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RESUMO 
 

Os micro-organismos produzem um conjunto de sistemas de defesa, incluindo 
produtos metabólicos, como ácido lático, peptídeos antimicrobianos 
(bacteriocinas) e biossurfactantes. Nesse texto sistematizado estão resumidas as 
minhas principais contribuições científicas com relação à importância dessas 
biomoléculas no campo farmacêutico, alimentar e ambiental. O critério utilizado 
para a escolha desse compilado de resultados foi selecionar apenas os artigos 
publicados ou aceitos para publicação, dos quais sou coordenador, autor 
correspondente ou coautor. Os resultados dos artigos submetidos não serão 
apresentados nesta versão, mas sim comentados na seção “conclusões e 
perspectivas”. Inicialmente, são discutidos resultados referentes à produção 
biotecnológica de ácido lático e bacteriocinas utilizando resíduos agroindustriais e 
fontes alternativas de carbono e nitrogênio. Fundamentos bioquímicos e 
metabólicos da fermentação por bactérias ácido-láticas, bem como biossíntese, 
mecanismo de ação e aplicação de diferentes bacteriocinas também são 
abordados neste trabalho. No que tange aos biossurfactantes, se estudou 
influência do tolueno e da salinidade na produção biotecnológica destes 
compostos anfifílicos. Ademais, os efeitos da temperatura, do pH e de 
diferentes substratos na produção de biossurfactantes também foram 
abordados. Por fim, são explanadas as novas frentes de trabalho do meu grupo 
de pesquisa.  

 
Palavras-chave: Cultivo microbiano, biomoléculas, ácido lático, bacteriocinas, 
biossurfactantes. 
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ABSTRACT 

 
Microorganisms produce a set of defense systems, including metabolic 
products such as lactic acid, antimicrobial peptides (bacteriocins) and 
biosurfactants. In this systematized text, I have summarized my main scientific 
contributions regarding the importance of these biomolecules in pharmaceutical, 
food and environmental fields. The criterion used to choose these compiled 
results was to only select articles published or accepted for publication which I 
am either coordinator, corresponding author or co-author. The results of 
submitted articles will not be presented in this version, but they will be 
commented in the section "conclusions and perspectives". Initially, there is the 
discussion of results concerning biotechnological production of lactic acid and 
bacteriocins using agroindustrial residues as alternative sources of carbon and 
nitrogen. In this work, I have also addressed biochemical and metabolic bases 
of fermentation by acid lactic bacteria, biosynthesis, as well as mechanisms of 
action and application of different bacteriocins. In regard to biosurfactants, we 
researched the influence of toluene and salinity on the biotechnological 
production of these amphiphilic compounds. In addition, there are studies of the 
effects of temperature, pH and different substrates in the production of 
biosurfactants. Finally, new research line groups are explained. 
 
Keywords: Microbial cultivation, biomolecules, lactic acid, bacteriocins, 
biosurfactants. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Os micro-organismos produzem um conjunto de sistemas de autodefesa, 

incluindo os antibióticos, subprodutos metabólicos, como ácido lático produzido 

por espécies de lactobacilos, agentes líticos tais como lisozimas, diferentes 

exotoxinas proteicas, peptídeos antimicrobianos (bacteriocinas) e substâncias 

inibitórias semelhantes às bacteriocinas (BLIS) (Cavera et al., 2015). Este arsenal 

biológico é notável não só na sua diversidade, mas também na sua abundância 

natural.  

 

O ácido lático, além de ser considerado um composto antimicrobiano, 

possui diversas aplicações nas indústrias farmacêutica, cosmética e alimentar. 

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa relatou os processos fermentativos e 

biotecnológicos para a produção de ácido lático (APÊNDICE 1). Em particular, 

na indústria cosmética, o ácido lático é utilizado na manufatura de produtos de 

higiene e estética, devido aos seus efeitos hidratante, antimicrobiano e 

rejuvenescedor na pele, bem como de produtos de higiene bucal. Na indústria 

farmacêutica, o ácido lático é utilizado como suplemento na formulação de 

fármacos dermatológicos e contra a osteoporose.  

 

Aproximadamente 70% do ácido lático produzido são utilizados na 

indústria de alimentos devido ao seu papel na produção de derivados lácteos, 

como iogurtes e queijos. Na preparação de iogurtes é o principal produto da 

cofermentação de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus. Na 

fabricação de queijos, o decréscimo do pH consequente à liberação de ácido 

lático desencadeia a agregação de micelas de caseína. Por vezes, 

dependendo das características sensoriais desejadas no produto final, a 

acidificação direta com ácido lático é explorada para evitar o risco de 

proliferação de micro-organismos indesejáveis. No campo da produção de 

grãos e silagem, o ácido lático se forma espontaneamente devido à presença 

de micro-organismos que realizam a fermentação lática da matéria-prima, 
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alterando assim o aroma, além de impedir o crescimento de bactérias 

patogênicas.  

 

As bacteriocinas são definidas como porções proteicas biologicamente 

ativas com um modo de ação bactericida ou bacteriostático (Riley; Wertz, 2002; 

Collins et al., 2010). A família inclui uma diversidade de proteínas em termos de 

tamanho (Riley; Gordon, 1999) e os efeitos resultantes de suas interações com 

as bactérias-alvo consiste em uma área de estudo que vem atraindo muitos 

pesquisadores.  

 

Em geral, os testes de atividade antimicrobiana utilizando métodos de 

difusão em ágar não distinguem as atividades inibitórias das bacteriocinas em 

comparação com agentes antimicrobianos, como bacteriófagos, metabólitos 

primários (água oxigenada, ácido láctico entre outros) ou antibióticos 

sintetizados não ribosomicamente (bacitracina). Tais testes também não 

discriminam a inibição atribuída à depleção de nutrientes ou às atividades 

combinadas de múltiplas bacteriocinas e/ou outros agentes inibitórios. Para 

isso, é recomendado o uso do acrônimo BLIS (para substâncias inibitórias 

semelhantes às bacteriocinas) para se referir a agentes inibidores ainda não 

caracterizados "semelhantes às bacteriocinas" na sua atividade antimicrobiana. 

 

Esses compostos antimicrobianos são produzidos principalmente por 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e, mais recentemente, foram 

descritos em alguns membros do grupo Archaea (Ellen et al., 2011). Esses 

compostos antimicrobianos apresentam espectro de ação contra uma 

variedade de micro-organismos incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, protozoários, fungos e vírus (Reddy et al., 2004).   

 

As bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-negativas são diversas. 

Em Escherichia coli, mais de 30 bacteriocinas foram identificadas e, 

indubitavelmente, muitas delas ainda não foram descobertas. A diversidade 
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presente em outras espécies Gram-negativas, incluindo outros membros das 

Enterobacteriaceae, ainda é pouco explorada (Gordon et al., 2007).  

 

Já as bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas são 

abundantes e mais diversificadas do que as encontradas em bactérias Gram-

negativas. Os peptídeos antimicrobianos produzidos por bactérias Gram-

positivas, particularmente por bactérias ácido-láticas, apresentam amplo 

espectro como bioconservante de alimentos e como agentes terapêuticos (Jack 

et al., 1995; Cotter et al., 2005; Galvez et al., 2008). 
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2. BACTÉRIAS ÁCIDO-LÁTICAS 
 

No início do século XX, o termo “bactérias ácido-láticas” foi utilizado para 

se referir aos micro-organismos do leite, mas similaridades entre estes com 

outras bactérias produtoras de ácido lático também foram observadas em 1919 

por Orla-Jensen (1919), formando, portanto, a base da presente classificação 

das bactérias láticas (Von Wright; Axelsson, 2012). 

 

 

2.1 Posição taxonômica das bactérias láticas 
 

Do ponto de vista taxonômico, as bactérias ácido-láticas (BAL) 

constituem um grupo de bactérias Gram-positivas, tendo como principal 

produto metabólico o ácido lático, provindo da fermentação de carboidratos 

(Mayo et al., 2010). Esses micro-organismos são catalase-negativos, não 

esporulados, ácido-tolerantes e anaeróbicos facultativos. Estes micro-

organismos são desprovidos de citocromos e podem assumir a forma de cocos 

ou bastonetes. Exceto para algumas espécies, as BAL são consideradas não 

patogênicas e reconhecidas como seguras Generally Recognized as Safe 

(GRAS) (Von Wright; Axelsson, 2012). 

 

Estes micro-organismos pertencem ao filo Firmicutes, classe Bacilli, e 

ordem Lactobacillales. As diferentes famílias incluem Aerococcaceae, 

Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae e 

Streptococcaceae. Os gêneros comuns e suas principais características são 

listados no QUADRO 1.  
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2.2 Fundamentos bioquímicos e metabólicos da fermentação 
lática por bactérias 

 

O gênero mais importante e heterogêneo de bactérias láticas é o 

Lactobacillus, que inclui espécies com propriedades bioquímicas e fisiológicas 

muito diferentes. Destaca-se por suas vantagens no que diz respeito à elevada 

velocidade de crescimento e produtividade (Kylä-Nikkilä et al., 2000). Os micro-

organismos pertencentes a este gênero podem utilizar principalmente duas vias 

fermentativas para o consumo de glicose (homofermentativa e 

heterofermentativa). Dependendo do micro-organismo é possível de se 

fermentar açúcares de diferentes procedências (QUADRO 2).  
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Quadro 2. Espécies de BAL e as diferentes matérias-primas empregadas no cultivo. 

Material Micro-organismo Fonte de carbono 

Monossacarídeos e dissacarídeos  
Melaço  L. casei  Sacarose 
 L. lactis Sacarose 
Xarope de abacaxi  L. lactis  Sacarose 
Leite de camelo L. delbruecki  Lactose 
Leite de vaca  L. delbruecki  Lactose 
Soros lácteos  L. acidophilus  Lactose 
 L. bulgaricus  Lactose 
 L. delbruecki  Lactose 
 L. casei  Lactose 
 L. helveticus  Lactose 
 Lactococcus lactis  Lactose  
 S. thermophilus  Lactose  
Suco de tâmara  L. rhamnosus  Sacarose 
Materiais amiláceos  
Milho L. amylophilus Amido 
Batata L. amylophilus Amido 
 L. delbrueckii   Glicosea 
Trigo  L. amylophilus Amido 
 L. bulgaricus Glicosea 
 L. casei Glicosea 
 L. lactis Glicosea 
Arroz  L. delbrueckii  Glicosea 
Cevada  L. casei  Glicosea 
Yucca  L. lactis  Glicosea 
 L. plantarum Amido 
 L. delbruecki Glicosea 
 L. casei Glicosea 
Tapioca  L. plantarum  Glicosea 
Hidrolisados lignocelulósicos  
Bambú  L. plantarum  Glicose 
Cartón corrugado  L. coryniformis  Glicose 
Fibra de alfafa  L. delbrueckii  Glicose 
 L. pentoaceticus  Glicose 
 L. plantarum  Glicose 
 L. xylosus  Glicose 
Fibra de soja  L. delbrueckii  Glicose 
 L. plantarum  Glicose 
Madeira de eucalipto  L. delbrueckii  Glicose 
Bagaço de uva L. pentosus Xilose 
Palha de trigo  L. pentosus  Xilose 
 L. brevis  Xilose 
Papel residual L. rhamnosus  G/X/C 
Polpa de celulose L. delbruecki Glicose 
Resíduo celulósico L. casei  Glicose 
RSUb L. pentosus  X/G/A 
 L. plantarum  X/G/A 
Bagaço de uva  L. pentosus  X/G/A 
  Glicose 
Espiga de milho L. delbrium Glicose 
aHidrolisados de amido; bResiduos urbanos; X = xilose/G = glicose/A = arabinose/C = celobiose;  
L. = Lactobacillus.  

Fonte: Adaptado de Martinez et al., 2013a. 
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2.3 Fermentação homolática 
 

Este processo se desenvolve em duas etapas. Na primeira etapa, 

denominada glicólise ou rota de Embden-Meyerhoff-Parnas, a glicose se 

transforma em ácido pirúvico. Na segunda etapa o ácido pirúvico se reduz a 

ácido lático empregando o NADH produzido na primeira etapa. Desta forma, a 

partir de glicose se obtêm o ácido lático como único produto (FIGURA 1) 

segundo a reação global: 

Glicose → 2 Ácido lático + 2 ATP 

 

Figura 1. Fermentação homolática da glicose. 
 
Fonte: Adaptado de Axelsson, 2004 e Mayo et al. 2010. 

GLICOSE

Glicose 6P

Frutose 6P

Frutose 1,6 dP

gliceraldeído-3-P di-hidroxiacetona-P

1,3-diP-Glicerato

3-P-Glicerato

2-P-Glicerato

P-Enolpiruvato

Piruvato

2 LACTATO
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Os micro-organismos que somente utilizam esta rota para o consumo 

dos carboidratos recebem o nome de Homofermentativos Obrigatórios (HoO) e 

entre eles se encontram L. acidophilus, L. amylophilus, L. bulgaricus, L. 

helveticus e L. salivarius (Nigatu, 2000; Sanders; Klaenhammer, 2001). 

 

Na fermentação homolática se obtêm 2 moles de ácido lático por cada 

mol de glicose, com um rendimento teórico de 1 g de produto por g de substrato, 

enquanto os rendimentos experimentais são inferiores (0,74-0,99 g/g) devido a 

que parte da fonte de carbono se emprega na formação de 0,07-0,22 g/g de 

biomassa (Srivastava et al., 1992; Hofvendahl; Hahn-Hägerdal, 1997; Bruno-

Bárcena et al., 1999; Burgos-Rubio et al., 2000). Em condições de limitação da 

fonte de carbono, presença de fontes de carbono diferentes da glicose, valores 

altos de pH ou baixas temperaturas, alguns micro-organismos 

homofermentativos podem gerar ácido fórmico por fermentação ácido-mista 

(Hofvendahl; Hähn-Hägerdal, 2000) mediante a ação da piruvato formato liase 

(PFL). 

 

 

2.4 Fermentação heterolática 
 

Este processo se caracteriza pela formação do ácido lático juntamente 

com outros produtos (CO2, etanol e/ou ácido acético) (FIGURA 2). 
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Figura 2. Fermentação heterolática da glicose. 

Fonte: Adaptado de Axelsson, 2004 e Mayo et al., 2010. 

 

 

A primeira etapa de degradação da glicose recebe o nome de rota das 

pentoses-fosfato, onde se obtém o gliceraldeído 3-fosfato, acetilfosfato e CO2. 

O gliceraldeído 3-fosfato entra na glicólise e, através da fermentação lática, se 

transforma em ácido lático.  
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O acetilfosfato se transforma em ácido acético e/ou etanol através das 

seguintes reações: 

Glicose → Ácido lático + CO2 + Etanol + ATP 

Glicose → Ácido lático + CO2 + Ácido acético + 2 ATP + 2 NADH 

 

A relação entre as quantidades de ácido acético e etanol, que reduzem o 

rendimento teórico a 0,50 g/g, depende da capacidade do micro-organismo em 

regenerar o NADH obtido nas primeiras etapas do processo e também de suas 

necessidades energéticas. 

 

Os micro-organismos que somente utilizam esta via metabólica para o 

consumo dos carboidratos recebem o nome de Heterofermentativos 

Obrigatórios (HeO), dentre os quais se encontram L. brevis, L. fermentum, L. 

parabuchneri e L. reuteri (Nigatu, 2000; Sanders; Klaenhammer, 2001). 

 

Em teoria, qualquer fonte de carboidrato contendo pentoses ou hexoses 

poderia ser utilizada para a produção de ácido lático. Neste aspecto, o nosso 

grupo de pesquisa publicou um trabalho (APÊNDICE 1) em que foram 

exploradas possíveis fontes de carbono, como os subprodutos da indústria 

alimentar, tais como melaço e soro de leite. O melaço possui elevado teor de 

sacarose, além de ser barato e abundante, enquanto o soro de leite, cuja 

eliminação constitui um desafio ambiental grave, tem elevado teor de lactose. 

Os substratos poliméricos também foram explorados nessa pesquisa. De fato, 

estes substratos contêm polissacarídeos que, na maioria dos casos, não são 

assimilados diretamente pelos micro-organismos, sendo, portanto, hidrolisados 

em uma etapa anterior.  Nesse caso, englobam-se os materiais amiláceos e os 

compostos hemicelulósicos. 

 

Esse levantamento científico permitiu ao nosso grupo de pesquisa 

explorar diferentes substratos para obtenção de biomoléculas de alto valor 

agregado, como o ácido lático, bacteriocinas e biossurfactantes.  
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3. BACTERIOCINAS 
 

O termo antibiótico é, genericamente, usado para descrever substâncias 

produzidas por organismos, que interferem seletivamente no crescimento de 

outros organismos. Dentro dessa categoria extremamente ampla de moléculas 

bioativas, o subconjunto conhecido como bacteriocinas compreende os 

compostos proteicos sintetizados nos ribossomos e liberados extracelularmente 

por bactérias, que podem interferir no crescimento de outras bactérias (Heng et 

al., 2007).  

 

A primeira bacteriocina foi identificada por Gratia (1925) como sendo 
uma proteína antimicrobiana produzida por Escherichia coli, denominada 

colicina. Posteriormente, outros compostos antimicrobianos similares foram 

descritos para várias espécies bacterianas, não somente na família 

Enterobacteriaceae, mas também em outras. O termo bacteriocina foi proposto 

por Jacob e colaboradores (1952), o qual passou a ser utilizado mais 

frequentemente a partir dos estudos de Tagg e colaboradores (1976) e 

Klaenhammer (1988).  

 

O interesse em bacteriocinas produzidas por micro-organismos GRAS, 

como as BAL, levou à descoberta da nisina, que é a única bacteriocina 

autorizada para uso como conservante de alimentos (Gharsallaoui et al., 2016). 

Este peptídeo antimicrobiano foi primeiramente comercializado na Inglaterra 

em 1953, tendo, desde então, sido aprovado para uso em mais de 48 países.  

 

Notadamente, a nisina foi avaliada como sendo segura para uso 

alimentar pela Food and Agriculture Organization/World Health Organization 

(FAO/WHO) em 1969. Posteriormente, em 1983, esta bacteriocina foi 

considerada um aditivo alimentar pela União Européia (número E234) assim 

como, em 1988, foi aprovada pelo American Food and Drug Administration 

(FDA) para uso em queijos processados (Cotter et al., 2005). Já no Brasil, o 

uso da nisina passou a ser autorizado, em 1996, em queijos na concentração 

de até 12,5 mg/kg (Brasil. Ministério da Saúde, 1996). Outra bacteriocina que 
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possui grande importância no campo alimentar e farmacêutico é a pediocina. 

Esta biomolécula é muito conhecida devido à sua eficácia contra Listeria 

monocytogenes.  

 

É importante destacar que as bacteriocinas vêm demostrando sua 

importância nas áreas alimentar e farmacêutica. Portanto, é de grande valia 

unir diferentes conhecimentos científicos para investigar a eficácia destes 

compostos antimicrobianos, já que há um aumento significativo de micro-

organismos resistentes aos antibióticos.   

 

 

3.1 Classificação das bacteriocinas 
 

Existem diferentes classificações para as bacteriocinas, gerando o 

aparecimento de termos imprecisos como “verdadeiras bacteriocinas”, que 

englobariam as colicinas, as de Lactobacillus spp. e de outras BAL. O nosso 

grupo de pesquisa, através do trabalho de Balciunas e colaboradores (2013) 
(APÊNDICE 2) fez um levantamento sobre estas diferentes classificações. De 

acordo com Klaenhammer (1993), as bacteriocinas de bactérias Gram-positivas 

podem ser divididas em quatro classes.  

 

A classe I dos lantibióticos, representada pela nisina, reúne peptídeos 

termostáveis de baixa massa molar (<5 kDa) caracterizados pela presença de 

lantionina e derivados. A classe II é composta por pequenos peptideos 

termostáveis (<10 kDa) divididos em três subclasses: IIa (pediocina e 

enterocina), IIb (lactocina G) e IIc (lactocina B). A classe III é representada por 

peptídeos termolábeis de elevada massa molar (> 30 kDa) tais como a 

helveticina J, enquanto que na classe IV encontram-se grandes peptídeos 

compostos de carboidratos ou lipídeos. No entanto, Cleveland e colaboradores 

(2001) acreditam que essas estruturas são artefatos de purificação parcial e 

não uma nova classe de bacteriocinas. 
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Cotter e colaboradores (2005) sugeriram uma nova classificação em que 

as bacteriocinas são divididas em duas categorias: lantibióticos ou 

bacteriocinas que contém lantionina (classe I) e os peptídeos antimicrobianos 

lineares não modificados (classe II). Drider e colaboradores (2006) dividiram as 

bacteriocinas em três grandes classes, de acordo com as características 

genéticas e bioquímicas dos micro-organismos produtores (QUADRO 3).  

 
 

Quadro 3. Classificação de bacteriocinas de bactérias Gram-positivas de acordo 
com Drider et al. 

Classificação Características Subcategoria Exemplos 

Classe I  Lantibióticos 
(contendo lantionina 
e β-lantionina 

Tipo A: moléculas 
lineares (< 4kDa) 

Nisina, subtilina, 
epidermina 

  Tipo B: moléculas 
globulares (1,8 - 
2,1kDa) 

Mersacidina 

Classe II Peptídeos 
termoestáveis 
(<10kDa)  

Subclasse IIa 
(antilistérica) 

Pediocina, 
enterocina, sakacina 

  Subclasse IIb 
(compostos de dois 
peptídeos) 

Plantaricina 

  Subclasse IIc (outras 
bacteriocinas) 

Lactococina  

Classe III Peptídeos 
termolábeis (>30kDa) 

 Helveticina J, 
milericina B 

Fonte: Adaptado de Drider et al., 2006. 
 
 
Os peptídeos da classe I são representados pelos lantibióticos, que são 

pequenos peptídeos modificados pós-tradução, que contêm aminoácidos 

incomuns, tais como a lantionina. A classe II inclui as bacteriocinas não 

modificadas, que são subdivididas em três subclasses, nomeadamente, a 

classe IIa (bacteriocinas do tipo pediocina), a classe IIb (bacteriocinas de dois 

peptídeos) e IIc (outras bacteriocinas). A designação de bacteriocinas do tipo 

pediocina refere-se à pediocina PA-1/AcH, que foi a primeira bacteriocina da 
classe IIa caracterizada (Biswas et al., 1991; Nieto Lozano et al., 1992). Já os 

peptídeos da classe III são proteínas termossensíveis (Klaenhammer, 1993). 
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Recentemente, Cavera e colaboradores (2015) propuseram classificar 

as bacteriocinas de micro-organismos Gram-positivos, como as BAL, 

identificadas como da classe I, decorrentes de modificação pós-translacional, e, 

as da classe II, as quais podem apresentar pequenas ou nenhuma dessas 

modificações. Ademais, as bacteriocinas que são maiores do que 10 kDa são 

incluídas na classe III.  

 

As bacteriocinas de bactérias Gram-negativas são divididas em 

pequenos peptídeos, como as microcinas (< 10kDa) e grandes peptídeos, 

como as colicinas (25-80kDa) (Chavan; Riley, 2007).  

 

 

3.2 Biossíntese 
  

A produção de bacteriocinas é desencadeada via “quorum sensing” por 

uma resposta ao aumento da densidade populacional ou por outro estresse 

ambiental (Cotter et al., 2005). Geralmente, estes peptídeos antimicrobianos 

são sintetizados na forma inativa devido à presença de uma sequência líder na 

sua porção N-terminal (APÊNDICE 3). A pré-bacteriocina é transportada até a 

membrana citoplasmática e sua sequencia líder é clivada por proteínas 

acessórias, sendo, assim, finalmente transportada para o meio extracelular via 

transportadores ABC específicos de bacteriocinas ou por sistema geral de 

excreção/secreção (Sec) (Nes et al., 1996; Cotter et al., 2005). No caso das 

pediocinas a sequência líder possui de 18 a 27 resíduos de aminoácidos com 

duas glicinas no final, que sinalizam a região de clivagem para posterior 

excreção realizada por transportadores ABC (Ray et al., 1999) (FIGURA 3).  
 

Na FIGURA 3, o fator de indução é constantemente sintetizado e 

secretado pelas células produtoras (1).  Em uma dada concentração no meio 

extracelular (2), o FI interage com o receptor MHK presente na própria célula e 

desencadeia a autofosforilação desta proteína de membrana (3). O resíduo de 

fosfato é transferido para o RR que ativa a expressão do(s) operon(s) 

relacionados às bacteriocinas da classe IIa (4). Este composto antimicrobiano é 
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sintetizado na forma de pré-peptideo (5) contendo uma sequência N-terminal 

que é clivada por proteínas assessórias e em seguida, a forma ativa da 

bacteriocina é secretada pelo sistema de transporte ABC. A interação das 

bacteriocinas deste grupo nas células alvo ocorre pela ligação dos receptores 

de membrana específicos ou por interação eletrostática com a membrana 

plasmática (6). Após esta interação, bacteriocinas da classe IIa se inserem na 

membrana formando poros, que por sua vez induzem a dissipação total ou 

parcial de ∆Ψ e ∆pH. As bacteriocinas da classe IIa também interagem com 

receptores específicos das células produtoras, entretanto, a presença da 

imunoproteína correspondente previne a formação de poros (7). 

  

 

Figura 3. Biossíntese, regulação, autoimunidade e modo de ação de bacteriocinas da 
classe IIa.  

Fonte: Adaptado de Porto et al., 2017.   
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Bacteriocinas da classe I sofrem modificações pós-traducionais por 

enzimas específicas ancoradas na membrana (NisB, NisC) antes de serem 

exportadas por transportadores ABC NisT (Lubelski et al., 2008) (FIGURA 4). 
 

Na FIGURA 4, a nisina é sintetizada em sua forma inativa (1), contendo 

uma sequência líder N-terminal que é clivada por proteínas assessórias 

presentes na membrana. Posteriormente, a forma ativa desta bacteriocina é 

transportada para o meio extracelular via sistema tipo ABC (2). No meio 

externo a própria nisina interage com o receptor MHK da célula produtora e 

desencadeia a autofosforilação deste receptor (3). O resíduo de fosfato é 

transferido para o RR  que ativa a expressão do(s) operon(s) relacionados à 

nisina (4), aumentando assim a produção desta bacteriocina (5). A nisina 

interage com o lipídeo tipo 2 na membrana plasmática da célula alvo e possui 

dois mecanismos de ação: i) formação de poros ii) Inibição da síntese de 

parede celular (6). A autoimunidade das células produtoras de nisina também 

ocorre por duas vias: i) Imunoproteína que impede a formação de poros ii) 

Retirada da nisina já inserida na membrana citoplasmática por transportadores 

específicos (7).  
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Figura 4. Biossíntese, regulação, autoimunidade e modo de ação da nisina (classe I).  

Fonte: Adaptado de Porto et al., 2017.   

 

Os genes envolvidos na síntese das pré-bacteriocinas, processamento, 

transporte, imunidade e regulação estão agrupados em um ou dois “clusters” 

presentes no DNA cromossonal ou plasmidial da bactéria produtora (Nishie et 

al., 2012). Na maioria dos casos a regulação da expressão destes genes é 
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realizada via transdução de sinal de dois componentes (proteína sensora de 

membrana histidina quinase (MHK) e regulador de resposta (RR) ou por três 

componentes (MHK, RR e fator de indução (FI)). A diferença entre os dois 

sistemas de regulação é que o fator de indução que interage com a MHK no 

primeiro sistema descrito é a própria bacteriocina presente no meio 

extracelular. Já no sistema de três componentes, o fator de indução se liga ao 

MHK e desencadeia a resposta (Drider et al., 2006; Lubelski et al., 2008). 

 

A síntese das bacteriocinas da classe IIa é regulada via transdução de 

sinal de três componentes. O peptídeo indutor FI é constantemente expresso 

via ribossomo como pré-peptídeo. Após ser clivado, o FI é secretado por 

transportadores ABC. Em uma dada concentração no meio extracelular, esta 

molécula atua como um fator de indução, interagindo com proteínas de 

membrana histidina quinase presentes em suas próprias células. Esta 

interação resulta na autofosforilação do resíduo de histidina desta proteína 

transmembrana presente na região voltada para o citoplasma. Em seguida, há 

a transferência do grupo fosfato deste resíduo de histidina para o resíduo de 

aspartato do regulador, que por sua vez, atua como um ativador dos genes 

envolvidos na síntese, processamento e regulação da bacteriocina desta classe 

(Drider et al., 2006). 

 

No caso das bactérias produtoras de nisina e outros peptídeos 

antimicrobianos da classe I, a própria bacteriocina na sua forma ativa no meio 

extracelular interage com o Nisk, MHK nas células produtoras de nisina, e 

induz a autofosforilação em seu resíduo de histidina, que posteriormente é 

transferido para o RR chamado NisR. Ao receber o grupo fosfato, este 

regulador ativa a expressão do operon da nisina (Lubelski et al., 2008). Vale 

ressaltar que há promotores interno dos genes de regulação nisK e nisR que são 

constitutivamente expressos pelas células de L. lactis (De Ruyter et al., 1996).  
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3.3 Mecanismo de ação 
 

Diferentes mecanismos de ação são propostos para as bacteriocinas, 

sendo tais mecanismos diretamente dependentes dos fatores relacionados à 

espécie bacteriana e condições de crescimento, dose de bacteriocina 

empregada e grau de purificação (Parada et al., 2007). Os alvos das 

bacteriocinas nas bactérias sensíveis podem variar desde síntese da parede 

celular (nisina A, NAI107), formação de poros na membrana plasmática 

(pediocina, plantaricina, nisina A), síntese proteica (colicina, DF13), replicação, 
transcrição de DNA (microcina, colicina) e formação de septo (garvicina A, 

lactococina 972) (Cavera et al., 2015). 

 

 A ação pode promover um efeito letal bactericida, sem lise ou com lise 

celular, ou ainda, inibir a multiplicação microbiana com efeito bacteriostático 

(Cintas et al., 2001). Em geral, a permeabilização da membrana das células 

através da formação de poros é o principal mecanismo pelo qual a maioria das 

bacteriocinas das BAL exerce seu efeito antibacteriano (Ghrairi et al., 2012). 

Esse mecanismo ocorre com a bacteriocina se ligando aos receptores na 

membrana celular da bactéria-alvo. Posteriormente, ocorre a inserção das 

bacteriocinas na membrana causando dissipação da força próton-motriz e 

agregação de monômeros com modificação do potencial de membrana e no 

gradiente de concentração de H+. São estes efeitos que causam a formação de 

poros na membrana citoplasmática, provocando a saída de compostos ou 

altera a força próton-motriz necessária para a produção de energia e síntese de 

proteínas, o que pode acarretar na perda de viabilidade da célula-alvo (Ghrairi 

et al., 2012). 
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3.4 Autoimunidade 
 

As bactérias produtoras de bacteriocinas também expressam proteínas 

que conferem imunidade contra a ação destes peptídeos antimicrobianos na 

própria célula. Existem dois mecanismos gerais de proteção descritos na 

literatura: i) imunoproteína; ii) Trasportador ABC específico contendo duas ou 

três subunidades (Cotter et al., 2005). As imunoproteínas da classe IIa 

possuem de 88-114 resíduos de aminoácidos; estas sequências não apresentam 

homologia significativa entre si apesar de possuírem mecanismos semelhantes de 

proteção, sendo por meio da inativação direta da bacteriocina pela interação com 

a imunoproteína ou como molécula antagonista competindo com o receptor alvo 

da bacteriocina (Drider et al., 2006; Ennanhar et al., 2000).  

 

 O mecanismo de ação da imunoproteína da pediocina, ainda, não foi 

totalmente elucidado. Sua região C-terminal interage com a membrana 

impedindo a ação da bacteriocina de uma forma direta ou indireta (Fimland et 

al., 2005). Diep e colaboradores (2007) demonstraram o mecanismo autoimune 

das células produtoras de lactococina A da classe IIa. Primeiramente, esta 

bacteriocina se liga ao receptor de membrana man-PST e, em seguida, a 

imunoproteína se liga a este complexo e o inativa.  

 

L. lactis produtoras de nisina apresentam dois mecanismos de 

autoimunidade frente a esta bacteriocina, que atuam de forma sinérgica: i) 

Lipoproteína NisI ii) Transportador NisFEG (Stein et al., 2003; Lubelski et al., 

2008). Stein e colaboradores (2003) demonstraram Nis I está localizada na 

membrana plasmática voltada para o meio externo e ao se ligar à nisina, 

impede a formação de poros. Já o transportador NisFEG atua na retirada da 

nisina já inserida na membrana citoplasmática para o meio externo. 
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3.5 Resistência 
 

Indiscutivelmente, o aparecimento de linhagens bacterianas resistentes 

às bacteriocinas vem despertanto grande preocupação na indústria de 

alimentos e farmacêutica. Listeria monocytogenes 412 apresenta uma 

frequência de linhagens resistentes à pediocina, à nisina, ou ás duas 

bacteriocinas de 1x10-5, 5x10-4 e 9x10-8, respectivamente (Gravesen et al., 

2002). A redução expressiva no aparecimento de linhagens resistentes, quando 

duas bacteriocinas diferentes são utilizadas, demonstra a importância de 

licenciar outras bacteriocinas além da nisina para a indústria. 

 

Geralmente as linhagens resistentes apresentam modificações na 

parede celular e/ou na membrana plasmática, variando sua espessura, fluidez 

ou carga elétrica. Linhagens de L. monocytogenes Scott A resistentes à nisina 

apresentam mudanças na composição de fosfolipídios (Ming; Daeschel, 1995) 

enquanto que as cepas de L. monocytogenes F6891 resistentes a este mesmo 

lantibiótico apresentam mudanças na hidrofobicidade da parede celular (Davies 

et al., 1996). 

 

Está descrito na literatura que há imunidade cruzada entre os produtores 

de bacteriocinas da classe II (Eijsink et al., 2002). A imunoproteína da sakacina 

P inativa a ação da pediocina PA-1 e o contrário também ocorre; a 

imunoproteína da pediocina inativa a sakacina P (Fimland et al., 2002). Além 

disso, os produtores de bacteriocinas da classe II usualmente codificam mais 

de uma imunoproteína não necessariamente relacionada à bacteriocina 

produzida, sugerindo que há uma proteção entre algumas bactérias produtoras 

de bacteriocinas do mesmo grupo (Eijsink et al., 2002).  
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3.6 Aplicação de bacteriocinas  
 

Recentemente, as bacteriocinas têm recebido grande atenção devido ao 

elevado potencial para aplicação na indústria de alimentos, como agentes 

conservantes naturais. Do mesmo modo, as indústrias farmacêuticas têm dado 

uma atenção especial às bacteriocinas, já que estas podem tornar-se um 

potencial candidato na substituição dos antibióticos de modo a tratar, no futuro, 

agentes patogênicos resistentes aos mesmos (Yang et al., 2014). Ademais, os 

peptídeos antimicrobianos podem ser utilizados na tentativa de reduzir o uso 

indiscriminado de antibióticos em produtos alimentares para consumo humano 

e animal (Sabo et al., 2014).  

 

De acordo com Nascimento e colaboradores (2008), as bacteriocinas 

podem estar presentes nos alimentos por pelo menos três diferentes maneiras: 

em alimentos fermentados podem ser produzidas “in situ” pela adição de 

bactérias láticas bacteriocinogênicas no lugar das tradicionais culturas 

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

de bacteriocinas purificadas ou parcialmente purificadas. A inoculação de BAL 

em alimentos, como culturas iniciadoras, tornou-se uma alternativa funcional e 

altamente aplicável nas indústrias para o controle de bactérias patogênicas, 

visto que as propriedades organolépticas dos alimentos são mantidas. 

 

 

3.6.1 Alimentos 
 

O uso de bioconservantes naturais ao invés de agentes químicos é uma 

estratégia importante para aumentar a vida de prateleira de frutas e legumes 

minimamente processados. Siroli e colaboradores (2016) utilizaram a cepa 

produtora de nisina Lactococcus lactis CBM21 como agente bioconservante em 

fatias de maçãs, que limitou o crescimento de leveduras por um período de 28 

dias, mantendo as qualidades organolépticas. Kallinteri e colaboradores (2013) 

estudaram a ação bioconservante da nisina A em queijo do tipo “Galotyri” e 

observaram que a vida de prateleira desse produto foi de 19 dias, enquanto 
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que sem a adição deste peptídeo o mesmo deteriorou-se em 14 dias de 

armazenamento.  

 

Os alimentos cárneos constituem consideráveis fontes de microbiota 

benéfica e desejável no processo fermentativo; desta forma, cepas probióticas, 

como Pediococcus spp, são utilizadas no controle de Listeria monocytogenes 

em alimentos cárneos. A bacteriocina sintetizada por Pediococcus 

pentosaceus, denominada pediocina, apresentou atividade bactericida contra L. 

monocytogenes 54002 por 2 horas em presunto suíno, com redução celular de 

8 log UFC/mL para 5 log UFC/mL, sendo que o crescimento desta cepa 

patogênica foi controlado por 10 dias (Huang et al., 2009). Ao contrário, na 

ausência desta pediocina, houve crescimento bacteriano de 5,5x103 UFC/g 

para 3,3×107 UFC/g.  

 

Outra vantagem interessante da pediocina foi a sua capacidade de se 

manter estável numa ampla faixa de pH (2.0-8.0) e a 121°C por 15 minutos, 

tornando-a bastante atraente para o controle microbiano em alimentos cárneos 

biopreservados por tratamento térmico. As propriedades tecnológicas da 

pediocina são fundamentais para garantir a sua aplicação em alimentos.  

    

Huang e colaboradores (2009) caracterizaram a pediocina 05-10 

sintetizada por Pediococcus pentosaceus 05-10 isolado de picles chinês 

fermentado, que apresentou atividade bactericida contra L. monocytogenes 54002 

por 2 horas no presunto suíno, com redução celular de 4,5 × 108 UFC/mL 

para 4,4 × 105 UFC/mL, e o crescimento desta cepa foi controlado por 10 

dias. Ao contrário, na ausência desta pediocina, houve crescimento bacteriano 

de 5,5 × 103 UFC/g para 3,3 × 107 UFC/g.  

 

A plantaricina, também, é uma bacteriocina muito utilizada em alimentos 

(Sabo et al., 2014). Como exemplo, Enan e colaboradores (1996) isolaram este 

peptídeo antimicrobiano de Lactobacillus plantarum UG1, o qual foi capaz de 

inibir cepas patogênicas, L. monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium 

perfringens e Clostridium sporogenes. 
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3.6.2 Uso clínico  
 

Embora a principal aplicação de bacteriocinas seja em alimentos, como 

agente conservante natural, pesquisas têm verificado o seu potencial uso para 

fins terapêuticos, como por exemplo, no tratamento de dermatite atópica 

(Takahashi; Gallo, 2017), úlceras do estômago e infecções do cólon em 

pacientes com deficiências imunológicas (Culligan et al., 2009; Verna; Lucak, 

2010).  

 

Ademais, pesquisas mostraram a atividade antimicrobiana de 

bacteriocinas, possuindo grande eficácia no controle de infecções no trato 

respiratório (Santagati et al., 2012; Taheur et al., 2016). Fernández e 

colaboradores (2008) demonstraram que a nisina, utilizada como substituta de 

antibióticos foi muito eficiente no tratamento de mastite estafilocócica bovina.   

 

De acordo com Naghmouchi e colaboradores (2012), a combinação de 

antibióticos com peptídeos antimicrobianos é uma forma de permitir a redução 

do uso de antibióticos em aplicações médicas, além de auxiliar na redução de 

bactérias resistentes aos antibióticos. A bacteriocina subtilisina associada com 

a clindamicina e o metronidazol mostrou-se eficaz no combate à Gardnerella 

vaginalis, a qual é responsável pela vaginose bacteriana.  

 

A eficácia sinérgica entre bacteriocinas e antibióticos foi medida em 

estudos “in vitro” e “in vivo”. A nisina combinada com antibióticos convencionais 

auxiliou na permeabilização da membrana de Salmonella enterica serovar 

Typhimurium multirresistente (Singh et al., 2013). 

 

Amer e colaboradores (2014) observaram que bacteriocinas derivadas 

de espécies de Lactobacillus (L. acidophilus P106 e L. plantarum P164) foram 

eficazes no controle de Giardia lamblia, tanto nos ensaios “in vitro” (ensaios de 

inibição de crescimento e aderência) como “in vivo”, através da estimativa da 

densidade parasitária, exame histopatológico intestinal e análise ultra-estrutural 

dos trofozoítos.   
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No que diz respeito à saúde oral, a cepa Streptococcus salivarius 

produtora do lantibiótico salivaricina A tem reduzido o número de bactérias 

causadoras da halitose (Tagg et al., 2006), enquanto que produtos lácteos 

suplementados com esta bacteriocina têm ajudado na redução de infecção por 

Streptococcus pyogenes, micro-organismo causador da faringite oral (Dierksen 

et al. 2007).  Já na área da saúde sexual e contraceptiva, a lacticina 3147 foi 

capaz de eliminar espermatozóides de várias espécies animais (Reddy et al., 

2004; Silkin et al., 2008).  

 

As bacteriocinas representam um sistema de defesa dos micro-

organismos, que deve ser amplamente estudado, pois o mecanismo de ação 

destas biomoléculas ainda não é bem compreendido. Com o surgimento de 

bactérias multirresistentes, a aplicação de bacteriocinas, como alternativa aos 

antibióticos disponíveis, vem crescendo significativamente.  



26 
4. PRODUÇÃO DE BACTERIOCINA POR Bifidobacterium spp. 
_____________________________________________________________________________ 
 

____________________________________________________________________________ 

OLIVEIRA, R.P.S. 

4. PRODUÇÃO DE BACTERIOCINA POR Bifidobacterium spp. 
 

As bifidobactérias foram primeiramente isoladas e descritas por Tissier 

(1900). Estes micro-organismos possuem níveis de guanina e citosina 

elevados, são Gram-positivos, não formadores de esporos, sem motilidade, 

catalase-negativos e anaeróbicos (Ishibashi et al., 1997; Ballongue, 2004; 

Gomes; Malcata, 1999), sendo algumas espécies aerotolerantes, como no caso 

do Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Li Q et al., 2010). Segundo Ishibashi 

e colaboradores (1997), existem diferenças morfológicas, havendo o formato 

de bastonetes curvados, curtos ou bifurcados.  

  

Inicialmente, estas espécies foram classificadas como Bacillus bifidus 

communis e posteriormente, renomeados como Lactobacillus bifidus. De Vries 

e Stouthamer (1967) sugeriram que estes micro-organismos deveriam ser 

reclassificados como um gênero distinto (Bifidobacterium) devido à presença 

de frutose-6-fosfato fosfocetolase (F6PPK) e ausência de glicose-6-fosfato 

desidrogenase e aldolase, que são enzimas presentes nas espécies de 

lactobacilos (Ishibashi et al., 1997; Ballongue, 2004; Cheikhyoussef et al., 

2008). 

 

Nos últimos anos, mais de 34 espécies foram atribuídas ao gênero 

Bifidobacterium (Ventura et al., 2007). As bifidobactérias têm sido isoladas de 

várias fontes, entre as quais a microbiota intestinal de seres humanos, sendo 

encontradas cerca de 3-7% na microbiota dos adultos e 91% na microbiota de 

recém-nascidos (Ballongue, 2004; Cheikhyoussef et al., 2009).  

 

Algumas espécies de Bifidobacterium podem ser consideradas 

probióticas. De acordo com a FAO/WHO, probióticos são micro-organismos 

vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem 

benefícios à saúde do hospedeiro (FAO/WHO, 2001). Para isso, tem-se sido 

sugerido que uma das desejáveis propriedades das cepas probióticas é a 

habilidade de produzir substâncias, como bacteriocinas, as quais podem 
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propiciar uma vantagem na colonização e na competição do trato gastrointestinal 

(Tamime, 2005). 

 

Algumas peculiaridades probióticas têm sido atribuídas às bifidobactérias 

como: a) indução da produção de imunoglobulina, b) melhoria do valor nutricional 

dos alimentos através dos substratos não metabolizados pelo hospedeiro, c) 

atividade anti-carcinogênica e d) síntese do ácido fólico (Gomes; Malcata, 

1999; Bevilacqua et al., 2003; Touré et al., 2003; Collado et al., 2005; 

Cheikhyoussef et al., 2009).  

 

Diferentemente das espécies de Lactobacillus, somente um número 

limitado de estudos tem sido realizado no que diz respeito à produção de 

compostos antimicrobianos ou de bacteriocinas por cepas de bifidobactérias. 

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa publicou um trabalho em formato de 

review (APÊNDICE 4), em que reportamos a capacidade das bifidobactérias 

em produzir bacteriocinas. Além disso, neste mesmo trabalho apresentamos 

algumas espécies de bifidobactérias, que possuem atividades antagônicas em 

relação aos micro-organismos patogênicos Gram-positivos e Gram-negativos, 

devido à produção de bacteriocinas (QUADRO 4). 

 

Yildirim e Johnson (1998) isolaram a primeira bacteriocina de 

Bifidobacterium, conhecida como Bifidocin B. Esta bacteriocina mostrou-se muito 

eficaz contra diferentes micro-organismos patogênicos (Yildirim et al., 1999). 

Estudos in vitro mostraram que bifidobactérias inibiram a ação da Escherichia 

coli 0157:H7 enterohemorrágica (Gagnon et al., 2004) e L. monocytogenes, 

devido à produção de compostos inibidores (Touré et al., 2003). 
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Cheikhyoussef e colaboradores (2009; 2010) descobriram uma nova 

bacteriocina produzida por Bifidobacterium infantis em meio sintético MRS 

suplementado com cisteína. Essa nova bacteriocina, denominada Bifidin I, 

considerada como classe II, mostrou amplo espectro de ação, incluindo 

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, além de inibição com relação à L. 

monocytogenes. 

 

A maior parte das pesquisas tem sido focada na produção de 

bacteriocinas por BAL, especialmente nos gêneros Lactobacillus e Pediococcus 

(Deegan et al., 2006), embora as bacteriocinas produzidas por Bifidobacterium 

spp. venham ganhando atenção da indústria de alimentos, já que algumas 

espécies são reconhecidas como seguras (Picard et al., 2005). No entanto, 

apenas alguns estudos têm sido feitos sobre a otimização da produção de 

bacteriocinas por Bifidobacterium spp., e poucos artigos de revisão foram 

publicados neste tema (Cheikhyoussef et al., 2008; Martinez et al., 2013b). No 

entanto, estes trabalhos concentraram-se principalmente nos processos de 

separação e purificação, ou na influência do pH e da temperatura na 

estabilidade de bacteriocinas produzidas por bifidobactérias, em vez de se 

estudar a otimização da composição do meio de cultivo para Bifidobacterium 

spp. (Yildirim; Johnson, 1998, Yildirim et al., 1999, Von Ah, 2006, 

Cheikhyoussef et al., 2010, Lee et al., 2011). Tem-se como questões 

significativas, que devem ser consideradas na produção de bacteriocinas, o 

alto custo de meios de culturas complexos, normalmente usados em processos 

de fermentação em larga escala, como Man, Rogosa e Sharpe (MRS) ou 

Bifidus Seletive Medium (BSM), bem como a baixa reprodutibilidade e 

sensibilidade do método de difusão em ágar para a determinação da atividade 

antimicrobiana (Pongtharangkul; Demirci, 2004). Nesse contexto, o nosso 

grupo de pesquisa (APÊNDICE 5 e APÊNDICE 6) estudou a produção de BLIS 

por Bifidobacterium animalis subsp. lactis utilizando meios de cultivos 

alternativos de baixo custo, como soro de leite e leite desnatado suplementados 

com diferentes aditivos (extrato de levedura, inulina e Tween 80).  
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No trabalho de Martinez e colaboradores (2015), observamos que o uso 

do leite desnatado (SM) como meio de fermentação proporcionou melhores 

resultados, em termos de parâmetros de crescimento (μ=0,32 h−1 e tg=2,16 h), 

quando comparado com o uso do meio de cultivo MRS (μ=0,26 h−1 e tg=2,63 h) 

(TABELA 1).  

 

 

Tabela 1. Principais parâmetros de crescimento de B. lactis BL 04 em meio 

MRS e leite desnatado (SM) sem (controle) e com suplementação de aditivos 

(extrato de levedura, Tween 80 ou inulina).* 

 

Meio de cultivo 

 

µ (h-1) 

 

tg (h) 

MRS  

Controle 0,26±0,02a 2,63±0,02h 

Extrato de levedura 0,46±0,01f 1,49±0,01c 

Inulina 0,40±0,01d 1,73±0,01e 

Tween 80 0,35±0,01c 1,96±0,02f 

Leite desnatado  

Controle 0,32±0.01b 2,16±0,01g 

Extrato de levedura 0,60±0.02h 1,15±0,02a 

Inulina 0,49±0.01g 1,41±0,02b 

Tween 80 0,44±0.01e 1,56±0,01d 

  * Diferentes letras na mesma coluna significam que há diferença estatística 
entre os valores de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).  

 
Fonte: Martinez et al., 2015. 
 

 

Provavelmente, a presença de componentes, presentes no leite 

desnatado, como k-caseína, caseína macropeptídeo, N-acetilglicosamina e 

ácido N-acetilneuramínico favoreceram o crescimento de B. lactis BL04. Além 

disso, a adição de 1% de extrato de levedura (YE) ao SM favoreceu uma maior 

produção de BLIS (2000 AU/ml) (FIGURA 5) bem como maior biomassa de B. 
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lactis, alcançando na fase exponencial de 24 h uma contagem de 10,9 Log 

(UFC/mL), μ=0,60 h−1 e tg=1,15 h (TABELA 1). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Controle (); Extrato de levedura (); inulina (); Tween 80 (). (a) Biomassa 
(Log UFC/mL); (b) BLIS (UA/mL): cores  (controle),  (Extrato de levedura), 
 (inulina),  (Tween 80).  
 
 
Figura 5. Cultivos de B. lactis BL 04 conduzidos em shaker a 37 °C e 50 rpm 
utilizando leite desnatado suplementado com diferentes aditivos. 
 
Fonte: Martinez et al., 2015. 
 

 

O soro de leite também apresentou-se como meio de cultivo promissor 

tanto para o crescimento de B. lactis quanto para a produção de BLIS, tendo-se 

obtido um valor de 800 UA/mL, no cultivo em biorreator de bancada (TABELA 2) 

(Balciunas et al., 2015).  
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Tabela 2. Cultivos de B. lactis BL 04 conduzidos em shaker e em fermentador 
de bancada utilizando soro de leite suplementado com diferentes aditivos na 
concentração de 1% (p/p).  
 

 

 

*      Atividade antimicrobiana de BLIS frente a L. monocytogenes ATCC 13932.  
**    Diferentes letras na mesma coluna significam que há diferença estatística entre 

os valores de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).  

 

Fonte: Balciunas et al., 2015. 
 

 

Os teores de peptídeos e aminoácidos livres, mesmo presentes em 

baixas concentrações no soro de leite (Gomes et al., 1998; Janer et al., 2004) 

são capazes de estimular o metabolismo de B. lactis e de outras bactérias 

láticas (Thamer; Penna 2005); portanto, além dos teores desses componentes, 

a rápida aceleração do crescimento de B. lactis pode ter sido atribuída também 

à adição do extrato de levedura (µ=0,60 h-1). Segundo Heng e colaboradores 

(2007), alguns substratos específicos do meio de cultura, como extrato de 

levedura e glicose, afetam o crescimento celular e concomitantemente a 

produção de bacteriocinas de bactérias Gram-positivas. 

 

Meio de cultivo 

 

Atividade do BLIS 

(UA/mL)* 

µmax 

(h-1)** 

Shaker   

Extrato de levedura 400 0,60 ± 0.1c 

L-Cisteína 100 0,55 ± 0.1a 

Tween 80 100 0,53 ± 0.1a 

Inulina 200 0,60 ± 0.2bc 

Controle 100 0,53 ± 0.1a 

Fermentador    

Extrato de levedura 800 0,57 ± 0.2bc 
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Cheikhyoussef e colaboradores (2010) e Yildirim e colaboradores (1999) 

obtiveram valores de atividade antimicrobiana de bacteriocinas produzidas por 

Bifidobacterium infantis BCRC 14602 e Bifidobacterium bifidum NCFB1454, 

ambos em sobrenadantes isentos de células (SIC), de 1600 e 3200 AU/mL, 

respectivamente. É importante salientar que estes investigadores usaram caldo 

MRS suplementado com cloridrato de L-cisteína a 0,05% (p/v), que é um meio 

de cultivo muito mais caro do que o soro utilizado no estudo de Balciunas e 

colaboradores (2015). 
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5. PRODUÇÃO DE BACTERIOCINA POR Lactobacillus plantarum 
 

L. plantarum é uma das espécies mais difundidas do gênero 

Lactobacillus e vem sendo amplamente utilizada em tecnologias associadas 

aos alimentos (Brinques et al., 2010; Sauvageau et al., 2012). Este micro-

organismo é heterofermentativo facultativo (Siezen; Vlieg, 2011; Bove et al., 2012), 

ácido tolerante e é considerado GRAS (Brinques et al., 2010). Por ser uma 

espécie heterogênea, está intimamente associada com Lactobacillus pentosus, 

Lactobacillus paraplantarum e, mais recentemente, com Lactobacillus 

fabifermentans (Parente et al., 2010; Siezen; Vlieg, 2011). Esta relação foi 

identificada quando mais de 99% de seus RNAr  apresentaram sequências 

idênticas, o que sugeriu alta similaridade fenotípica e genotípica entre as 

espécies (Parente et al., 2010). 

 

Segundo Ricciardi e colaboradores (2012) L. plantarum é uma das 

espécies mais importantes e versáteis do grupo, podendo ser encontrada como 

parte da microbiota de alimentos ricos em amido e cereais, carnes, produtos 

lácteos, vegetais, frutas e bebidas. Diferentes cepas já foram isoladas de 

diversos nichos, tais como leite fermentado, queijos, pepino fermentado, 

azeitonas fermentadas, massas, abacaxi, suco de toranja, cerveja de sorgo e 

cevada, melaço, boza e kefir (Todorov et al., 2011). Estas cepas têm 
capacidade comprovada de sobreviver ao trânsito gástrico e podem colonizar o 

trato intestinal de humanos e outros mamíferos, sendo consideradas membros 

da microbiota natural desses nichos (Kleerebezem et al., 2003; Mathara et al., 

2008). A capacidade de se adaptar a uma grande diversidade de nichos pode 

ser atribuída à habilidade de L. plantarum em fermentar ampla variedade de 

açúcares, tais como lactose, glicose, frutose, maltose, sacarose, manose, entre 

outros (Todorov, 2008; Prins et al., 2010; Brinques et al., 2010).  

 

Uma grande variedade de bacteriocinas produzidas por diferentes cepas 

de L. plantarum vêm sendo isoladas e descritas na literatura. Neste contexto o 

nosso grupo de pesquisa fez um levantamento aprofundado no que diz respeito 

às bacteriocinas produzidas por L. plantarum, além de aspectos sobre a 
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bioprodução destes compostos antimicrobianos (APÊNDICE 7). No Quadro 5 

estão alguns exemplos de bacteriocinas produzidas por L. plantarum isoladas 
de diversos produtos fermentados. 

 

Quadro 5.  Exemplos de bacteriocinas produzidas por L. plantarum isoladas de 
diversos nichos ecológicos.  

Origem Micro-organismo Bacteriocina  Patógeno alvo Referência 

 
Produtos 
cárneos 

Lactobacillus 

plantarum UG1 
plantaricina UG1 

 
 

 

Listeria monocytogenes, 

Bacillus cereus; Clostridium 

perfringens, Clostridium 

sporogenes 

Enan et al. 1996 

 
Lactobacillus 

plantarum 35d 
plantaricina 35d Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes, 

Aeromonas hydrophila 

Messi et al., 

2001 

 

Lactobacillus 

plantarum 

ST202Ch 

ST216Ch 

bac ST202Ch e 

bac ST216 

Enterococcus faecium, 

Escherichia coli,  

Listeria monocytogenes, 

Pseudomonas spp., 

Staphylococcus aureus. 

Todorov et al., 

2010 

 

Lactobacillus 

plantarum LT154 

plantacina 154 Enterococcus faecalis, 

Bacillus sp., Staphylococcus 

sp. Salmonella typhimurium 

Kanatani & 

Oshimura, 1994 

 
Peixes 

Lactobacilus 

plantarum PMU 33 

plantaricina W  Listeria monocytogenes, 

Bacillus cereus, 

Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecium, 

Enterococcus faecalis. 

Noopakdee et 

al., 2009 

 

Lactobacillus 

plantarum BF001 

plantaricina F Staphylococus aures, 

Salmonela typhimurum, 

Listeria monocytogenes, P. 

aeruginosa. 

Fricourt, et al., 

1994 
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Frutas e 
vegetais 

Lactobacillus 

plantarum 

ST28MS and 

ST16MS 

ST28MS and 

ST16MS 

Lactobacillus sakei,  

Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis, 

P. aeruginosa, 

Escherichia coli, 

Acinetobacter baumanii 

Todorov & 

Dicks, 2004a 

 

Lactobacillus 

plantarum C11 

plantaricina EF, 

plantaricina JK e 

plantaricina A 

Lactobacillus sp., 

Pediococcus sp., 

Leuconostoc sp. e 

Streptococcus sp.  

Anderssen et 

al.,1998; 

Daeschel et al., 

1990 

 
Lactobacillus 

plantarum LPC010 

plantaricina S 

and plantaricina 

T 

Propionibacterium sp., 

Clostridium tyrobutyricum, 

Enterococcus faecalis 

Jiménez-Díaz  

et al. 1993 

 

Lactobacillus 

plantarum ST16Pa 

 

 

bacteriocina 

ST16Pa 

Enterococcus faecalis, 

Enteroccus faecium, 

Listeria monocytogenes, 

Listeria innocua, 

Staphylococcus aureus, 

Streptococcus sp., 

Pseudomonas sp. 

Todorov et al., 

2011 

 
Produtos 
lácteos 

Lactobacillus 

plantarum AMA-K 

bacteriocina 

AMA-k 

Enteroccus spp. 

Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae 

Listeria spp. 

Todorov, 2008 

 Lactobacillus 

plantarum WHE92 

pediocina AcH Listeria monocytogenes Ennahar et al., 

1996 

 Lactobacillus 

plantarum LB-B1 

pediocina LB-B1 Listeria,  

Lactobacillus, 

Streptococcus, 

Enterococcus, Pediococcus 

e Escherichia coli 

Xie et al., 2011 

 Lactobacllus 

plantarum ST8KF 

BacST8KF Lactobacillus casei, 

Lactobacillus salivarus, 

Lactobacillus cuvatus and 

Listeria innocua 

 

 

 

 

 

Powell et al., 

2007 
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Fonte: Adaptado de Sabo et al., 2014. 
 
 
 Carnes: 

Diversas cepas de L. plantarum produtoras de bacteriocinas têm sido 

isoladas de linguiças obtidas de distintos fabricantes em diferentes 

períodos de amadurecimento (Garriga et al., 1993). 

Enan e colaboradores (1996) isolaram uma substância antimicrobiana 

produzida a partir de Lactobacillus plantarum UG1 obtida da linguiça seca. 

Esta substância foi capaz de inibir outras cepas do gênero Lactobacillus e 

Lactococcus e algumas cepas patogênicas, tais como Listeria 

monocytogenes, Bacillus cereu, Clostridium perfringens e Clostridium 

sporogenes. Este composto antimicrobiano foi caracterizado como uma 

bacteriocina chamada de plantaricina UG1. 

Messi e colaboradores (2001) isolaram 134 cepas de bactérias ácido 

láticas de linguiças italianas, que foram testadas para obtenção de 

produtos antimicrobianos (bacteriocinas). Destes compostos 6% mostraram 

atividade antimicrobiana contra diversos patógenos alimentares, tais como 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Aeromonas hydrophila. 

A cepa Lactobacillus plantarum 35d produziu a bacteriocina com maior 

atividade antimicrobiana, que foi denominada plantaricina 35d. 

Um estudo de Todorov e colaboradores (2010), caracterizou bacteriocinas 

produzidas pelas cepas Lactobacillus plantarum ST202Ch e ST216Ch, 

 
Cereais 

Lactobacillus 

plantarum 

ST13BR 

bacteriocina 

ST13BR  

P. aeruginosa; 

Enterococcus faecalis; 

Klebsiella pneumonia e 

Escherichia coli 

Todorov et al., 

2004b 

 Lactobacillus 

plantarum 

ST194BZ 

ST194BZ(a) and 

ST194BZ(b) 

Enterococcus faecalis; 

Escherichia coli; 

Enterobacter cloacae; 

P. aeruginosa 

Todorov, 2005a 

 Lactobacillus 

plantarum 423 

plantaricina 423 Bacillus cereus, Clostridium 

sporogenes, Enterococcus 

faecalis, Listeria spp. e 

Staphylococcus spp. 

Reenen et al., 

1998 
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isoladas de Beloura ou Chouriço, um produto feito à base de carne de 

porco, tradicional de Portugal. As bacteriocinas denominadas bacST202Ch 

e bacST216Ch, foram capazes de inibir o crescimento de diversos micro-

organismos Gram-positivos e Gram-negativos considerados deteriorantes 

de produtos cárneos.  

Kanatani e Oshimura (1994) reportaram neste estudo a produção da 

bacteriocina denominada plantacina 154, produzida a partir da cepa de 

Lactobacillus plantarum LT154, isolada de linguiça seca. 

 

 Peixes: 
Noonpakdee e colaboradores (2009) isolaram a cepa Lactobacillus 

plantarum PMU 33 a partir som-fak, uma espécie de produto à base de 

peixe com baixo teor de sal, tipicamente tailandês. A bacteriocina 

produzida foi purificada e designada como plantaricina W, podendo inibir 

um grande número de bactérias Gram-positivas consideradas deteriorantes 

e patógenos alimentares, tais como Listeria monocytogenes, Bacillus 

cereus, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. 

Fricourt e colaboradores (1994) isolaram a cepa Lactobacillus plantarum 

BF001 a partir da carne de bagre processada e refrigerada. Esta cepa foi 

capaz de produzir uma substância antimicrobiana designada plantaricin F, 

ativa contra algumas bactérias do gênero Lactobacillus, Lactococcus, 

Listeria, Micrococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Staphylococcus 

Streptococcus, Salmonella e Pseudomonas. 

 

 Frutas e vegetais: 
Duas bacteriocinas, ST28MS e ST26MS, produzidas por diferentes cepas 

de L. plantarum, foram isoladas do melaço e parcialmente caracterizadas. 

Ambas bacteriocinas demonstraram atividade antimicrobiana incomum 

contra bactérias Gram-negativas, incluindo Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli e Acinetobacter baumanii (Todorov; Dicks, 2004a). 

Lactobacillus plantarum C-11, isolado de pepinos fermentados (Daeshel et 

al., 1990), produzem bacteriocinas tais como plantaricin EF e plantaricin JK 

(Anderssen et al., 1998). Plantaricina A, anteriormente identificada 
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incorretamente como a bacteriocina responsável pela atividade 

antimicrobiana de Lactobacillus plantarum C11, induz a produção destas 

duas bacteriocinas citadas anteriormente (Nissen-Meyer et al., 1993).  

Jiménez-Díaz e colaboradores. (1993) identificaram duas bacteriocinas 

produzidas por Lactobacillus plantarum LPC010 isoladas de azeitonas 

verdes fermentadas. As bacteriocinas foram nomeadas plantaricina S, a 

qual é produzida durante a fase logarítmica de crescimento e plantaricina 

T, produzida quando o micro-organismo atinge a fase estacionária de 

crescimento. 

Todorov e colaboradores (2011) isolaram a cepa Lactobacillus plantarum 

ST16Pa a partir da papaia (Carica papaya). A bacteriocina produzida por 

esta cepa foi denominada ST16Pa e demonstrou atividade contra 

diferentes espécies do gênero Enterobacter, Enterococcus, Lactobacillus, 

Pseudomonas, Streptococcus e Staphylococcus, além de alguns gêneros 

de Listeria spp. 

 

 

 Produtos à base de leite: 
Todorov (2008) relatou em seu trabalho a produção de bacteriocina AMA-K 

produzida pela cepa Lactobacillus plantarum AMA-K, isolado de amesi, um 

produto tradicional feito de leite fermentado, o qual é consumido em 

diferentes regiões do sul da África, incluindo Zimbábue, África do Sul e 

Lesoto. A bacteriocina AMA-K demonstrou inibir o crescimento de 

Enterococcus spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Listeria spp.  

González e colaboradores (1994) relataram a produção de plantaricina C 

pela cepa Lactobacillus plantarum LL441 isolada de queijo Cabrales. A 

bacteriocina demonstrou ter modo de ação bactericida e, em alguns casos, 

com lise celular subsequente. 

Ennahar e colaboradores (1996) reportaram a produção da bacteriocina 

pediocin AcH por Lactobacillus plantarum WHE92 isolada do queijo 

Munster. A bacteriocina pediocina AcH é naturalmente produzida por 

diferentes cepas de Pediococcus acidilactici. Entretanto, este foi o primeiro 
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caso relatado em que a mesma bacteriocina apareceu, naturalmente, em 

uma bactéria pertencente a um gênero diferente. 

Xie e colaboradores (2011) demonstraram a presença de uma bacteriocina 

denominada pediocina LB-B1 ativa contra cepas de Listeria, Lactobacillus, 

Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus e Escherichia coli, produzida 

por Lactobacillus plantarum LB-B1 isolado de um produto lácteo 

fermentado tradicional da China denominado Koumiss, feito por famílias 

nômades e composto principalmente por leite de égua não pasteurizado. 

No estudo de Powell e colaboradores (2007), isolou-se a cepa 

Lactobacillus plantarum ST8KF do Kefir. Kefir é uma bebida refrescante e 

naturalmente gaseificada; possui sabor levemente ácido, é espumante e 

tem consistência cremosa. A cepa de Lactobacillus plantarum ST8KF, 

isolada a partir desse produto, foi capaz de produzir a bacteriocina 

BacST8KF, que se mostrou ativa contra Lactobacillus casei, Lactobacillus 

salivarus, Lactobacillus cuvatus e Listeria innocua. 

 

 Cereais: 
Todorov e colaboradores (2004b), reportaram neste trabalho a produção da 

bacteriocina ST13BR a partir da cepa Lactobacillus plantarum ST13BR 

isolada da cerveja de cevada, uma bebida tradicional feita através da 

fermentação de milho, cevada, farinha de soja e açúcar, produzida na 

África do Sul. A bacteriocina ST13BR mostrou-se efetiva contra 

Lactobacillus casei, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, 

Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. 

Todorov e Dicks (2005a) isolaram a cepa Lactobacillus plantarum ST194BZ 

a partir da boza, uma bebida fermentada típica de países da região dos 

Bálcãs. A boza é uma das bebidas mais tradicionais da região citada, 

produzida pela fermentação de diferentes cereais com utilização de 

leveduras e bactérias ácido-láticas. A cepa ST194BZ foi capaz de produzir 

dois tipos de bacteriocinas denominadas ST194BZ(a) e ST194BZ(b), sendo 

ativa contra uma ampla diversidade de patógenos deteriorantes. 

Van Reenen e colaboradores (1998) isolaram a cepa Lactobacillus 

plantarum 423 a partir da cerveja de sorgo. Tal cepa produziu a 
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bacteriocina plantaricin 423 capaz de inibir uma ampla diversidade de 

micro-organismos, tais como Bacillus cereus, Clostridium sporogenes, 

Enterococcus faecalis, Listeria spp. e Staphylococcus spp.  

 

 

Diversas pesquisas têm objetivado o aprimoramento do meio de cultura 

e das condições de crescimento para aumentar a produção de bacteriocinas 

produzidas por L. plantarum. Existem inúmeros trabalhos relatando a produção 

de bacteriocinas por espécies de L. plantarum sendo elas: L. plantarum 

ST194BZ, L. plantarum ST13BR, L. plantarum ST414BZ, L. plantarum 

ST664BZ, L. plantarum ST23LD, L. plantarum ST341LD, L. plantarum AMA-K, 

L. plantarum ST26MS, L. plantarum ST28MS e L. plantarum ST32, otimizando 

os meios de cultura utilizando diferentes suplementações, tais como Tween 80, 

extrato de levedura, caldo de carne, triptona, vitaminas, maltose entre outros 

compostos (Todorov; Dicks, 2005a; 2005b; 2006a; 2006b; Todorov et al., 2000; 

2004b; 2007a; 2007b). Além disso, vários pesquisadores (Verellen et al., 1998; 

Sánchez et al., 2002; Powell et al., 2007; Brinques et al., 2010) relataram 

aumento de produção de bacteriocinas produzidas por diferentes cepas de L. 

plantarum através de modificações dos componentes do meio de cultivo e 

modificando condições de crescimento. 

 

Apesar dos diversos estudos conduzidos, ainda se tem pouco 

conhecimento sobre as condições de crescimento requeridas para uma ótima 

produção de bacteriocinas por L. plantarum e, ainda, não foi estabelecido um 

processo fermentativo ideal (Todorov et al., 2004b). O que se sabe é que o 

crescimento celular dos Lactobacillus é diretamente influenciado pelas 

condições de pH, temperatura, composição do meio de cultura, taxa de 

aeração, entre outros fatores. 

 

Nosso grupo de pesquisa estudou o efeito da inulina no crescimento de 

L. plantarum tanto em cultivo estático como em agitador rotativo (APÊNDICE   
8). Em particular, a máxima concentração celular (X = 5,9 x 108 UFC/mL) foi 

54% maior em cultivos agitados que os obtidos em cultivos estacionários, 
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sendo que a velocidade específica de crescimento também foi significativamente 

maior nos cultivos utilizando agitador rotativo (μmax = 0,53 h-1) em relação aos 

cultivos estáticos (0,37 h-1); consequentemente o tempo de geração foi 

proporcionalmente menor (tg = 1,29 h versus 1,85 h) (TABELA 3). Concluímos 

que a agitação melhora a distribuição de nutrientes, e o aumento do nível de 

oxigênio no meio de cultivo poderia proporcionar altos rendimentos de ATP por 

mol de substrato consumido. 

 

 
Tabela 3. Parâmetros cinéticos dos cultivos de L. plantarum sem e com agitação 
(100 rpm).  

                                                  Condições de cultivo 

 Shaker Shaker + 1% 
inulina 

Estacionária Estacionária + 
1% inulina 

Concentração celular (UFC/mL) 5,9 x 108 5,3 x 108 3,2 x 108 3,5 x 108 

µmax (h-1) 0,53 0,48 0,37 0,49 

tg (h) 1,29 1,44 1,85 1,40 

Fonte: Sabo et al., 2015. 

 

A adição de inulina não aumentou o crescimento da cepa L. plantarum 

ST16Pa, porém sob condições estacionárias, esse ingrediente prebiótico 

aumentou a velocidade específica de crescimento de 0,37 h-1 a 0,49 h-1, 

reduzindo, portanto, o tg de 1,85 h para 1,40 h. 

 

Os sobrenadantes livres de células obtidos dos cultivos estacionários, 

sem a suplementação de inulina, apresentaram valores de atividade 

antimicrobiana de 1,600 UA/mL frente aos bio-indicadores L. monocytogenes 

L101 e L711, L. innocua 2873, 2711 e 2052, e L. sakei ATCC 15521, e de 

3,200 UA/mL frente a L. monocytogenes L104. Por outro lado, em cultivos 

agitados houve uma redução da atividade antimicrobiana (1,600 UA/mL) contra 

este último micro-organismo patogênico (TABELA 4).  
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Tabela 4. Quantificação da atividade antimicrobiana das bacteriocinas frente 
aos diferentes indicadores.  

 

 

Bioindicadores 

Condições de cultivo 

Shaker  Shaker + 1% 
inulina 

Estacionária Estacionária + 
1% inulina 

Atividade antimicrobiana (AU/mL) 

L. monocytogenes 104 1600 1600 3200 1600 

L. monocytogenes 101 1600 1600 1600 1600 

L. monocytogenes 711 1600 1600 1600 1600 

L. innocua 2711 - - 1600 - 

L. innocua 2873 - - 1600 - 

L. innocua 2052 - - 1600 - 

L. sakei ATCC 15521 - - 1600 - 

- sem atividade antimicrobiana.  

Fonte: Sabo et al., 2015. 
 
 
Tendo em conta que L. monocytogenes é um importante micro-

organismo patogênico alimentar, os resultados obtidos neste trabalho foram 

bastante promissores no que diz respeito à produção e aplicação de um 

bioconservante alimentar natural em nível industrial.  

 
 No trabalho de Balciunas e colaboradores (2015), o soro de leite 

comprovou ser um meio de cultivo promissor tanto para o crescimento de B. 

lactis como para a produção de BLIS. Os meios alternativos de baixo custo 

devem ser desenvolvidos para competir eficientemente com os meios sintéticos 

dispendiosos para aplicações em larga escala (Brinques et al., 2010). 

 
 Nosso grupo de pesquisa avaliou a produção de extratos antimicrobianos 

(ácido fenilático e bacteriocina) produzidos por L. plantarum CECT – 221, 
utilizando soro de queijo hidrolisado e suplementado com vinhaça (APÊNDICE 9). 

O ácido fenilático (PLA) é um ácido orgânico com propriedades antimicrobianas 

formado a partir do metabolismo da fenilalanina (Phe), sendo produzido por muitos 

micro-organismos, especialmente por BAL (Valerio et al. 2004; Li X et al. 2007; 
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Prema et al. 2008; Mu et al. 2009; Zheng et al. 2011; Rodríguez et al. 2012; 

Rodríguez-Pazo et al. 2013).  

 
Na hidrólise sobre a parte proteica do soro de queijo, as proteínas são 

fragmentadas em aminoácidos livres e peptídeos de diferentes tamanhos 

(Sinha et al., 2007). Desta forma ocorre um aumento da concentração de 

fontes de nitrogênio, que são essenciais para o crescimento de micro-

organismos, favorecendo o desempenho celular e, consequentemente, a 

produtividade de biocompostos (Corrêa et al., 2014).  

 
A Tabela 5 mostra os resultados obtidos em biorreator operado em 

regime contínuo. Em particular, a menor taxa de diluição (0,0057 h-1) favoreceu 

uma concentração máxima de PLA=0,91± 0,085 mM, porém com uma baixa 

produtividade global (QPLA=0,00086 ± 0,0001 g/L·h). Já na maior taxa de 

diluição (0,0393 h−1), a concentração de PLA foi de 0,65 ± 0,127 mM, porém 

apresentou o maior valor de produtividade global (QPLA=0,0042 ± 0,0008 g/L·h) 

(Rodríguez-Pazo et al., 2016). 

 

Tabela 5. Valores obtidos dos cultivos de L. plantarum CECT – 221, utilizando 
soro de queijo hidrolisado suplementado com vinhaça.  

 Cultivo em biorreator* 

 0,0057 h-1 0,0207 h-1 0,0393 h-1 

Tempo (h) - - - 

Phet = 0 (g/L) - - - 

Phefinal (g/L) 0,32 ± 0,042bc 0,37 ± 0,014c 0,36 ± 0,014bc 

PLAt=0 (mM) - - - 

PLAfinal (mM) 0,91 ± 0,085ab 0,81 ± 0,026b 0,65 ± 0,127b 

QPLA (g/L·h) 0,00086 ± 0.0001c 0,00028  ± 0,0001a 0,0042 ± 0,0008b 

QPhe (g/L·h) 0,0039 ± 0,0002a 0,013 ± 0,0003b 0,025 ± 0,0006d 

YPLA/Phe (g/g) 0,22 ± 0,007c 0,21 ± 0,002c 0,17 ± 0,036c 

* Biorreator operado em regime contínuo sob diferentes taxas de diluição.  
Phe: fenilalanina; PLA: ácido fenilático; QPLA: produtividade global de PLA; QPhe: taxa volumétrica do 
consumo de Phe; YPLA/Phe: taxa de conversão de Phe em PLA, calculado da seguinte forma: PLAfinal-
PLAt=0)/(Phet=0-Phefinal).  Diferentes letras na mesma coluna significam que há diferença estatística entre 
os valores de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).  
 
Fonte: Adaptado de Rodríguez-Pazo et al., 2016. 
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 O sobrenadante livre de células (SLC) utilizado para a determinação da 

atividade antimicrobiana foi obtido a partir da taxa de diluição 0,0207 h-1. No 

SLC obteve-se um halo de inibição de 12,03 ± 0,50 mm frente à cepa 

Carnobacterium maltaromaticum. Como controles foram utilizados os seguintes 

produtos comerciais nas mesmas proporções encontradas no SLC: ácido lático 

(41 g/L), PLA (0,8 ou 7,5 mM) e nisina (1,25 g/L) (FIGURA 6). Utilizando 41 g/L 

de ácido lático comercial, o halo de inibição foi de 6,60 ± 0,63 mm, o que 

significa que o efeito deste ácido orgânico comercial foi equivalente a 54,9% do 

valor obtido com o SLC. Por outro lado, a utilização de 0,81 mM de PLA 

comercial não teve efeito inibidor. Foi necessário aumentar a quantidade de 

PLA até 7,5 mM para observar um efeito mínimo de inibição (0,10 ± 0,05 mm). 

Já com a nisina comercial foi possível obter um halo de 5,65 ± 0,65 mm.  

 

 

 
Figura 6. Halos de inibição do sobrenadante livre de células (SLC) de 
Lactobacillus plantarum CECT-221, ácido lático comercial (41 g/L), PLA1 
(0,8 mM), PLA2 (7,5 mM) ou nisina (1,25 g/L), contra o micro-organismo 
indicador Carnobacterium maltaromaticum. Valores médios (n=3).  
 
Fonte: Rodríguez-Pazo et al., 2016.  
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6. BIOSSURFACTANTES  
 

Os surfactantes são moléculas anfipáticas constituídas por uma parte 

hidrofóbica e uma parte hidrofílica (Nitschke; Pastore, 2002). Quando 

sintetizados por organismos vivos, tais como plantas, micro-organismos, ou o 

próprio organismo humano, são considerados surfactantes naturais ou 

biossurfactantes. Entre as vantagens dos biossurfactantes destacam-se: menor 

concentração dessa biomolécula necessária para reduzir a tensão superficial; 

maior tolerância às mudanças de pH, temperatura e força iônica, podendo ser 

usados em uma ampla gama de condições; biodegradabilidade, de modo que 

não causam problemas ao meio ambiente e toxicidade baixa (Desai; Banat, 

1997; Banat et al., 2000). 

 

 

6.1 Biossurfactantes no contexto da biorremediação 
 

A contaminação de águas e solos por hidrocarbonetos aromáticos vem 

aumentando com o passar dos anos, devido à utilização dessas substâncias 

em vários segmentos industriais. Hidrocarbonetos são descritos como 

extremamente poluentes, tóxicos, com potencial carcinogênico e mutagênico 

para seres humanos. A preocupação com estes compostos aumenta devido às 

dificuldades em removê-los do meio ambiente.  

 

No contexto da biorremediação, nosso grupo de pesquisa abordou uma 

série de parâmetros envolvidos na produção e no mecanismo de mobilização e 

ação de biossurfactante em locais contendo hidrocarbonetos hidrofóbicos 

relativamente voláteis como alcanos, cicloalcanos, BTEX (benzeno, tolueno, 

etilbenzeno, xileno), fenol e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, os quais 

são os grandes responsáveis pela contaminação ambiental (APÊNDICE  10).  

 

Muitos hidrocarbonetos aromáticos foram classificados como um grupo 

prioritário de contaminantes ambientais, que representam uma ameaça à 

saúde humana e à segurança ecológica devido às suas propriedades tóxicas, 
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cancerígenas e mutagênicas (Bezza; Chirwa, 2017). Em particular, os 

hidrocarbonetos aromáticos, tais como o tolueno, são produzidos em grandes 

quantidades pela indústria petrolífera, e muitas vezes são inadequadamente 

geridos e despejados ilegalmente, contaminando o solo, as águas 

subterrâneas, as águas superficiais, a água do mar, a biota e o ar (Farhadian et 

al., 2010; Lebrero et al., 2012). Este hidrocarboneto mono-aromático apresenta 

uma ampla variedade de usos na indústria, principalmente como componente 

de gasolina e como solvente para tintas, diluentes, revestimentos, adesivos, 

tintas, plásticos, óleos, resinas e pesticidas (Farhadian et al., 2010; Izquierdo et 

al., 2013).  

 

O tolueno pode ser removido de locais contaminados por processos de 

biorremediação, através da adição de compostos biosurfactantes, que reduzem 

a tensão superficial (Souza et al., 2014a). Contudo, a aeração e a mistura 

devem ser otimizadas para assegurar um efetivo coeficiente de transferência 

de oxigênio (kLa).  

 

O kLa é um dos parâmetros mais importantes para qualquer bioprocesso 

aeróbico. Este parâmetro é influenciado por uma série de fatores como 

intensidade de agitação, aeração, tipo e características do biorreator, 

composição de meios de cultura, e tipo e concentração de micro-organismos 

(Alves et al., 2010; Garcia-Ochoa et al., 2010). Por sua vez, a transferência de 

massa de oxigênio desempenha um papel fundamental no controle do oxigênio 

disponível para o metabolismo de micro-organismos aeróbios em biorreatores. 

 

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa (APÊNDICE 11) estudou o 

efeito da agitação e aeração em meios com diferentes composições salinas e 

osmolaridade, tanto na presença como ausência de: tolueno, como um modelo 

poluente; glicose ou extrato de levedura, como fontes de carbono e nitrogênio, 

para sua possível utilização em processos aeróbicos de biorremediação. Os 

resultados deste estudo estão apresentados na TABELA 6. 
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Tabela 6. Valores de kLa (s-1), agitação (rpm), aeração (vvm) e osmolaridade 
(mOsm/L) em água (W), meio basal salino (BSM), meio de baixa salinidade 
(LSM), meio Bushnell-Hass (BHM) e meio simulando a composição da água do 
mar (SW). Amostras suplementadas com 20 g/L de glicose (Glu); 50 g/L de 
extrato de levedura (YE); 3% (v/v) de tolueno (Tol). 

 
  

Fonte: Adaptado de Souza et al., 2014b. 

 

Meio 
kLa .103 (s-1) 

rpm           50          100          200         300 
vvm     

W 
0,5 3,6 4,3 7,6 18,8 
1,0 5,3 6,2 10,0 14,6 
1,5 7,1 9,6 11,7 18,8 

BSM 
0,5 3,2 3,6 5,0 7,4 
1,0 5,5 5,1 7,8 13,3 
1,5 7,6 7,8 10,1 16,5 

BSM + Glu 
0,5 4,2 4,4 6,0 10,2 
1,0 6,3 6,0 8,7 14,9 
1,5 8,1 8,3 11,0 17,7 

BSM + YE 
0,5 2,6 2,7 3,9 6,8 
1,0 2,9 3,6 5,9 12,8 
1,5 4,8 7,7 8,6 11,4 

LSM 
0,5 4,1 2,9 3,4 8,6 
1,0 6,0 8,0 11,1 18,0 
1,5 7,8 7,4 7,5 16,3 

LSM + Glu 
0,5 4,5 3,0 6,3 9,8 
1,0 5,5 5,6 9,4 13,9 
1,5 7,9 7,3 8,9 16,6 

LSM + YE 
0,5 3,4 3,5 3,5 7,2 
1,0 1,6 4,7 6,2 9,1 
1,5 4,6 5,3 7,6 11,0 

BHM 
0,5 4,1 4,2 8,6 8,0 
1,0 5,8 5,9 11,1 16,0 
1,5 9,9 10,4 13,2 19,7 

BHM + Glu 
0,5 3,9 4,2 6,4 10,6 
1,0 6,9 6,8 9,2 16,1 
1,5 8,7 9,1 10,7 18,3 

BHM + YE 
0,5 3,1 3,1 4,1 9,4 
1,0 4,4 4,9 6,3 9,4 
1,5 6,3 7,5 8,5 12,2 

SW 
0,5 4,9 4,3 6,9 10,1 
1,0 6,4 7,0 9,6 15,5 
1,5 8,5 8,4 11,6 17,7 

SW + Glu 
0,5 3,3 4,0 6,0 9,3 
1,0 6,0 6,4 9,6 14,9 
1,5 7,9 8,5 12,8 20,7 

SW + YE 
0,5 3,1 3,7 5,5 9,3 
1,0 4,4 4,9 6,4 12,9 
1,5 5,1 6,0 7,3 14,2 

BSM + Tol 
0,5 2,6 2,9 5,0 9,8 
1,0 4,9 5,1 6,5 13,0 
1,5 6,6 6,7 8,3 14,7 

LSM + Tol 
0,5 4,0 2,7 6,0 9,1 
1,0 4,9 3,0 10,6 16,1 
1,5 4,8 7,2 11,5 16,8 

BHM + Tol 
0,5 1,8 2,2 5,1 10,1 
1,0 5,5 5,1 5,4 15,2 
1,5 5,3 6,9 6,9 17,0 

SW + Tol 
0,5 2,4 1,2 4,1 7,6 
1,0 2,8 3,7 6,1 9,8 
1,5 4,6 6,7 12,1 15,9 
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Como esperado, as melhores condições foram aquelas que 

asseguraram os maiores valores de kLa, ou seja, agitação de 300 rpm e 

aeração de 1,5 vvm. Estes resultados foram devidos à influência da agitação 

na distribuição e mistura das bolhas de ar, em que uma agitação insuficiente 

resulta em uma baixa transferência de oxigênio, especialmente em meios 

altamente viscosos. 

 

Os valores mais baixos de kLa e os mais elevados de osmolaridade 

foram observados nos meios contendo extrato de levedura, provavelmente, 
devido à natureza coloidal e viscosidade deste componente, que contribuíram 

na redução da solubilidade do O2. Observando a média dos valores, a 300 rpm 

de agitação e a 1,5 vvm de aeração, o kLa foi de 0,176 s-1 e 0,0183 s-1 em meio 

não suplementado e em meio suplementado com glicose, respectivamente. Na 

presença de extrato de levedura houve um decaimento mais acentuado do 

valor do coeficiente de transferência de oxigênio (0,0125 s-1). Foi também 

observada uma redução de kLa (0,0166 s-1) em LSM, BHM e SW na presença 

de tolueno, provavelmente devido à natureza hidrofóbica deste hidrocarboneto.  

 

De acordo com Badino Jr. e colaboradores (2001), existem algumas 

equações que correlacionam o kLa com diferentes variáveis operacionais. É 

bem aceito correlacionar o kLa com a potência volumétrica (Pg V-1) e com a 

velocidade superficial do gás (Vs) (Cooper et al., 1944), em que a equação 

pode ser simplificada igualando o termo anterior ao número de potência, 

resultando na seguinte equação (Garcia-Ochoa; Gomez, 2004; Richards, 

1961): 

(Equação 1) 

kLa = A(N3D2)α[Vs]β
 

 

em que N (s-1) é a velocidade do impelidor, D é o diâmetro do impelidor (m), A 

é uma constante, e α e β são expoentes empíricos. 
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Em água destilada, os valores de α (0,132) e β (0,506) da EQUAÇÃO 1 

(TABELA 7), que representam as inclinações das retas, que correlacionam o 

lnkLa com lnN3D2 e lnVs, respectivamente, estão dentro dos valores reportados 

na literatura para água e soluções líquidas (0,1 ≤ α ≤ 0,7 e 0,3 ≤ β ≤ 0,8) em 

diferentes formas de biorreatores e condições operacionais (Özbek; Gayik, 

2001; Puthli et al., 2005; Marques et al., 2009).  

  

Tabela 7. Coeficientes de correlação estimados α e β obtidos a partir da 
Equação 1.  Diferentes letras na mesma coluna significam que há diferença 
estatística entre os valores de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05). 
 

Meio α β R2 

W 0,132a 0,506a 0,995 

BSM 0,162b 0,606d 0,969 

BSM + Glu 0,185d 0,622e 0,979 

BSM + YE 0,301l 0,654k 0,988 

BSM + Tol 0,306m 0,968m 0,979 

LSM 0,195f 0,869j 0,997 

LSM + Glu 0,230i 0,879k 0,981 

LSM + YE 0,245k 0,892l 0,985 

LSM + Tol 0,363o 0,974m 0,989 

BHM 0,173c 0,510b 0,966 

BHM + Glu 0,200g 0,697g 0,998 

BHM + YE 0,208h 0,771h 0,991 

BHM + Tol 0,344n 1,052n 0,987 

SW 0,179d 0,545c 0,968 

SW + Glu 0,178d 0,802i 0,989 

SW + YE 0,193f 0,877k 0,998 

SW + Tol 0,237j 1,056n 0,988 

Fonte: Souza et al., 2014b. 
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Por outro lado, os valores de α e β em BSM, LSM, BHM e SW 

suplementados com glicose, extrato de levedura ou tolueno foram 

significativamente maiores que os respectivos valores obtidos na ausência 

destes compostos, provavelmente, porque sua presença alterou as 

propriedades físico-químicas da mistura, afetando por consequência a 

transferência de massa de oxigênio (Marques et al., 2009; Farhadian et al., 

2010; Jamnongwong et al., 2010). Tais aumentos foram particularmente 

elevados na presença de tolueno (α = 0.306, 0.363, 0.344, 0.237 e β = 0.968, 

0.974, 1.052 e 1.056, para BSM, LSM, BHM e SW, respectivamente), pois sua 

hidrofobicidade pode ter promovido a coalescência das bolhas levando ao 

aumento destas, e consequentemente diminuindo a área interfacial (Özbek; 

Gayik, 2001; Farhadian et al., 2010). 

 

Em continuidade a este trabalho (APÊNDICE 12), investigamos a 

influência do tolueno e da salinidade na produção de biossurfactantes por 

diferentes micro-organismos (Bacillus megatherium, Bacillus licheniformis and 

Bacillus subtilis). Nesse trabalho, a cepa Pseudomonas putida foi utilizada 

como comparação, já que é um dos micro-organismos mais utilizados na 

produção de biossurfactantes. Como resultado deste trabalho, o tolueno inibiu 

o crescimento de todos os micro-organismos e estimulou a produção de 

biossurfactante. Nos cultivos em “shaker”, a cepa B. subtilis apresentou o 

melhor desempenho, sendo capaz de baixar a tensão superficial no meio LSM 

para 65,5 mN/m na ausência de tolueno, e para 46,5 mN/m no meio BHM 

adicionado de tolueno, correspondendo a uma redução da tensão superficial de 

13,0 e 27,5 mN/m, respectivamente. Em cultivos realizados em biorreator, os 

melhores resultados foram obtidos no meio LSM, onde B. subtilis foi capaz de 

reduzir a concentração de tolueno de 26,0 para 4,3 g/L em 12 h, reduzindo a 

tensão superficial para 17,2 mN/m em 18 h. Os resultados deste estudo 

mostraram que o B. subtilis é um interessante produtor de biossurfactante, que 

poderia ser usado na biorremediação de águas contaminadas com tolueno. 
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6.2 Biossurfactantes e suas aplicações 
 

Os biossurfactantes apresentam inúmeras aplicações (Banat et al., 

2000; Kourkoutas; Banat, 2004), destacando-se seu emprego em processos de 

biorremediação, formulações de produtos de higiene e cosméticos, na indústria 

alimentícia (emulsificantes), na agricultura e como aditivos para a indústria 

farmacêutica.  

 

O uso de biossurfactantes na indústria farmacêutica vem se destacando 

gradativamente (Rodrigues et al., 2004; Singh; Cameotra, 2004). A surfactina, 

um dos melhores biossurfactantes conhecidos, possui várias aplicações 

médico-farmacêuticas, como a inibição da formação de coágulos, a formação 

de canais iônicos em membrana, atividade antibacteriana, antifúngica, antiviral 

e antitumoral. Outras aplicações relevantes dos biossurfactantes incluem o seu 

papel como agentes antiadesivos de micro-organismos patogênicos, tornando-

os úteis para o tratamento de muitas doenças (Gharaei-Fathabad, 2011).  

 

Das e colaboradores (2009) relataram que um biotensoativo produzido 

por uma cepa marinha, denominada B. circulans tinha uma potente atividade 

antimicrobiana contra patógenos Gram-positivos e Gram-negativos e contra 

estirpes patogênicas semi-microbianas. Fernandes e colaboradores (2007) 

investigaram a atividade antimicrobiana de biossurfactantes de Bacillus subtillis 

R14 contra 29 estirpes de bactérias. Os resultados demonstraram que os 

lipopeptídios têm um amplo espectro de ação, incluindo atividade 

antimicrobiana contra micro-organismos com perfis multirresistentes a 

fármacos. Enquanto que Rodrigues e colaboradores (2006a) mencionaram 

atividade antimicrobiana em MELs (mannnosylerythritollipids) produzidos por 

Candida antartica, rhamnolipídeos produzidos por P. aeruginosa e 

lipopeptídeos produzidos por B. subtilis 31 e B. licheniformis. 

 

Outra aplicação importante dos biossurfactantes consiste na utilização 

como agentes antiaderentes contra agentes patogênicos para a inibição da 

adesão destes micro-organismos a superfícies sólidas ou sítios de infecção 
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(Das et al, 2009). A aderência prévia de biossurfactantes às superfícies sólidas 

pode constituir uma nova e eficaz maneira de combater a colonização por micro-

organismos patogênicos (Rivardo et al., 2009). Assim, o pré-revestimento de 

cateteres uretrais de vinil com solução de surfactina resultou numa redução da 
quantidade de biopelícula formada por Salmonella typhimurium, Salmonella 

enterica, E. coli e Proteus mirabilis (Rodrigues et al., 2004a).  

 

A adsorção de biossurfactantes a uma superfície do substrato modifica a 

sua hidrofobicidade, interferindo nos processos de adesão microbiana e 

dessorção (Rodrigues et al., 2006b) e, neste sentido, a liberação de 

biossurfactantes por bactérias probióticas in vivo pode ser considerada como 

uma arma de defesa contra outras cepas colonizadoras nas extensões 

urogenital e gastrointestinal (Van Hoogmoed et al., 2004). Assim, foi 

demonstrado que os biossurfactantes produzidos por Lactobacillus paracasei 

reduzem a adesão de micro-organismos patogênicos e não patogênicos 

(Gudiña et al., 2010a; Gudiña et al., 2010b). Rufino e colaboradores (2011) 

também estudaram o potencial antimicrobiano e antiaderente do 

biossurfactante Rufisan produzido por Candida lipolytica UCP 0988 frente a 

diferentes micro-organismos da cavidade bucal. Em particular, os autores 

observaram uma atividade antimicrobiana e anti-adesiva frente ao Streptococcus 

mutans HG985, a uma concentração de 12mg/L de biossurfactante, de 65% e 

85%, respectivamente.  
 
A bioincrustação na cavidade oral frequentemente causa graves 

problemas. A capacidade de Streptococcus mutans para sintetizar glucanos 

extracelulares a partir da sacarose é vital para o início e progressão da cárie 

dentária. Recentemente, demonstrou-se que alguns compostos biológicos, tais 

como metabólitos secundários de bactérias probióticas, têm um efeito anti-

incrustação. Mais recentemente, Tahmourespour e colaboradores (2011) 

observaram que os biossurfactantes produzidos por Lactobacillus fermentum 

podem fornecer uma opção para controlar o desenvolvimento de biofilmes e 

também influenciam a capacidade adesiva de patógenos como S. mutans. 
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A forma mais rápida de saber se um determinado micro-organismo 

produz biossurfactante, consiste em medir a tensão superficial do meio de 

cultivo fermentativo (caso o biossurfactante seja extracelular) ou fazer uma 

extração dos biossurfactantes associados à membrana plasmática com PBS 

(tampão de fosfato e cloreto de sódio) e medir a tensão superficial. Em geral, 

uma substância é considerada biossurfactante, quando é capaz de reduzir a 

tensão superficial do meio em que se encontra em mais de 8 mN/m (Van Der 

Vegt et al., 1991). 

 

Muitos fatores, como aeração, temperatura, pH e a composição do meio 

de fermentação podem influenciar a produção de diferentes biomoléculas, 

inclusive de biossurfactantes. Nesse contexto, estudamos os efeitos da 

temperatura (30, 37 e 40 °C) e o controle do pH na produção de ácido lático, 

bacteriocinas e biossurfactantes por Lactococcus lactis subsp. lactis CECT-

4434 (APÊNDICE 13). Observou-se que a melhor temperatura para produção 

de biossurfactantes foi 37 °C, apresentando uma redução da tensão superficial 

de 22,5 e 24,7 mN/m entre 6 e 24 h de cultivo, respectivamente. No que diz 

respeito à produção de ácido lático, o pH controlado (5,0-5,3) favoreceu o 

aumento da concentração desse metabólito em 38,8% (30 °C), 40,3% (37 °C) e 

47,4% (40 °C) quando comparado aos cultivos sem controle desse parâmetro. 

Em geral, a produção de bacteriocinas, evidenciada pela formação de zonas de 

inibição frente às cepas indicadoras Lactobacillus sakei e Staphylococcus 

aureus, apresentou maiores valores dentro do intervalo de temperatura 30-37 ºC.  

 

A composição do meio, em relação às fontes de carbono e nitrogênio, 

tem sido alvo de intensos estudos (Guerra-Santos et al., 1986; Desai; Banat, 

1997; Cameotra; Makkar, 1998). Neste sentido, Pirog e colaboradores (2004) 

verificaram a capacidade de Rhodococcus erythropolis EK-1 em produzir 

biossurfactantes tanto sobre substratos hidrofílicos como substratos hidrofóbicos 

dependendo da composição nutritiva do meio, da natureza das fontes de carbono 

e de nitrogênio e da duração do tempo de cultivo. 
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Um dos principais problemas dos biossurfactantes está relacionado com 

os custos de sua produção. Uma alternativa para melhorar a produção 

biotecnológica de biossurfactantes em nível industrial pode ser através do 

emprego de resíduos agroindustriais como soro de leite, águas residuais do 

moinho de óleos e compostos hemicelulósicos (Moldes et al., 2007; Perez-

Ameneiro et al., 2015; Gudiña et al., 2016).   

 

 Assim, Nitschke e colaboradores (2004) estudaram a produção de 

biossurfactantes mediante o uso de manipueira, melaço, farinha de mandioca, 

e Nitschke e Pastore (2006) estudaram a produção e propriedades de 

biossurfactantes sintetizados pela cepa Bacillus subtilis LB5a, utilizando água 

residual de mandioca como substrato. Mahnaz e colaboradores (2004) 

estudaram a produção de biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa 

MM1011, isolada a partir de óleo cru, sobre 2% de melaço de beterraba, 

procedente do processo de extração de açúcar, e descobriram que a 
Pseudomonas aeruginosa, quando cultivada neste meio, produz um 

rhamnolípidio capaz de reduzir a tensão superficial do meio em até 20 mN/m.  

 

Nosso grupo de pesquisa estudou a produção de biossurfactantes por 

Bacillus tequilensis ZSB10 utilizando brotos de videira como substrato 

(APÊNDICE 14). Neste trabalho, foram aproveitadas simultaneamente as 

frações hemicelulósicas e celulósica, mediante a formulação de um meio de 

cultivo salino a partir dos açúcares solubilizados destas frações. Nos cultivos 

em biorreator, observou-se redução da tensão superficial devido à ação de 

biossurfactantes (extracelulares e ligados à membrana) (FIGURA 7).  
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Figura 7. Produção de biossurfactantes por B. tequilensis ZSB10 usando meio de 
cultura salino contend misturas de hidrolisados hemicelulósicos (50 %) e celulósicos 
(50 %) em biorreator de 2L. Condições de cultivo:  35 °C, 150 rpm, e pH = 7,4. Tensão 
superficial do biossurfactante extracelular (☐) e intracelular (∆).  

Fonte: Cortés-Camargo et al., 2016. 

 

Notou-se que no meio de cultivo contendo biossurfactantes extracelulares, 

houve uma maior redução da tensão superficial (TS) (23,7 mN/m) após 6 h de 

cultivo, sendo que até o final do processo fermentativo (52 h) não houve uma 

maior redução da TS, indicando que foi alcançada a concentração micelar 

crítica (CMC). A CMC é definida como a concentração de surfactante 

necessária para iniciar a formação de micelas. Quando a CMC é atingida, a TS 

não mais diminui, mesmo adicionando mais surfactante (Shavandi et al., 2011). 

No diz respeito ao biossurfactante ligado à membrana, observou-se que 

também houve decréscimo da TS (31,5 mN/m) em 52 h de cultivo.  
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7. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 

Nesse trabalho foram apresentadas a principais contribuições do meu 

grupo de pesquisa no que se refere à obtenção de produtos de origem 

microbiana de interesse farmacêutico, alimentar e ambiental. 

 

Com relação à produção de bacteriocinas por B. lactis e L. plantarum, 

nossos trabalhos contribuíram para a expansão do conhecimento sobre estes 

peptídeos antimicrobianos. Ademais, estes trabalhos ressaltaram uma 

inovação científica e tecnológica no que tange à utilização do soro de leite 

como meio de cultivo, valorizando o conceito da produção de biomoléculas de 

alto valor agregado aliado ao aspecto ambiental, já que o soro de leite é um 

subproduto gerado por indústrias de laticínios e considerado um agente 

poluidor, por conter uma alta quantidade de substâncias orgânicas.  

 

Na continuação desses estudos, atualmente estamos investigando 

outros resíduos agroindustriais, como o bagaço de uva, vinhaça de uva e 

farinha de soja, além de fontes alternativas de carbono e nitrogênio para a 

obtenção de diferentes bacteriocinas, como plantaricina, nisina e pediocina, e 

biossurfactantes. Em particular, a farinha de soja, quando suplementada ao 

soro de queijo aumentou consideravelmente a produção de plantarina, lactato o 

crescimento celular de L. plantarum ST16Pa, além da produção de ácido lático 

e plantaricina.  No caso do bagaço de uva, este resíduo também se mostrou 

interessante para a produção de novos produtos lácteos funcionais, sendo que 

do ponto de vista tecnológico diminuiu o tempo de fermentação e aumentou a 

viabilidade de bactérias probióticas como L. acidophilus.  

 

Além dos estudos supracitados, estamos estudando formas de otimizar o 

processo de produção de bacteriocinas através de ferramentas de biologia 

molecular.  
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 Nossa pesquisa também inclui estudos de diferentes métodos de 

purificação para a obtenção de peptídeos antimicrobianos, visando uma futura 

aplicação industrial tanto na área de alimentos quanto na área farmacêutica. 

Como perspectiva de aplicação na área de alimentos, estamos estudando a 
eficiência bioconservante da plantaricina e pediocina em carnes frescas 

envasadas. Na área farmacêutica estamos realizando ensaios biológicos para 

verificar a ação da pediocina, após o processo de purificação, em células do 

sistema imune. 

 

Atualmente estamos desenvolvendo estudos (teóricos e experimentais) 

na área de nutrição animal e médico-veterinária, onde estamos realizando um 

estudo de bioprospecção de bactérias probióticas na produção de aves, suínos 

e peixes.  

 

No que diz respeito à produção biotecnológica de biossurfactantes, 

estamos realizando estudos de: caracterização físico-química de 

biossurfactantes produzidos por Lactococcus lactis CECT-4434; estabilidade de 

biossurfactantes em condições extremas de pH e temperatura; propriedades 

dos biossurfactantes como aditivos. Ademais, estamos investigando a 

capacidade antimicrobiana dos biossurfactantes frente a diversos micro-

organismos patogênicos, a capacidade dos biossurfactantes para formar 

emulsões e a inibição da adesão de micro-organismos patogênicos a 

superfícies sólidas ao utilizar biossurfactantes.  

 

Acredito fortemente que com as linhas de pesquisa que atuo tenho 

contribuído positivamente para a expansão do conhecimento científico, além de 

buscar novas tecnologias para uma futura aplicação industrial. 
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