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RESUMO

Actualmente, tem merecido especial atengdo a aplicagdo de compostos
antimicrobianos produzidos pelas bactérias do acido lactico (BAL) como conservantes
naturais, impedindo o crescimento de patégenos nos alimentos.

O presente trabalho teve como objectivo a seleccao de estirpes BAL previamente
isoladas do queijo do Pico (DOP), avaliando a actividade antimicrobiana e a sua eficacia
contra a Listeria monocytogenes no queijo fresco. As propriedades tecnoldgicas e
seguranca das BAL produtoras de bacteriocinas foram igualmente investigadas para
avaliar a capacidade para serem utilizadas como culturas de arranque e/ou adjuntas no
fabrico do queijo. Os isolados foram caracterizados pelas suas propriedades
tecnologicas: produgdo de diacetilo, actividades enzimaticas, protedlise e lipolise. A sua
seguran¢a foi avaliada através do estudo da actividade PB-hemolitica, producdo de
DNase, gelatinase e histamina, e resisténcia aos antibioticos. Foi testada a producao de
bacteriocinas pelas BAL, bem como a cinética de crescimento, pH e produ¢ao de acido
lactico no queijo fresco. Nestes queijos inoculados com as BAL produtoras de
bacteriocinas, foi ainda realizada uma avalia¢do sensorial por um painel de provadores
ndo treinados.

As propriedades antimicrobianas de 116 isolados BAL do queijo do Pico foram
avaliadas. Oito isolados apresentaram actividade contra a Listeria monocytogenes,
exibindo valores de concentracdo minima inibitéria que variaram entre 200 e 3200
UA ml™. Destes isolados, trés apresentaram igualmente actividade contra o Clostridium
perfringens. Os oito isolados produtores de bacteriocinas foram identificados por
sequenciagdo do gene 16S rRNA como Lactococcus lactis (1 isolado) e Enterococcus
faecalis (7 1solados).

Alguns isolados apresentaram actividades enzimdticas promissoras para a
formagdo do aroma no queijo. Apenas um isolado foi capaz de degradar a caseina,
testando positivo para a actividade proteolitica e dois isolados demonstraram actividade
lipolitica. No entanto, a maioria dos isolados produziu diacetilo a partir do citrato.
Nenhum dos isolados produziu histamina ou apresentou actividade B-hemolitica e de
DNase, mas alguns isolados testaram positivo para a producdo de gelatinase. Nao foi
também encontrada resisténcia a antibioticos clinicamente importantes.

No geral, os isolados produtores de bacteriocinas apresentaram um crescimento

moderado no queijo fresco a temperaturas de refrigeracao (4 °C), aumentando uma
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unidade log em 3 dias. Apresentaram baixa capacidade acidificante, apesar do aumento
da produ¢do de acido lactico exibido por alguns isolados apds 24 h. A actividade das
bacteriocinas foi apenas detectada no soro do queijo fresco inoculado com dois isolados
de Enterococcus (L2B21K3 e L3A21K6). Contudo, todos os queijos inoculados com os
isolados produtores de bacteriocinas inibiram a L. monocytogenes no ensaio de difusdo
em agar. Com excep¢ao de um isolado (L3A21M3), ndo foram encontradas diferengas
significativas (P>0,05) na avaliacdo global dos queijos frescos inoculados com os
isolados produtores de bacteriocinas, realizada por um painel ndo treinado de 50-52
provadores. Na apreciacdo global, os queijos inoculados com os isolados produtores de
bacteriocinas obtiveram uma classificagdo de intermédio a elevado, semelhante ao
queijo fresco sem BAL. Observou-se ainda uma correlagio positiva (P<0,05) entre a
apreciacao global e a firmeza dos queijos.

Para testar o efeito in situ da producdo de bacteriocinas contra a L.
monocytogenes, foram elaborados queijos frescos com leite de vaca pasteurizado,
inoculados com BAL produtoras de bacteriocinas e contaminados com
aproximadamente 10° ufc ml™' de L. monocytogenes. As contagens de L. monocytogenes
foram monitorizadas durante o armazenamento do queijo fresco a temperaturas de
refrigeragdo (4 °C) durante 15 dias. Todos os isolados controlaram o crescimento da L.
monocytogenes, apesar de alguns Enterococcus terem sido mais eficazes na redugdo das
contagens do patogeno. A redugdo foi de aproximadamente de 4 unidades log em
comparagdo com o controlo positivo, ap6s 7 dias de incubagdo. Pelo contrario, no
queijo sem BAL observou-se um aumento da listéria em 4 log ufcg’'. Duas
combinacdes de isolados FEnterococcus (L3A21M3 e L3A21MS, ou L3B1K3 ¢
L3A21M3) apresentaram a maior reducdo nas contagens de L. monocytogenes no queijo
fresco, reduzindo aproximadamente 5 unidades log em 7 dias. A combinagdo de dois
isolados em particular (L3B1K3 e L3A21M3) podera ter aplicagdo pratica devido a
auséncia de factores de viruléncia.

Em conclusao, a aplicagdo dos isolados produtores de bacteriocinas na producao
de queijo fresco pode contribuir para prevenir o crescimento de bactérias patogénicas
indesejaveis como a L. monocytogenes. Alguns isolados apresentaram um excelente

potencial para serem utilizados como culturas adjuntas/protectoras no fabrico do queijo.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias do 4acido lactico, bacteriocinas, caracterizacao

tecnoldgica, critérios de seguranga, queijo fresco, Listeria monocytogenes.
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ABSTRACT

In recent years, there has been a particular focus on the application of

antimicrobial compounds produced by lactic acid bacteria (LAB) as natural
preservatives to control the growth of spoilage and pathogenic bacteria in foods.
The purpose of this study was to select LAB strains with antimicrobial activity,
previously isolated from Pico cheese, and evaluate their efficacy against Listeria
monocytogenes in fresh cheese. In addition, the technological and safety relevant
properties from bacteriocin-producing LAB were investigated in order to determine
their ability for the efficient use as starter/adjunct cultures in cheese making. Isolates
were characterised in terms of their main technological properties: diacetyl production,
enzymatic activities, proteolysis and lipolysis. Their safety was also evaluated by
studying their B-haemolytic activity, production of DNase, gelatinase and histamine,
and antibiotic resistance. Bacteriocin production by LAB was tested in fresh cheese,
including LAB growth kinetics, cheese pH and titratable acidity. Additionally, the
sensorial attributes of fresh cheeses made with these LAB as adjunct cultures were
evaluated by a non-trained panel.

A total of 116 LAB isolates from an artisanal cheese (Pico cheese) were screened
for antimicrobial properties. Eight isolates were found to produce bacteriocins against
Listeria monocytogenes with minimum inhibitory units ranging from 200 to 3200
AU ml”". Three of the isolates were also active against Clostridium perfringens. The
bacteriocin-producing isolates were identified by 16S rRNA sequencing analysis as
Lactococcus lactis (1 isolate) and Enterococcus faecalis (7 isolates).

Some of the studied isolates displayed enzymatic activities with potential impact
on cheese flavour. Only one isolate was able to degrade casein, being positive for
proteolytic activity and two isolates showed lipolytic activity. Most of the isolates were
found to produce diacetyl from citrate. None of the isolates tested was found to produce
histamine or to possess -haemolytic and DNase activity, but some of the isolates were
positive for gelatinase production. No resistance to clinically relevant antibiotics was
also encountered.

In general, the bacteriocin-producing isolates presented a moderate growth in
fresh cheese at refrigeration temperatures (4 °C), increasing one log count in 3 days.
They presented slow acidifier capacity, despite the increasing production of lactic acid

displayed by some isolates after 24 h. Bacteriocin activity was only detected in the
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whey of fresh cheese inoculated with two Enferococcus isolates (L2B21K3 and
L3A21K6), but all cheeses made with bacteriocin-producing isolates inhibited L.
monocytogenes in the agar diffusion bioassay. No significant differences (P>0,05) were
found on sensory overall evaluation made by a non-trained panel of 50-52 tasters using
the isolates as adjunct culture in fresh cheese, with the exception of one isolate
(L3A21M3). Cheeses inoculated with bacteriocin-producing isolates were attributed an
overall appreciation of average to high, similar to the fresh cheese without any LAB. A
positive correlation (P<0,05) was also observed between overall appreciation and
cheese firmness.

To test the effect of in situ bacteriocin production against L. monocytogenes, fresh
cheese was made from pasteurised cow’s milk inoculated with bacteriocin-producing
BAL and artificially contaminated with approximately 10° cfu ml' of L.
monocytogenes. Numbers of L. monocytogenes were monitored during storage of fresh
cheese at refrigeration temperature (4 °C) for up to 15 days. All isolates controlled the
growth of L. monocytogenes, although some Enterococcus were more effective in
reducing the pathogen counts. The reduction was of approximately 4 log units compared
to the positive control after 7 days of incubation. In comparison, an increase of 4 log
cfu g’ in pathogen numbers was detected at the same time point in the absence of
bacteriocin-producing LAB. The combination of bacteriocin producing Enterococcus
sp. L3A21M3 and L3A21M8, or L3B1K3 and L3A21M3, optimized the reduction of L.
monocytogenes counts in fresh cheese, reducing in approximately 5 log units after 7
days. The combination of two isolates in particular (L3B1K3 and L3A21M3) showed
promising results due to the absence of important virulence factors.

In conclusion, the present work demonstrates that using bacteriocin-producing
isolates in the manufacture of fresh cheese might contribute to prevent the growth of
undesirable pathogenic bacteria such as L. monocytogenes. Some isolates presented

excellent potential to be used as adjunct/protective cultures for cheese making.

KEYWORDS: Lactic acid bacteria, bacteriocins, technological characterization, safety

criteria, fresh cheese, Listeria monocytogenes.



Isolamento e caracterizacio de bactérias do dcido lactico produtoras de bacteriocinas e sua aplicagdo no fabrico de queijo fresco

INDICE
RESUMO I
ABSTRACT v
1. INTRODUCAO 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 4
2.1 O queijo 4
2.1.1 Perspectivas historicas 4
2.1.2 Queijo produzido em Portugal 4
2.1.2.1 Queijos Denominacao de Origem Protegida (DOP) 5
2.1.3 Queijos DOP Agorianos 6
2.1.3.1 Queijo do Pico artesanal 6
2.1.3.2 Queijo de Sao Jorge 6
2.1.4 O queijo fresco 7
2.2 Microrganismos do queijo 8
2.2.1 Culturas de arranque 8
2.2.2 Culturas adjuntas 9
2.2.2.1 Culturas adjuntas de bactérias do acido lactico 10
2.2.2.2 Bolores e leveduras 11
2.3 Caracterizacdo das bactérias do acido lactico 11
2.3.1 Classifica¢ao das BAL 14
2.3.2 Principais BAL presentes no queijo do Pico 16
2.3.2.1 Género Lactococcus 16
2.3.2.2 Género Lactobacillus 17
2.3.2.3 Género Enterococcus 17
2.3.2.4 Género Streptococcus 18
2.3.2.5 Género Leuconostoc 19
2.4 Bacteriocinas 20
2.4.1 Classificagado das bacteriocinas das bactérias Gram-Positivas 20
2.4.1.1 Classe I ou Lantibidticos 21
2.4.1.2 Classe 11 23
2.4.1.3 Classe 111 24
2.4.1.4 Classe IV 24
2.4.2 Mecanismos de acgao das bacteriocinas 25
2.4.3 Auto-imunidade 28
2.4.4 Factores que afectam a eficiéncia das bacteriocinas 28

VI



Isolamento e caracterizacio de bactérias do dcido lactico produtoras de bacteriocinas e sua aplicagdo no fabrico de queijo fresco

2.4.5 Aplicagdes das bacteriocinas na industria alimentar
2.4.6 Aplicagdes das bacteriocinas nos lacticinios
2.4.6.1 Nisina
2.4.6.2 Lacticina 3147
2.4.6.3 Pediocina PA-1
3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Isolados em estudo
3.2 Screening das BAL produtoras de bacteriocinas
3.2.1 Actividade antimicrobiana
3.2.2 Concentra¢dao minima inibitoria
3.3 Identificag@o das BAL produtoras de bacteriocinas
3.3.1 Identificacao fenotipica
3.3.2 Identificacao genética
3.4 Caracterizagdo tecnologica das BAL produtoras de bacteriocinas
3.4.1 Actividades enzimaticas
3.4.2 Producgdo de diacetilo a partir do citrato
3.4.3 Actividade proteolitica
3.4.4 Actividade lipolitica
3.5 Avaliacdo da seguranca
3.5.1 Produgdo de histamina
3.5.2 Actividade hemolitica
3.5.3 DNase
3.5.4 Gelatinase
3.5.5 Resisténcia a antibioticos
3.6 Avaliacdo da producao de bacteriocinas em queijo fresco
3.6.1 Elaboracdo do queijo fresco com as BAL
3.6.2 Determinacdo do pH do queijo
3.6.3 Acidez titulavel
3.6.4 Determinagao da humidade
3.6.5 Contagens das BAL no queijo
3.6.6 Determinagao da actividade antimicrobiana no queijo
3.6.7 Provas organolépticas
3.7 Avaliacdo do efeito das BAL no crescimento de L. monocytogenes em queijo fresco
3.7.1 Elaboragdo do queijo fresco com BAL e L. monocytogenes
3.7.2 Avaliacdo do crescimento de L.monocytogenes no queijo fresco

3.8 Analise estatistica

Vil

29
31
31
32
32
34
34
34
34
35
35
35
36
36
36
38
38
38
39
39
39
40
40
40
43
43
43
43
44
44
44
45
45
45
46
46



Isolamento e caracterizacio de bactérias do dcido lactico produtoras de bacteriocinas e sua aplicagdo no fabrico de queijo fresco

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Actividade antimicrobiana

4.2 Identificagdo das BAL produtoras de bacteriocinas

4.3 Caracterizacao tecnoldgica das BAL produtoras de bacteriocinas
4.3.1 Actividades enzimaticas
4.3.2 Propriedades tecnoldgicas

4.4 Avaliagdo da seguranga das BAL
4.4.1 Histamina, Hemolise, DNase e Gelatinase
4.4.2 Resisténcia a antibioticos

4.5 Aplicagdo das BAL como culturas de arranque/adjuntas no queijo fresco
4.5.1 Avaliagdo de pardmetros quimicos, crescimento e actividade antimicrobiana
4.5.2 Avaliagdo organoléptica

4.6 Efeito das BAL no crescimento de Listeria monocytogenes em queijo fresco
4.6.1 Adic¢ao individual dos isolados
4.6.2 Efeito de culturas mistas

5. CONCLUSAO
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

VIII

47
47
49
51
51
53
55
55
57
59
59
66
69
69
72
76
78
97



Isolamento e caracterizacio de bactérias do dcido lactico produtoras de bacteriocinas e sua aplicagdo no fabrico de queijo fresco

1. INTRODUCAO

Actualmente, os consumidores estdo cada vez mais atentos ao risco que constitui a
presenga de microrganismos patogénicos e aditivos quimicos nos alimentos, o que
conduz a pesquisa de conservantes naturais e eficazes para controlo microbiologico. A
descoberta que certos péptidos bacterianos possuem actividade inibitoria contra outras
bactérias, fez despertar o interesse na descoberta e aplicacdo destes péptidos como
conservantes naturais. Estes péptidos designados por bacteriocinas, podem exibir um
espectro de actividade contra as espécies homdlogas ou apresentar um amplo espectro
de ac¢do contra uma variedade de microrganismos Gram-positivos € em particular,
contra certos patdgenos. Alimentos tradicionais, como o queijo do Pico (DOP)
produzido com leite cru, possuem uma microflora propria que podera ser explorada na
pesquisa de novas estirpes de bactérias do acido lactico (BAL) produtoras de
bacteriocinas, e que podem apresentar elevada actividade contra bactérias indesejaveis

como a Listeria monocytogenes.

A Listeria monocytogenes apresenta-se como um dos patdogenos com maior
impacto na industria dos lacticinios e o seu controlo ¢ muito importante, em particular,
nos queijos produzidos com leite cru (Wan et al., 1997; Gandhi e Chikindas, 2007).
Este microrganismo psicrotrofico esta largamente distribuido no ambiente, ¢ capaz de
crescer a temperaturas que variam desde 1 a 45 °C, em valores de pH relativamente
baixos e ¢ altamente tolerante ao sal, o que torna dificil o seu controlo nos alimentos
(Bizani et al., 2008; Sip et al., 2012). A L. monocytogenes provoca assim uma grave
infeccdo alimentar que afecta essencialmente as mulheres gravidas, recém-nascidos,
idosos e adultos com o sistema imunitario comprometido (Gandhi e Chikindas, 2007).
Leite e queijos sdo considerados os alimentos de maior risco, embora possam ocorrer
surtos com outros tipos de alimentos como as saladas e vegetais prontos para o consumo
(Bello et al., 2012). O controlo ou mesmo a eliminagdo deste patdogeno utilizando meios
naturais em substitui¢do dos conservantes quimicos, constitui uma tendéncia actual
imposta pelas preferéncias dos consumidores. Dessa forma, a aplicacio de BAL
produtoras de bacteriocinas na industria alimentar, nomeadamente no controlo da L.
monocytogenes no queijo, pode constituir uma vantagem a ser explorada pela industria

de lacticinios.
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Desta forma, o presente trabalho teve como objectivo pesquisar a presenca de
bactérias produtoras de bacteriocinas em BAL isoladas no queijo do Pico e avaliar a
eficacia destas BAL produtoras de bacteriocinas no controlo da L. monocytogenes em
queijo fresco. Foi ainda objectivo do trabalho o estudo das caracteristicas tecnologicas e
de seguranca destas BAL, de modo a avaliar a sua aplica¢ao potencial como culturas de
arranque e/ou adjuntas no fabrico de queijo. Finalmente pretendeu-se avaliar também o
efeito destas BAL na qualidade organoléptica do queijo fresco, realizando-se uma prova

com um painel de avaliadores ndo treinado.

A estrutura global da tese divide-se em 5 capitulos. No primeiro capitulo -
Introducdo, ¢ feito um enquadramento do estudo, apresentacdo dos objectivos e

explicagdo da estrutura da tese.

O segundo capitulo ¢ constituido pela Revisao Bibliografica, onde ¢ feita uma
discussdo actual da tematica escolhida, com apresentagdo de bibliografia relacionada
com o estudo. E feita uma abordagem ao queijo produzido em Portugal e aos
microrganismos que funcionam como culturas de arranque e/ou adjuntas. As BAL sdo
caracterizadas, dando-se especial destaque a producdo e actuacdo das bacteriocinas.
Finalmente ¢ descrita a aplicagdo das bacteriocinas na industria alimentar, com especial

destaque nos lacticinios.

O terceiro capitulo ¢ constituido pelos Materiais € Métodos, onde sdo descritas as
metodologias aplicadas ao longo do trabalho experimental, nomeadamente para o
screening das BAL produtoras de bacteriocinas, sua identificacdo, caracterizacdo
tecnologica e avaliagdo da seguranga; avaliacao da producao de bacteriocinas em queijo
fresco e avaliacdo do efeito destas BAL no crescimento de L. monocytogenes nos
mesmos queijos. Apresentam-se ainda as ferramentas estatisticas utilizadas no

tratamento de dados.

Os Resultados e Discussao sao apresentados no quarto capitulo. Aqui sdo
apresentados os resultados obtidos na aplicagdo das metodologias, fazendo-se a sua
analise e discussdo para cada um dos parametros estudados, face a outros estudos

publicados no ambito deste tema.
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No quinto capitulo - Conclusdo, sdo expostas as conclusdes gerais do trabalho e
apresentadas sugestdes para futuros estudos, envolvendo a aplicagdo das bacteriocinas

na melhoria da qualidade dos produtos lacteos regionais.



