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Resumo 

Os peptídeos antimicrobianos têm ganhado destaque como biopreservantes, principalemnte produzido por 
bactérias ácido lácticas (BAL). As matrizes lácteas são conhecidas por englobarem esses microrganismos, 
mas também por ocorrem infecções e contaminações por bactérias patogênicas como Listeria 
monocytogenes. O queijo Minas Frescal é muito produzido e consumido no Brasil, além de ter um baixo 
custo e simplicidade tecnológica, neste sentido, o trabalho utilizou amostras de queijo Minas Frescal 
comprados em feiras livres e isolou BAL  a procura de potenciais produtoras de bacteriocinas. Foi analisada 
a atividade antimicrobiana da(s) bacteriocina(s) encontrada(s) contra os seguintes microrganismos: 
Salmonella entérica sorovar Enteritidis ATCC 1306, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli 
ATCC 25922, Listeria monocytogenes Scott A, Listeria innocua 12612 e Listeria ivanovii 7842.  
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Introdução  

O queijo Minas Frescal é caracterizado por ser fresco e obtido pela coagulação enzimática de 

renina e outras enzimas em leite pasteurizado bovino, com ou sem a adição de bactérias ácido lácticas. 

Possui alta atividade de água, baixo percentual de sal e pH em torno de 5.1 a 5.6. Sendo produzido 

por grandes e pequenas industrias (Souza; Saad, 2009; Barancelli et al., 2011).  

Produtos de origem láctea são matrizes que comumente englobam diversos tipos de bactérias, 

dentre elas as BAL. Streptococcus, Lactobacillus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Lactococcus 

e Enterococcus são facilmente encontrados em leite e derivados. Várias espécies desses gêneros 

podem produzir bacteriocinas, peptídeos ribossomicamente produzidos, que são altamente visadas 

como bioconservantes em alimentos, pois podem ser agentes microbiostáticos ou microbicidas contra 

diversos microrganismos, como Listeria sp. (Bromberg et al., 2004; Parada et al., 2007; Martin et al., 

2022).  

Com a necessidade de proteger o alimento destes patógenos e de se utilizar compostos de 

origem natural a conservadores químicos, biopreservantes como as bacteriocinas são um caminho 

interessante a ser pesquisado. Diversos estudos relatam a eficiência dos peptídeos antimicrobianos 

contra patógeno e deteriorantes (Arshad; Batool, 2017; Manigandan et al., 2018; Zhou et al., 2022).  

 

 



 
 

 

Material e Métodos 

Foram utilizados 10 queijos Minas Frescal comprados em feiras livres e para o isolamento 

foram coletadas 25 g de cada amostra, retirando-se porções de várias partes do queijo a fim de se 

obter uma amostragem adequada. Foram adicionados 225 mL de água peptonada 0,1% (p/v), 

realizando a homogeneização por dois minutos em Stomacher (Ethik Technology, Brasil). Foram 

executadas diluições seriadas até a diluição 10-6. Foi semeado um volume de 1 mL de cada diluição 

em profundidade em ágar De Man Rogosa e Sharpe (MRS). As placas foram incubadas a 37ºC por 

até 72 horas em jarras de anaerobiose. 

Para o teste de difusão em poços, foi obtido o sobrenadante livre de células, CFS (cell-free 

supernatant) por meio do cultivo de cada colônia isolada em caldo MRS a 37ºC por 24 horas. 

Transferiu-se o CFS para tubos de centrífuga e realizou-se a centrifugação em 8000 rpm por 15 

minutos. O pH do sobrenadante foi ajustado em 6,5 com 1M de NaOH e esterilizado por filtragem 

com membrana de 0,2 μm. Foi realizado um pré-inóculo em Ágar BHI com concentração de 1,5x108 

UFC/mL contendo os  seguintes microrganismos indicadores: S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 

25922, Salmonella enterica serovar Enteritidis ATCC 13076, Listeria monocytogenes Scott A, 

Listeria ivanovii, Listeria innocua e Listeria monocytogenes 4561. Poços de cerca de 6mm foram 

feitos e 100 μL de CFS foram adicionados. As placas foram mantidas a temperatura ambiente para a 

completa difusão e, posteriormente, foram incubadas a 37ºC/24h (Ahn; Kim; Kim, 2017; Afrin et al., 

2021).  

 

Resultado e Discussões 

Foram isoladas 35 bactérias que apresentaram coloração Gram-positiva e catalase negativa. 

Com os isolados, foi realizado o ensaio de difusão em poços utilizando-se o CFS. Embora tenham 

sido avaliados mais microrganismos indicadores, na análise, apenas um isolado, identificado como 

3B, demonstrou produção de peptídeo com atividade inibitória, apresentando inibição somente contra 

três espécies de Listeria (Tabela 1). 

Tabela 01 -Ensaio de Difusão em Poços 

Bactérias Indicadoras 
Zona de 
Inibição 
(mm) 

Escherichia coli ATCC 25922 - 
Salmonella entérica serovar Enteritidis 
ATCC 13076 

- 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 
- 
 

Listeria monocytogenes Scott A 13 
Listeria ivanovii 7842 16 
Listeria innocua 12612 16 



 
 

 

A Listeria é um microrganismo ubiquitário encontrado em diversos lugares no meio ambiente, 

geralmente pode ser encontrada em produtos de origem animal, como leite e derivados, 

principlamente ligado à condições de mau processamento e sanitização.  

Zafar e colaboradores (2022)  realizaram o rastreio por bacteriocinas produzidas por 

Bifidocaterium, as quais produziram peptídeos capazes de agir contra Listeria monocytogenes. Já nos 

ensaios relizados por Ahn e colaboradores (2017), foi utilizada Listeria innocua ATCC 33090 e não 

houve inibição utilizando-se o CFS no teste de difusão em poços.  

As bacteriocinas da subclasse IIa são pequenos peptídeos com atividade inibitória fortemente 

contra espécies de Listeria. Poderia se sugerir que o peptídeo encontrado seja da subclasse IIA, a 

partir dos resultados, já que houve apenas inibição contra as três espécies avaliadas (Mokoena, 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusões 

Com o ensaio de difusão em poços, foi possível verificar que apenas 1 isolado (3B) foi 

responsável por produzir um peptídeo com atividade antimicrobiana. Foi observada inibição contra 

Listeria monocytogenes, Listeria innocua e Listeria ivanovii.  
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