá perda da atividade antimicrobiana.  

 Através dos resultados obtidos para os testes descritos até o momento, os isolados 69 e 94 

apresentaram-se como produtores de bacteriocinas interessantes para a aplicação como agente 

bioconservante, apresentando resultados semelhantes aos encontrados na literatura para 

bacteriocinas produzidas por bactérias láticas isoladas de alimentos. As bacteriocinas produzidas 

pelas cepas Lactobacillus plantarum bacST202Ch, bacST216Ch (Todorov et al., 2010) e 

Lactobacillus pentosus 31-1 (Liu et al., 2008) isoladas nos trabalhos descritos anteriormente, 

também apresentaram resistência ao calor, a valores extremos de pH e a alguns dos agentes 

químicos testados como SDS e Tween 80. A enterocina LR/6, isolada por Kumar et al. (2010), 

também manteve o efeito antimicrobiano mesmo após tratamento com altas temperaturas (fervura 

e autoclavagem), valores extremos de pH (2,0 – 8,0), ácidos orgânicos e substâncias surfactantes. 

O mesmo foi observado por Gao et al. (2010) que isolaram a cepa Lactobacillus sakei C2 de 

repolho fermentado na China, produtora de uma bacteriocina designada por sakacina C2 que, 

além de apresentar um amplo espectro de atividade, também apresentou características de 

termorresistência (121ºC por 15 minutos) e manutenção da atividade após tratamento com valores 

de pH variando entre 3,0 e 8,0. Esses dados encontrados na literatura demonstram que as 

características apresentadas pelos isolados 69 e 94 são bastante relevantes para a escolha das 

cepas bacteriocinogênicas e/ou suas bacteriocinas a serem empregadas na bioconservação de 

alimentos. Assim, esses dois isolados foram selecionados e submetidos aos testes subsequentes. 
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A atividade antimicrobiana dos isolados 69 e 94 contra micro-organismos halotolerantes 

isolados de charque está apresentada na Tabela 11. 

 

Tabela 11. Atividade inibitória das bacteriocinas presentes no SLC* dos isolados 69 e 94 contra bactérias halotolerantes isoladas 

de charque. 

Micro-organismo indicador  
Meio de 

cultivo 

Condições de 

incubação (tempo / 

tempertura) 

Atividade inibitória (mm de halo) 

Isolado 69 Isolado 94 

Staphylococcus xylosus H1 TSA 3% 37ºC / 72 h 19 15 

Staphylococcus warneri / pasteuri H2 TSA 3% 37ºC / 72 h 15 12 

Staphylococcus xylosus H3 TSA 3% 37ºC / 72 h 9 9 

Staphylococcus xylosus H4 TSA 3% 37ºC / 72 h 10 9 

Staphylococcus xylosus H5  TSA 3% 37ºC / 72 h 12 12 

Staphylococcus xylosus H6 TSA 3% 37ºC / 72 h 17 16 

Staphylococcus warneri / pasteuri H7  TSA 3% 37ºC / 72 h - 12 

Staphylococcus sp. H8 TSA 3% 37ºC / 72 h 9 15 

Staphylococcus warneri / pasteuri H9 TSA 3% 37ºC / 72 h 12 - 

Staphylococcus xylosus H10 TSA 10% 37ºC / 72 h - - 

Staphylococcus sp. H11 TSA 10% 37ºC / 72 h 12 - 

Staphylococcus sp. H12 TSA 10% 37ºC / 72 h - - 

Staphylococcus xylosus H13 TSA 10% 37ºC / 72 h 11 - 

Staphylococcus sp. H14 TSA 10% 37ºC / 72 h - - 

Staphylococcus xylosus H15 TSA 10% 37ºC / 72 h 10 - 

Staphylococcus xylosus H16 TSA 10% 37ºC / 72 h - - 

Staphylococcus sp. H17 TSA 10% 37ºC / 72 h - - 

Staphylococcus saprophyticus H18 TSA 10% 37ºC / 72 h 9 - 

*sobrenadamte livre de células; (-) não apresentou atividade antimicrobiana; TSA 3%, TSA adicionado de 3% (p/v) de NaCl; 

TSA 10%, TSA adicionado de 10% (p/v) de NaCl, (Todos os meios de cultivo utilizados: OXOID, Basingstoke, Inglaterra). 
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Em relação aos micro-organismos medianamente halotolerantes, pode-se observar que os 

dois isolados foram capazes de inibir oito das nove cepas de Staphylococcus spp. testadas, 

produzindo halos de inibição variando entre 9 mm (para as cepas S. xylosus H3 e S. saprohyticus 

H8) e 19 mm  (para a cepa S. xylosus H1). Para aos micro-organismos altamente halotolerantes, 

obtidos a 10% de NaCl, observou-se que o isolado 69 apresentou um espectro de atividade mais 

amplo, quando comparado ao isolado 94, sendo ativo contra duas cepas de Staphylococcus spp. 

(H11 e H13), uma cepa de S. xylosus (H15) e uma cepa de S. saprohyticus (H18), com halos de 

inibição variando de 9 a 12 mm, enquanto que o isolado 94 não foi capaz de inibir nenhuma das 

nove cepas utilizadas neste estudo, o que inviabiliza sua utilização como agente de 

bioconservação do charque. 

 A Tabela 12 apresenta os resultados de atividade dos isolados 69 e 94 contra micro-

organismos patogênicos e deteriorantes de importância em alimentos. Já na Tabela 13 podem ser 

observados os resultados de atividade contra bactérias láticas isoladas de alimentos. 
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Tabela 12. Atividade inibitória das bacteriocinas presentes no SLC* dos isolados 69 e 94 contra micro-organismos patogênicos e 

deteriorantes de importância em alimentos. 

Micro-organismo 

indicador  

Origem 
Meio de 

cultivo 

Condições de incubação 

(tempo / tempertura) 

Atividade inibitória (mm de 

halhalo) Isolado 69 Isolado 94 

B. cereus  ATCC 11778 Ágar BHI 37ºC / 48 h - - 

S. aureus  ATCC 29213 Ágar BHI 37ºC / 48 h - - 

S. aureus ATCC 25923 Ágar BHI 37ºC / 48 h - - 

S. aureus ATCC 6538 Ágar BHI 37ºC / 48 h 12 - 

L. monocytogenes  ATCC 7644 TSAye 37ºC / 48 h - - 

L. monocytogenes ScottA TSAye 37ºC / 48 h - - 

E. aerogenes  ATCC 13048 Ágar BHI 37ºC / 48 h - - 

L. sakei 2a  Leite Ágar MRS 30ºC / 48 h 12 - 

L. acidophilus  Rhodia LA5 Ágar MRS 30ºC / 48 h - - 

L. acidophilus  Rhodia LAC4 Ágar MRS 30ºC / 48 h - - 

L. acidophilus  Rhodia LA14 Ágar MRS 30ºC / 48 h - - 

L. paracasei  Rhodia LBC82 Ágar MRS 30ºC / 48 h - - 

L. cremoris  Hansen R704 Ágar MRS 30ºC / 48 h 10 - 

E. hirae Leite de cabra Ágar BHI 37ºC / 48 h - - 

L. monocytogenes 103 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 9 - 

L. monocytogenes 106 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 11 - 

L. monocytogenes 603 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 10 - 

L. monocytogenes 302 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 11 - 

L. monocytogenes 620 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 9 - 

L. monocytogenes 506 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 15 - 

L. monocytogenes 211 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 10 - 

L. monocytogenes 426 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 12 - 

L. monocytogenes 711 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 12 - 

L. monocytogenes 709 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 11 - 

L. monocytogenes 724 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 12 - 

L. monocytogenes 703 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 11 - 

L. monocytogenes 712 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 9 - 

L. monocytogenes 637 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 12 10 

L. monocytogenes 408 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 12 - 

L. monocytogenes 607 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 12 - 

L. monocytogenes 104 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 13 - 

L. monocytogenes 422 Frigorífico** TSAye 37ºC / 48 h 10 - 

*sobrenadamte livre de células; (**), Cepas isoladas de frigorífico abatedouro de aves em trabalho desenvolvido no laboratório de 

microbiologia de alimentos da Faculdade de Ciências Farmacêuticas – USP (Chiarini et al., 2009); (-) não apresentou atividade 

antimicrobiana; BHI, infusão de cérebro e coração; MRS, de Man Rogosa and Sharpe; TSAye, Triptona de soja acrescido de 0,6% de 

estrato de levedura; (Todos os meios de cultivo utilizados: OXOID, Basingstoke, Inglaterra). 
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 Tabela 13. Atividade inibitória das bacteriocinas presentes no SLC* dos isolados 69 e 94 contra bactérias láticas isoladas de 

alimentos. 

Micro-organismo 

indicador  
Origem 

Meio de 

cultivo 

Condições de incubação (tempo 

/ tempertura) 

Atividade inibitória (mm de halo) 

Isolado 69 Isolado 94 

L. bulgaricus B 5** 

Leite de cabra Ágar MRS 30ºC / 48 h 10 - 

L. bulgaricus B 15** 
Leite de cabra Ágar MRS 30ºC / 48 h 12 - 

L. bulgaricus B 16** 
Leite de cabra Ágar MRS 30ºC / 48 h 10 - 

L. lactis B 17** 
Leite de cabra Ágar MRS 30ºC / 48 h 10 9 

L. bulgaricus B 2** 
Leite de cabra Ágar MRS 30ºC / 48 h 9 - 

L. lactis D 6** 
Leite de cabra Ágar MRS 30ºC / 48 h 10 - 

L. lactis D 2** 
Leite de cabra Ágar MRS 30ºC / 48 h - 16 

L. lactis D 3** 
Leite de cabra Ágar MRS 30ºC / 48 h - 17 

L. bulgaricus B 1** 
Leite de cabra Ágar MRS 30ºC / 48 h - - 

L. lactis D 4** 
Leite de cabra Ágar MRS 30ºC / 48 h 10 - 

L. lactis D 5** 
Leite de cabra Ágar MRS 30ºC / 48 h - 10 

E. faecium S 5** 
Leite de cabra Ágar BHI 37ºC / 48 h 9 8 

E. faecium S 8** 
Leite de cabra Ágar BHI 37ºC / 48 h 15 - 

Isolado 69 Charque Ágar MRS 30ºC / 48 h - - 

Isolado 94 Charque Ágar MRS 30ºC / 48 h 17 - 

*sobrenadamte livre de células; (**), Cepas de bactérias láticas isoladas em trabalho desenvolvido no laboratório de microbiologia de 

alimentos da Faculdade de Ciências Farmacêuticas – USP; (-), não apresentou atividade antimicrobiana; BHI, infusão de cérebro e coração; 

MRS, de Man Rogosa and Sharpe; (Todos os meios de cultivo utilizados: OXOID, Basingstoke, Inglaterra). 

 

 Os resultados apresentados nas Tabelas 12 e 13 indicam que o isolado 69 foi capaz de 

inibir uma das três cepas de S. aureus, L. monocytogenes ScottA, diversas cepas de L. 

monocytogenes isoladas de amostras de carne de frango e ambiente de frigorífico, outras 

bactérias láticas como L. sakei 2a, além de várias bactérias láticas isoladas de alimentos, 

incluindo o isolado 94 obtido neste trabalho. Porém, não apresentou atividade inibitória contra ele 

mesmo, o que é uma característica das bactérias produtoras de bacteriocinas. Já o isolado 94 

apresentou um espectro de atividade bem mais limitado, sendo capaz de inibir apenas uma cepa 

de L. monocytogenes isolada de frigorífico e cinco cepas de bactérias láticas isoladas de 

alimentos. Assim como o isolado 69, o isolado 94 também se apresentou imune às bacteriocinas 

por ele produzidas. Com base nestes dados, o isolado 69 foi selecionado para a aplicação no 

charque modelo e avaliação nos testes referentes à bioconservação do produto. 
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 As Figuras 5 e 6 ilustram as curvas de multiplicação a 30ºC do isolado 69 em caldo MRS 

contendo 0%, 3% e 5% de NaCl e 10%, 15% e 20% de NaCl, respectivamente.  
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Figura 5. Representação gráfica da curva de multiplicação do isolado 69 a 30ºC em caldo MRS contendo 0%, 3% e 5% de NaCl. 
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Figura 6. Representação gráfica da curva de multiplicação do isolado 69 a 30ºC em caldo MRS contendo 10%, 15% e 20% de 

NaCl. 
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O isolado 69 foi capaz de se multiplicar em caldo MRS adicionado de até 5% de NaCl de 

forma semelhante à observada em caldo MRS sem adição de sal, apresentando um aumento na 

população de 4 ciclos logarítmicos e alcançando as mesmas populações para todas as 

concentrações analisadas após 72 h de incubação. Pode-se observar ainda que a duração da fase 

lag durante a multiplicação em 5% de NaCl foi maior comparada à fase lag observada durante a 

multiplicação em MRS sem adição de sal ou adicionado de 3% de NaCl, indicando que a 

velocidade de multiplicação do micro-organismo diminui conforme aumenta a concentração de 

sal no meio de cultura.  

 Diferentemente do que ocorreu para a multiplicação em MRS adicionado de até 5% de 

sal, observou-se que o isolado 69 não foi capaz de se multiplicar em meio MRS com 

concentração de NaCl a partir de 10%. No entanto, a população manteve-se estável por até 72h, 

mesmo no meio MRS adicionado de 20% de sal, o que permite concluir que este micro-

organismo é capaz de sobreviver satisfatoriamente no charque por este período.  

 Em relação à produção de bacteriocinas em meio de cultura contendo concentração de sal 

similar à encontrada no charque (20%), verificou-se que o isolado 69 foi capaz de inibir o 

indicador L. sakei ATCC 15521 em todos os tempos analisados. Porém, em relação à atividade de 

bacteriocinas na presença de 20% de sal, verificou-se uma flutuação ao longo das 72h de análise: 

após 24 h, a atividade das bacteriocinas produzidas em meio adicionado de 20% de NaCl foi 

menor do que aquela apresentada pelas bacteriocinas produzidas em meio sem adição de sal 

(6.400 UA/mL e 12.800 UA/mL, respectivamente). Já após 48 h de incubação observou-se uma 

redução na atividade das bacteriocinas apenas para o isolado cultivado em meio sem adição de 

NaCl,  e esta atividade foi idêntica àquela produzida em meio adicionado de 20% de NaCl (6.400 

UA/mL). Após 72 h, ocorreu uma nova redução na atividade das bacteriocinas, desta vez para as 

duas condições analisadas que apresentaram, mais uma vez, atividade idêntica (400 UA/mL).    

  

4.3 Identificação da cepa bacteriocinogênica isolada 

A sequência obtida para a porção 16S de rDNA da cepa 69 apresentou 99% de homologia 

com as sequências descritas para Lactococcus lactis subsp. lactis CAG18a (nº acesso GenBank: 

AB572041.1; Pang et al., 2011) e  Lactococcus lactis subsp. lactis Vm118 (nº acesso GenBank: 

HM638419.1; Francesca et al., 2011). Em relação à idendificação da subespécie, a amplificação 
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do DNA da cepa 69 com os primers sub-espécie-específicos (gadB21 e GAD7) gerou bandas de 

580 pb, correspondentes à subespécie Lactococcus lactis subsp. lactis (Petrov et al., 2008). A 

sequência completa de nucleotídeos obtida para a cepa 69 e a foto do gel com os fragmentos 

amplificados na PCR para confirmação da subespécie podem ser observadas nas Figuras 7 e 8, 

respectivamente. 

 

GTCTNCNTTNAGAANCGCCCTCCTTGCGGTTANGCAACCTACTTCGGNCNACTCCCAACTCCCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC
AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAAT

CCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGCTAAACATCACTGTCTCGCGACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC

AGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCGTTAGAGTGCCCAACTTAAT
GATGGCAACTAACAATAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC

CTGTATCCCGTGTCCCGAAGGAACTTCCATCTCTAGGAATAAGCACGAGTATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCG

AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTG
CTTATTGCGTTAGCTGCGATACAGAGAACTTATAGCTCCCTACATCTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTA

ATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGTGTCAGTTACAGGCCAGAGAGCCGCTTTCGCCACCGGTGTTCCTCCATATATCT

ACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTCCTGCACTCAAGTCTACCAGTTTCCAATGCATACAATGGTTGNGCCAC
TGCCTTTTACACCAGACTTAATAAACCACCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTCGGGACCTACGTATTACCG

CGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTCCCTTTCTGGGTAGTTACCGTCACTTGATGAGCTTTCCACTCTCACCAACGTTCTTCTCTAC

CAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTGA

GCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATACAACGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCC 

 

Figura 7. Sequência completa de nucleotídeos da porção 16S de rDNA da cepa Lactococcus lactis subsp. lactis 69. 
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 M, marcador de peso molecular; C-, controle negativo da 

reação; 1 e 2, repetições das amostras de DNA da cepa L. 

lactis subsp. lactis 69. 

 

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 2% (p/v) dos fragmentos de DNA da cepa L. lactis subsp. lactis 69 amplificados com os 

primers sub-espécie-específicos gadB21 e GAD7. 

 

4.4 Investigação da presença de genes codificadores para bacteriocinas produzidas por L. 

lactis no isolado 69 

A amplificação do DNA total da cepa Lactococcus lactis subsp. lactis 69 com os primers 

específicos para os genes codificadores das principais bacteriocinas produzidas por L. lactis 

revelou a presença apenas de gene codificador para nisina. As PCRs com os primers para 
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lacticina 3147, lacticina 481, lactococcina A, lactococcina B, lactococcina G, lactococcina M, 

lactococcina Q, lactococcina 972 não geraram fragmentos amplificados. A reação de 

amplificação com os primers para o gene estrutural de nisina gerou fragmentos contendo 300 pb, 

correspondentes a esta bacteriocina (Aso et al., 2008), que podem ser vizualisados na Figura 9. 
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M, marcador de peso molecular; C-, controle negativo 

da reação; 1 e 2, repetições das amostras de DNA da 

cepa L. lactis subsp. lactis 69. 

 

 

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) dos fragmentos de DNA da cepa L. lactis subsp. lactis 69 amplificados com 

primers para o gene codificador de nisina. 

 

A presença do gene estrutural de nisina na cepa Lactococcus lactis subsp. lactis 69 foi 

confirmada através do sequenciamento dos fragmentos amplificados. A comparação da sequência 

obtida para a cepa 69 com as sequências disponíveis nas bases de dados pesquisadas indicou que 

o gene presente na cepa Lactococcus lactis subsp. lactis 69 apresenta 98% de homologia com os 

genes descritos para a produção de nizina Z. A sequência de nucleotídeos obtida para este gene, 

bem como a comparação com as sequências descritas para os genes codificadores de nisina 

presentes nas cepas Lactococcus lactis subsp. lactis MS27 (nº de acesso GenBank: AB375441.1 ; 

Aso et al., 2008), Lactococcus lactis subsp. lactis K213 (nº de acesso GenBank: AB083093; Park 

et al., 2003) e  Lactococcus lactis subsp. lactis M78 (nº de acesso GenBank: HM219853; Trmcic, 

et al., 2011), podem ser observadas na Tabela 14. 

 

Tabela 14. Comparação das sequências de nucleotídeos obtidas para o gene codificador de nisina presente nas cepas Lactococcus 

lactis subsp. lactis  69, Lactococcus lactis subsp. lactis MS27, Lactococcus lactis subsp. lactis  K213 e Lactococcus lactis subsp. 

lactis  M78. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166085084?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Z4ES86WY014
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Nisina Cepas Sequências  

Nisina Z 69 1-ATGAGTACAAA-GATTTTAACTTGGATTTGGTATCTGTTTCGTAAGAAAGATTCAGGTGC-59  

Nisina Z MS27 1-ATGAGTACAAAAGATTTTAACTTGGATTTGGTATCTGTTTCG-AAGAAAGATTCAGGTGC-59 

Nisina Z K213 1-ATGAGTACAAAAGATTTTAACTTGGATTTGGTATCTGTTTCG-AAGAAAGATTCAGGTGC-59 

Nisina A M78 1-ATGAGTACAAAAGATTTTAACTTGGATTTGGTATCTGTTTCG-AAGAAAGATTCAGGTGC-59 

   

Nisina Z 69 60-ATCACCACGCATTACAAGTATTTCGCTATGTACACCCGGTTGTAAAACAGGAGCTCTGA-118  

Nisina Z MS27 60-ATCACCACGCATTACAAGTATTTCGCTATGTACACCCGGTTGTAAAACAGGAGCTCTGA-118 

Nisina Z K213 60-ATCACCACGCATTACAAGTATTTCGCTATGTACACCCGGTTGTAAAACAGGAGCTCTGA-118 

Nisina A M78 60-ATCACCACGCATTACAAGTATTTCGCTATGTACACCCGGTTGTAAAACAGGAGCTCTGA-118 

   

Nisina Z 69 119-TGGGTTGTAACATGAAAACAGCCACTTGTAATTGTAGTATTCACGTAAGCAAATAA-174  

Nisina Z MS27 119-TGGGTTGTAACATGAAAACAGCAACTTGTAATTGTAGTATTCACGTAAGCAAATAA-174 

Nisina Z K213 119-TGGGTTGTAACATGAAAACAGCCACTTGTAATTGTAGTATTCACGTAAGCAAATAA-174 

Nisina A M78 119-TGGGTTGTAACATGAAAACAGCAACTTGTCATTGTAGTATTCACGTAAGCAAATAA-174 

 Os elementos destacados em vermelho representam as diferenças entre os nucleotídeos presentes no gene codificador de nisina 

da cepa Lactococcus lactis subsp. lactis  69 e os genes de nisina das cepas Lactococcus lactis subsp. lactis MS27 e Lactococcus 

lactis subsp. lactis K213;  Os elementos destacados em azul representam as diferenças entre os nucleotídeos presentes nos genes 

codificadores de nisina Z e nisina A. 

 

O alinhamento da sequência de nucleotídeos do gene de nisina presente na cepa isolada 

neste trabalho apontou uma homologia de 98% com as sequências presentes nas cepas de 

Lactococcus lactis subsp. lactis MS27 e Lactococcus lactis subsp. lactis K213 produtoras de 

nisina Z. Observou-se ainda que, para a nisina codificada pelo gene presente na cepa 69, o 

aminoácido da posição 27 é uma asparagina, confirmando não se tratar de uma variante de nisina 

A. 
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A Tabela 15 apresenta a comparação entre a cadeia de aminoácidos obtida após a 

transcrição da sequência de nucleotídeos do gene codificador de nisina presente na cepa 

Lactococcus lactis subsp. lactis 69 e as cadeias de aminoácidos descritas para as nisinas 

produzidas pelas cepas Lactococcus lactis subsp. lactis MS27, Lactococcus lactis subsp. lactis 

K213 e Lactococcus lactis subsp. lactis M78. 

 

Tabela 15. Comparação da cadeia de aminoácidos obtida após a transcrição da sequência de nucleotídeos do gene codificador de nisina 

presente na cepa Lactococcus lactis subsp. lactis  69 com as cadeias de aminoácidos descritas para as nisinas produzidas pelas cepas 

Lactococcus lactis subsp. lactis MS27, Lactococcus lactis subsp. lactis K213 e Lactococcus lactis subsp. lactis M78. 

Cepa Sequência Referência 

69 

 

MSTKI  LTWIW YLFRK KDSGA SPRIT SISLC TPGCK TGALM GCNMK TATCN CSIHV SK 

 

Cepa isolada neste 

estudo 

MS27 

 

MSTKD FNLDL VSVSK KDSGA SPRIT SISLC TPGCK TGALM GCNMK TATCN CSIHV SK 

 

Aso et al., 2008   

(nº de acesso GenBank: 

AB375441.1) 

K213 

 

MSTKD FNLDL VSVSK KDSGA SPRIT SISLC TPGCK TGALM GCNMK TATCN CSIHV SK 

 

Park et al., 2003 

(nº de acesso GenBank: 

AB083093) 

M78 

 

MSTKD FNLDL VSVSK KDSGA SPRIT SISLC TPGCK TGALM GCNMK TATCH CSIHV SK 

 

Trmcic, et al., 2011 

(nº de acesso GenBank: 

HM219853) 

   As letras destacadas em vermelho representam as diferenças na cadeia de aminoácidos da nisina produzida pela cepa 

Lactococcus lactis subsp. lactis  69 e as cadeias de aminoácidos das nisinas produzidas pelas cepas Lactococcus lactis subsp. 

lactis MS27 e Lactococcus lactis subsp. lactis K213;  As letras destacadas em azul representam as diferenças entre os 

aminoácidos presentes nas cadeias de nisina Z e nisina A. 

 

As diferenças observadas após a transcrição para a cadeia de aminiácidos estão nas 

posições -10 a -19, correspondentes ao pré-peptideo (leader peptide). Sabe-se que os pré-

peptídeos que compõem a cadeia de aminoácidos das bacteriocinas podem diferir quanto ao 

tamanho, sequência de aminoácidos, relevância funcional e composição de resíduos conservados 

(Moll et al., 2010). Segundo Kuipers et al. (1993), as sequências leader de pré-peptídeos de 

diferentes lantibióticos possuem regiões conservadas, exercendo um papel importante na 

-20 -10 1 10 20 30 

pré-peptídeo  

-20 -10 1 10 20 30 

pré-peptídeo  

-20 -10 1 10 20 30 

pré-peptídeo  

-20 -10 1 10 20 30 

pré-peptídeo  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166085084?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Z4ES86WY014
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biosíntese das bacteriocinas. Além disso, o pré-peptídeo pode impedir que a molécula do pré-

lantibiótico tenha atividade antimicrobiana antes da bacteriocina ser secretada pela célula 

produtora. Ainda segundo Moll et al. (2010), o pré-peptídeo não sofre modificações durante a 

síntese da bacteriocina, porém direciona as reações enzimáticas de desidratação, ciclização e 

transporte, sendo clivado por peptidases (lantibiotic leader peptidases) no momento da secreção. 

Embora o mecanismo de indução enzimática desempenhado pelo pré-peptídeo não esteja 

completamente elucidado, sabe-se que tem papel importante na síntese e secreção de 

bacteriocinas. 

Desta forma, as diferenças encontradas nas posições -10 a -19 na cadeia de aminoácidos 

do pré-peptídeo da nisina produzida pela cepa Lactococcus lactis subsp. lactis 69 podem ser 

relevantes para a formação e secreção desta bacteriocina. Porém, a compreensão do nível desta 

influência no potencial de aplicação da bacteriocina como agente de bioconservação depende de 

estudos que elucidem os mecanismos de indução enzimática desempenhado pelo pré-peptídeo.  

 

4.5 Avaliação do potencial bioconservante da cepa bacteriocinogênica no charque modelo 

Para todos os charques modelo produzidos, independente da presença da cepa 

bacteriocinogênica Lactococcus lactis subsp. lactis 69, os parâmetros físico-químicos de umidade 

(variando entre 43% e 44,8%), atividade de água (variando entre 0,74 e 0,75) e resíduo mineral 

fixo (variando entre 13,9 e 15,3%) se apresentaram dentro dos valores estipulados pela legislação 

e descritos por Simikimaki et al. (1998). 

Em relação aos parâmetros microbiológicos, as médias das contagens de bactérias 

medianamente halotolerantes e das bactérias altamente halotolerantes nas amostras de charque 

modelo controle e de charque modelo teste, durante o processamento e armazenamento por até 45 

dias, estão apresentadas nas Figuras 10 e 11, respectivamente.  
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distintas, para um mesmo ponto de análise, indicam diferença estatística entre as contagens observadas (p≤0,05). 

 

 

Figura 10. Média das populações de bactérias medianamente halotolerantes encontradas nos charques modelo controle e teste nas 

diferentes etapas do processamento e armazenamento por até 45 dias. 

 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

a b c d e f g h i

Pontos de análise

P
o

p
u

la
çã

o
 (

lo
g

 U
F

C
/ 
g

)

controle teste
 

a – Matéria-prima crua; b – Salga úmida; c – Salga seca; d – Tombos; e – Produto pronto; f – Após 5 dias de armazenamento;  

g – Após 10 dias de armazenamento; h – Após 25 dias de armazenamento; i – Após 45 dias de armazenamento. Letras minúsculas 

distintas, para um mesmo ponto de análise, indicam diferença estatística entre as contagens observadas (p≤0,05). 

 

Figura 11. Média das populações de bactérias altamente halotolerantes encontradas nos charques modelo controle e teste nas 

diferentes etapas do processamento e armazenamento por até 45 dias. 
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Os resultados revelam a presença de altas contagens de bactérias medianamente 

halotolerantes na matéria-prima utilizada para a produção do charque modelo (aproximadamente 

10
7
 UFC/ g). Essas contagens se mantiveram constantes até a etapa de salga úmida e não foi 

observada diferença estatística (p>0,05) entre as os resultados obtidos para os charques modelo 

controle e teste. A partir da etapa de salga seca (início da fermentação), observou-se uma redução 

nas populações de micro-organismos medianamente halotolerantes para os dois charques modelo 

analisados, porém a redução observada para as amostras teste (2 ciclos log) foi significativamente 

superior (p≤0,05) àquela apresentada pelas amostras controle (0,5 ciclos log). Essa diferença se 

manteve até a obtenção do produto final e estendeu-se por todo o período de armazenamento. 

Esses resultados indicam que a presença da cepa Lactococcus lactis subsp. lactis 69 no charque 

modelo causou uma redução na população de bactérias medianamente halotolerantes durante o 

processamento do charque e impediu seu aumento durante o armazenamento por até 45 dias. 

Com relação às bactérias altamente halotolerantes, verificou-se que estavam presentes na 

matéria-prima, embora em quantidades inferiores (aproximadamente 10
4
 UFC/ g) às bactérias 

medianamente halotolerantes, e que as contagens observadas para os charques modelo controle e 

teste não apresentaram diferença estatística (p0,05). Na etapa de salga úmida foi observado um 

aumento destas populações, que alcançaram aproximadamente 10
6
 UFC/ g para dois charques 

modelo analisados, não apresentando diferença estatística entre as amostras controle e teste 

(p0,05). Este aumento já era esperado, uma vez que os micro-organismos halotolerantes foram 

introduzidos nesta etapa de fabricação. Já nas etapas de salga seca e tombos, onde ocorre a 

fermentação do produto, observou-se uma redução de 1 ciclo log para o charque modelo teste, 

enquanto não houve nenhuma redução nas amostras referentes ao charque modelo controle e a 

diferença entre as populações de micro-organismos altamente halotolerantes, nos dois tipos de 

charque analisados, tornou-se estatisticamente significativa (p≤0,05). Mais uma vez, as 

diferenças entre as contagens de bactérias altamente halotolerantes das amostras teste e controle 

foram as mesmas durante toda a fabricação do charque modelo e até o final do armazenamento, 

indicando que a presença da cepa Lactococcus lactis subsp. lactis 69 inibiu a multiplicação de 

bactérias altamente halotolerantes. 

Outros autores também pesquisaram as populações de micro-organismos halotolerantes 

em amostras de alimentos cárneos fermentados, encontrando populações elevadas no produto 

pronto e sugerindo que estes micro-organismos têm origem na matéria-prima (Chevallier et al., 
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2006; Fontán et al., 2007; Talon et al., 2007). Além disso, a identificação das bactérias 

encontradas por esses autores apontou o gênero Staphylococcus como o principal representante 

deste grupo de micro-organismos (Chevallier et al., 2006; Cagno et al., 2008), concordando com 

os resultados apresentados neste trabalho. Fontán et al. (2007), avaliando as características de 

salsicha fermentada, produzida na Espanha, encontraram populações de aproximadamente 10
7
 

UFC/g de micro-organismos halotolerantes. Resultados semelhantes foram observados por 

Chavellier et al. (2006) e Cagno et al. (2008), que encotraram contagens variando entre 10
6
 – 10

7
 

UFC/g e 10
5
 – 10

7
 UFC/g de micro-organismos do gênero Staphylococcus em amostras de 

linguiça fermentada sem adição de cultura iniciadora e linguiças fermentadas produzidas na 

Itália, respectivamente. 

Não foram encontrados na literatura dados referentes a influência de bactérias láticas 

bacteriocinogênicas nas populações de micro-organismos halofílicos e halotolerantes em 

produtos cárneos, impedindo a comparação dos resultados obtidos neste trabalho. Contudo, a 

falta destes dados demonstra a relevância desta pesquisa. Além disso, a capacidade de inibir as 

cepas medianamente halotolerantes e altamente halotolerantes apresentada pela cepa Lactococcus 

lactis subsp. lactis 69, indicam o potencial de utilização da cepa isolada neste trabalho como 

agente de bioconservação de um alimento que possui papel relevante na 

alimentação do brasileiro. 

As médias das contagens de bactérias láticas, encontradas nos charques modelo controle e 

teste, durante o processamento e armazenamento por até 45 dias, podem ser observadas na Figura 

12. 
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a – Matéria-prima crua; b – Salga úmida; c – Salga seca; d – Tombos; e – Produto pronto; f – Após 5 dias de armazenamento;  

g – Após 10 dias de armazenamento; h – Após 25 dias de armazenamento; i – Após 45 dias de armazenamento.  

Figura 12. Média das populações de bactérias láticas encontradas nos charques modelo controle e teste nas diferentes etapas do 

processamento e armazenamento por até 45 dias. Letras minúsculas distintas, para um mesmo ponto de análise, indicam diferença 

estatística entre as contagens observadas (p≤0,05). 

 

As populações de bactérias láticas encontradas na matéria-prima crua foram bastante 

semelhantes para os charques modelo teste e controle (aproximadamente 10
7
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subsp. lactis 69 no charque modelo influenciou esta população, principalmente nas etapas de 

salga seca e tombos, onde ocorre a fermentação do charque.  Outros trabalhos encontrados na 

literatura também comentam que a aplicação de cepas bacteriogênicas na fermentação de 

produtos cárneos pode influenciar na composição da microbiota destes produtos, afetando não só 

a qualidade microbiológica como também algumas propriedades sensoriais, uma vez que é na 

etapa de fermentação onde ocorre a maioria das modificações bioquímicas, físico-químicas e 

microbiológicas que vão influenciar as características do produto final (Pinto et al., 2002; Ammor 

e Mayo, 2007; Fontán et al., 2007). 

Outro fator importante a ser observado é que as populações de bactérias láticas 

encontradas na matéria-prima foram bastante elevadas (aproximadamente 10
7
 UFC/ g) mantendo-

se assim até o final da produção do charque modelo (aproximadamente 10
6
 UFC/ g), 

corroborando com a idéia da ocorrência de fermentação neste produto por bactérias láticas 

naturalmente presentes que são capazes de se multiplicar mesmo nas altas concentrações de sal 

(Pinto et al., 2002; Shimokomaki, 2006). Porém, as contagens de bactérias láticas encontradas 

para o produto pronto (10
5
 - 10

6
 UFC/g) foram inferiores às contagens reportadas por outros 

autores que pesquisaram estes micro-organismos em produtos cárneos fermentados. Chavellier et 

al. (2006) encontraram populações de 10
6
 – 10

7
 UFC/g em amostras de linguiça fermentada sem 

adição de cultura iniciadora, enquanto Cagno et al. (2008) encontraram populações mais elevadas 

(10
8
 UFC/g) em amostras de linguiças fermentadas produzidas na Itália. Talon et al. (2007) 

comentam que as bactérias láticas representam a microbiota predominante nos produtos cárneos 

fermentados e, mesmo quando estão presentes em baixo número ao início do processo, são 

capazes de se multiplicar tornando-se o principal micro-organismo presente no produto final. 

Porém, para as amostras de charque modelo analisadas neste estudo observou-se uma diminuição 

nas contagens de bactérias láticas, quando se comparam as contagens encontradas para a matéria-

prima e o produto final. Uma possível causa seria o aumento da concentração de NaCl durante o 

processamento, que favorece a multiplicação de micro-organismos halotolerantes em detrimento 

das bactérias láticas. Lozenzo at al. (2010) também observaram a variação na população de 

bactérias láticas durante a fabricação de lacón (produto cárneo fermentado, tradicional da 

Espanha), observando contagens de 10
4
 UFC/g na matéria-prima e aumento da população durante 

as etapas de fermentação e cura, chegando a 10
7
 UFC/g, e reduzindo-se a 10

5
 UFC/g ao final do 

processo. 
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Nos estudos de ecologia microbiana do charque modelo verificou-se que o método de 

extração de DNA empregando-se guanídeo apresentou os piores resultados quando comparado 

aos outros dois métodos testados, pois não foram obtidos fragmentos de DNA referentes aos 

micro-organismos presentes nas amostras de charque. Quando a extração de DNA foi feita com 

kit comercial ou com fenol, os resultados foram idênticos. Os dois métodos apresentaram a 

mesma variabilidade nos micro-organismos detectados nas amostras de charque modelo, gerando 

bandas idênticas após a amplificação da região V3 de 16S rDNA e a DGGE. Desta forma, apenas 

os fragmentos de DNA extraídos com fenol ou kit comercial foram utilizados neste estudo. Esses 

resultados diferem dos resultados observados por Abriouel et al. (2006), que verificaram que a 

extração com guanídeo foi o melhor método para a extração de DNA diretamente de amostras de 

alimentos a base de milho fermentado, o que permite concluir que a composição da matriz 

alimentar pode influenciar na eficiência do método. O teor de proteínas no charque é maior que 

aquele encontrado em cereais, o que pode ter influenciado a eficiência dos métodos de extração 

de DNA. 

Na Figura 13 pode-se observar a comparação entre aos perfis genéticos obtidos para as 

amostras de charque modelo, fermentadas de maneira natural ou adicionadas da cepa L. lactis 

subsp. lactis 69, após a aplicação da técnica de DGGE. 
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69, L. lactis subsp. lactis 69; 1, carne crua; 2, amostra após salga úmida; 3, amostras após salga seca; 4, amostras 

após tombos; 5, charque pronto; C, amostras de charque fermentadas sem adição da cultura bacteriocinogênica; T, 

amostras de charque fermentadas com a cultura bacteriocinogênica; letras minúsculas indicam as bandas 

sequenciadas: a, Lactococcus sp. / Streptococcus sp.; b, Lactobacillus sp.; c, L. sakei; d, Lactobacillus sp.; e, S. 

saprophyticus; f, Staphylococcus sp.; g, L. lactis subsp. lactis  69; h, Staphylococcus sp.; i, Staphylococcus sp.  

 

 

Figura 13. Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (poliacrilamida 0,8% p/v) dos amplicons da região V3 de 16S rDNA 

da microbiota presente em amostras de charque modelo fermentado de maneira natural ou com adição de cultura 

bacteriocinogênica. 
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origem na matéria prima, uma vez que foram identificadas na carne crua utilizada para o preparo 

do charque modelo, permanecendo no produto até o final de sua fabricação. Os micro-organismos 

do gênero Staphylococcus mantiveram-se na carne em todas as etapas de fabricação do charque, 

tornando-se a principal microbiota presente no produto pronto. Esses resultados concordam com 

aqueles apresentados por diversos autores que, caracterizando a microbiota de produtos cárneos 

fermentados, encontraram predominância de bactérias láticas (principalmente espécies de 

Lactobacillus spp.) e cocos Gram-positivos coagulase negativa (principalmente espécies de 
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Analisando-se a dinâmica populacional microbiana durante a produção de charque 

modelo, pode-se observar que as populações de bactérias láticas se mantiveram presentes durante 

toda a fabricação do produto, representado a microbiota predominante na matéria-prima e 

também nas etapas de salga seca e tombos, sugerindo que a fermentação natural do charque 

modelo ocorreu com a participação de bactérias láticas dos gêneros Lactococcus, Streptococcus e 

Lactobacillus. Porém, não foram encontradas populações de Lactobacillus nas amostras 

correspondentes às etapas de salga úmida e produto pronto, indicando ou que estes micro-

organismos não estão presentes ou que sua população encontra-se em número muito reduzido, 

não detectável pelos métodos de análise empregados. Esses resultados diferem de outros 

trabalhos encontrados na literatura, onde as populações de Lactobacillus são apresentadas como 

predominantes em produtos cárneos fermentados (Cocolin et al., 2001; Rantsiou et al., 2005; 

Fontán et al., 2007; Albano et al., 2008; Lu et al., 2010).  

  Em relação aos micro-organismos halotolerantes do gênero Staphylococcus, pode-se 

observar também foram encontrados durante todo o processamento, tornando-se as populações 

predominantes no produto final. Esses micro-organismos também estiveram presentes nas etapas 

de fermentação, sugerindo sua participação na formação das características sensoriais do produto. 

Esses resultados concordam com aqueles descritos na literatura, que relatam a participação de 

cocos Gram-positivos coagulase negativa, principalmente do gênero Staphylococcus, na 

fermentação de produtos cárneos, sugerindo que estes micro-organismos, em conjunto com as 

bactérias láticas do gênero Lactobacillus, constituem a microbiota dominante durante a 

fermentação e ao final do processamento destes produtos (Cocolin et al., 2001; Rantsiou et al., 

2005; Fontán et al., 2007; Tu et al., 2010). 

Assim, através destes resultados pode-se afirmar que nas etapas onde ocorre a 

fermentação do charque foram encontradas tanto bactérias láticas quanto halotolerantes, com 

ligeiro predomínio das primeiras, principalmente na etapa de tombos, enquanto que nas etapas de 

salga úmida e no produto pronto foi observada a predominância de bactérias halotolerantes do 

gênero Staphylococcus spp.  

Comparando-se os perfis genéticos obtidos para os charques modelo controle e teste, 

observou-se que a presença da cultura bacteriocinogênica L. lactis subsp. lactis 69 não 

influenciou nas populações microbianas presentes no charque. Tanto nas amostras controle 
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quanto nas amostras teste, observou-se uma evolução muito semelhante na dinâmica das 

populações que, numa visão geral, apresentou predomínio de bactérias láticas no início da 

produção e durante a fermentação, principalmente na etapa dos tombos. No entanto, após a 

secagem ao sol (produto final) o predomínio passou a ser de bactérias halotolerantes do gênero 

Staphylococcus spp.   

Entretanto, ao se avaliar cada etapa de produção individualmente, algumas diferenças 

interssantes foram observadas.  Na etapa de salga úmida, para o charque modelo controle, foi 

verificada a predominância de micro-organismos halotolerantes, acompanhada pela redução na 

diversidade das populações de bactérias láticas, enquanto no charque modelo teste, a diversidade 

das populações de bactérias láticas não foi reduzida e estes micro-organismos representaram as 

populações predominantes. Embora as bactérias do gênero Staphylococcus também tenham sido 

identificadas na etapa de salga úmida do charque modelo teste, a predominância destes micro-

organismos só ocorreu no produto final. Estes resultados corroboram aqueles reportados em 

outros trabalhos, que também mostraram que a adição de culturas iniciadoras, capazes de 

controlar os processos fermentativos, influencia positivamente a microbiota presente nos 

produtos cárneos, inibindo a multiplicação de micro-organismos indesejáveis e contribuindo para 

a qualidade sensorial do produto final (Villani et al., 2007; Lu et al., 2010).  
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5. Conclusões  

 Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que o charque é um produto 

que apresenta potencial como fonte para o isolamento de bactérias láticas produtoras de 

bacteriocinas. A cepa Lactococcus lactis subsp. lactis 69, isolada a partir de uma amostra de 

charque, apresenta gene codificador para nisina Z e capacidade de inibir, in vitro, bactérias 

halotolerantes isoladas de charque, bem como outras bactérias deteriorantes e patogênicas , como 

Lactobacillus spp, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus,  evidenciando seu potencial 

de aplicação na bioconservação de alimentos. Além disso, as bacteriocinas produzidas por esta 

cepa possuem características interessantes para sua utilização pelas indústrias de alimentos. Nos 

testes realizados com charque modelo, observou-se que a cepa Lactococcus lactis subsp. lactis 69 

teve efeito inibitório sobre a multiplicação de micro-organismos halotolerantes durante todo o 

processo de fabricação do produto, reforçando seu potencial de aplicação como agente de 

bioconservação de charque e outros produtos cárneos salgados. Nos estudos de dinâmica 

populacional durante o processo de fabricação de charque, observou-se que a presença da cultura 

bacteriocinogenica não afetou as bactérias laticas responsáveis pela fermentação do produto.  
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