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Modelagem cinética de inativação térmica do peptíde o antimicrobiano P34 
em sistemas alimentares 1   
 
Autor:  Voltaire Sant’Anna 
Orientador:  Adriano Brandelli 

 
RESUMO 

 
O peptídeo antimicrobiano P34, produzido por Bacillus sp. P34, bactéria isolada 
do intestino do peixe Piau-com-pinta da bacia amazônica, tem potencial uso 
como bioconservante em alimentos, principalmente aqueles que sofrem 
tratamento térmico. Neste trabalho, foi realizado um estudo da modelagem 
cinética de inativação térmica do peptídeo antimicrobiano P34, além de calcular 
os parâmetros cinéticos e termodinâmicos em diferentes condições de 
estresse. Amostras de 1,0 ml da bacteriocina P34 em solução tampão pH 4,5, 
6,0 ou 7,0 ou em solução tampão pH 7,0 com adição de 1 ou 5% de cloreto de 
sódio ou ainda em leite desnatado ou integral sofreram tratamento térmico 
entre 90°C e 120°C por até 300 min. Os resultados m ostram que a equação de 
reação de primeira ordem é a que melhor descreve a cinética de inativação 
térmica do peptídeo P34. Os valores D em pH 4,5 variaram entre 14 e 192 min, 
com valor z de 27 °C; em pH 6,0, esse parâmetro variou entre 2 6 e 191 min, 
com valor z de 33 °C; já em tampão fosfato 10 mM pH 7,0, os va lores D 
variaram entre 39 e 227 min com valor z de 27 °C; em pH 7,0 com adição de 
1% de cloreto de sódio os valores D variaram de 28 a 245 min, com valor z de 
37 °C; com a adição de 5% de sal em pH 7,0 os valor es D variaram entre 32 e 
698 min, com valor z de 24 °C. A diminuição do pH reduziu a estabilidad e 
térmica do peptídeo P34. Em altas temperaturas a presença de sal reduziu a 
estabilidade térmica, enquanto nas menores temperaturas estudadas houve 
aumento da sua resistência. Resultados similares ocorreram em leite. Em altas 
temperaturas houve mais rápida inibição da atividade antimicrobiana do 
peptídeo P34. Os valores D, em leite desnatado, variaram entre 32 a 327 min, 
enquanto em leite integral, entre 17 a 194 min. Já em leite integral a 90 °C não 
houve inibição da atividade do peptídeo. A presença de gordura acelerou a 
inibição da bacteriocina, possivelmente devido ao rompimento da membrana 
dos glóbulos de gordura, permitindo a adsorção do peptídeo na fração lipídica 
em altas temperaturas. A análise termodinâmica sugere que o desdobramento 
da molécula do peptídeo P34 pode ser o passo determinante para a inativação 
térmica irreversível nas condições testadas. Os resultados mostram que o 
peptídeo P34 pode ser usado em condições de pasteurização ou de 
esterilização, mantendo parte de sua atividade antimicrobiana após o 
tratamento térmico. 

 
 
 
 

1/ Dissertação de Mestrado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente, ICBS, 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (98 p.). 
Agosto, 2010. 
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Kinetic modeling of thermal inactivation of the ant imicrobial peptide P34 
in food sistems 1   
 
Author:  Voltaire Sant’Anna 
Orientation:  Adriano Brandelli 
 

ABSTRACT 
 

The antimicrobial peptide P34, produced by Bacillus sp. P34, a bacterium 
isolated from the gut of the Piau-com-pinta fish from the aquatic environment of 
the Amazon basin, has potential use as bioconservante in foods, especially 
those that suffer heat treatment. In this work, a study was performed to analyse 
the applicability of various inactivation models available in the literature and 
their thermodynamic and kinetic parameters under different stress conditions 
were calculated. Aliquots of 1,0 ml of the bacteriocin at pH 4,5, 6,0 or at sodium 
phosphate buffer pH 7,0; and at skim or fat milk were heated in sealed tubes (1 
mm of in the range of 90-120 °C for over 300 min. T he first-order model 
provided the best description of the kinetics of inactivation. The D values at pH 
4,5 the D values ranged between 14-192 min, with z value of 27 °C; at pH 6,0 
ranged from 25 to 191 min, with z value of 33 °C; at phosphate buffer at pH 7,0 
ranged between 39-227 min, with z value of 38 °C; at pH 7,0 with addition of 1% 
of sodium chloride the D values ranged between 28-245 min, with z value of 37 
°C; with the addition of 5% of the salt at pH 7,0  the D values ranged from 32 to 
698 min, with z value of 24 °C. The low pH reduced the thermal stability of the 
peptide P34. At high temperatures the presence of salt reduced the thermal 
stability, while at the lower temperatures studied there was an increase of its 
resistence. Similar results occurred in milk. At high temperatures there was a 
faster inhibition of antimicrobial peptide P34. The D values, at skim milk, ranged 
between 32 and 327 min, while at fat milk, between 17 and 194 min.  At 90 °C, 
in fat milk, the peptide was not inhibited. The presence of fat accelerated the 
inhibition of bacteriocin, possibly due to disruption of the membrane of fat 
globules, allowing the adsorption of the peptide in the lipid fraction at high 
temperatures. The thermodynamic analysis suggests that the unfolding of the 
molecule of the peptide P34 may be the a determining step for the irreversible 
thermal inactivation under the conditions tested. The results show that the 
peptide P34 can be used under pasteurization or sterilization conditions, 
manteining part of its antimicrobial activity after the thermal processing.  

 
 
 
 
 

1/ Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental 
Microbiology, ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 
RS, Brazil (98 p.). August, 2010. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A busca de novas formas de bioconservação de alimentos tem sido 

impulsionada principalmente devido à demanda por parte de consumidores por 

produtos seguros, minimamente processados de alta qualidade, preparados 

sem aditivos químicos e com longa vida-de-prateleira. 

O desenvolvimento e a proliferação de bactérias resistentes a 

antibióticos têm-se tornado um grave problema de saúde pública no mundo. A 

rápida escalada da resistência microbiana pode fazer com que algumas 

infecções bacterianas não possam ser tratadas com os agentes 

antimicrobianos existentes. Além disso, nas últimas décadas notou-se que há 

uma evolução bastante pronunciada da incidência das doenças de origem 

alimentar provocadas por bactérias. Esforços em várias áreas das ciências da 

saúde, dentre eles principalmente a da microbiologia, vêm sendo realizados 

para estudar e controlar este problema. Dentre as soluções está a descoberta 

de novos antimicrobianos. Neste sentido tem-se investido amplamente no 

estudo de bacteriocinas, substâncias de natureza protéica produzidas por 

bactérias, com atividade antimicrobiana, com potencial uso como 

bioconservantes em alimentos. Muitas bacteriocinas de bactérias ácido-lácticas 

têm sido caracterizadas e testadas em alimentos com objetivo de 
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biopreservação, com sucesso. A nisina é a bacteriocina mais estudada, sendo 

o seu uso em alimentos já permitido em mais de 40 países. 

Uma interessante estratégia para o controle e combate de 

microrganismos em alimentos é a combinação de bacteriocinas com outros 

métodos de inibição como tratamentos térmicos, redução de pH, salinização, 

altas pressões, entre outros. Assim, torna-se interessante aprofundar as 

pesquisas sobre o comportamento dessas substâncias em sistemas 

alimentares e sua estabilidade frente a essas combinações de tecnologias. 

Devido à escassa informação sobre a cinética de inativação térmica de 

bacteriocinas na literatura, é importante se obter dados para otimizar o uso 

dessas substâncias como bioconservantes na indústria de alimentos. Além 

disso, é de extrema importância que se conheça o comportamento e a 

estabilidade dessas substâncias aplicadas em sistemas alimentares durante 

processos que utilizam calor, muito comum à indústria de alimentos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Histórico das bacteriocinas 

Os primeiros registros sobre bacteriocinas datam por volta do ano de 

1877, quando Pasteur e Joubert reportaram uma interação antagonista entre 

bactérias ao observar que um “isolado comum” podia interferir no crescimento 

de Bacillus anthracis, quando inoculados juntos (REEVES, 1965). Já em 1925, 

André Gratia publicou um estudo referente ao antagonismo promovido por uma 

linhagem de Escherichia coli sobre outras linhagens da mesma espécie. As 

substâncias responsáveis por esse efeito inibitório foram denominadas de 

‘colicinas’ em referência ao microrganismo produtor original. Com a descoberta 

de que a produção desses compostos não se limitava ao grupo dos coliformes, 

Jacob e colaborados em 1953 (apud REEVES, 1972) propuseram o termo 

‘bacteriocina’ para as proteínas antimicrobianas produzidas por microrganismos 

Gram-negativos e Gram-positivos.  

Em 1947, Mattick e Hirsch (apud COTTER et al., 2005) concentraram 

uma substância inibidora produzida por uma linhagem de Lactococcus lactis 

subsp. lactis, que apresentava um amplo espectro de atividade, denominando-

a de nisina. Esta bacteriocina foi inicialmente purificada e comercializada na 

Inglaterra em 1953, sendo considerada segura para uso em alimentos pelo 

JECFA/OMS em 1969. Na Europa, em 1983, nisina foi adicionada à lista de 
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aditivos alimentares e, em 1988, nos EUA, o Food and Drug Administration 

autorizou seu uso em queijos processados. O uso desta bacteriocina é hoje 

permitido como conservante em mais de 40 países (COTTER et al., 2005). No 

Brasil, em 1996, foi autorizado seu emprego em queijos na concentração de 

até 12,5 mg kg–1 (BRASIL, 1996).  

 

2.2 Definição de bacteriocina 

As bacteriocinas são definidas como substâncias bactericidas, 

antibióticos de natureza protéica altamente específicos, não multiplicáveis, 

sintetizados por algumas linhagens bacterianas com ação contra isolados das 

mesmas espécies, ou sobre outros organismos estritamente relacionados com 

a espécie produtora (COTTER et al., 2005;). 

 O termo substância tipo-bacteriocina (bacteriocin-like substance) aplica-

se às moléculas de natureza protéica, porém ainda não purificadas e com 

estrutura ainda não completamente definidas ou que não cumprem com todas 

as características das bacteriocinas. Essas substâncias, geralmente, possuem 

um maior espectro de ação do que a definição clássica de bacteriocinas, 

atuando contra uma variedade de bactérias gram-positivas, algumas gram-

negativas e até contra alguns fungos (MESSENS e DE VUYST, 2002). 

Assim, toda bacteriocina ou substância tipo-bacteriocina tem uma 

proteína ou peptídeo que é essencial para sua função bactericida (Reeves, 

1965). A maioria das bacteriocinas descritas até o momento tem um baixo peso 

molecular e são estáveis ao calor. Estas características essencialmente as 

diferenciam de alguns antibióticos, considerados metabólitos secundários, com 
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variável espectro de ação, quando presentes em relativamente baixas 

concentrações (REEVES, 1965; COTTER et al., 2005; CLEVELAND et al., 

2001). 

 

2.3 Classificação das bacteriocinas 

A descoberta de diferentes bacteriocinas revelou diversidade de 

estruturas químicas e características permitindo o agrupamento em diferentes 

classes (KLAENHAMMER, 1993).  

Klaenhammer (1993) propôs a classificação das substâncias em 4 

classes. A classe I, ou lantibióticos, representada pela nisina, é constituída por 

peptídeos termoestáveis de baixo peso molecular (<5 kDa), diferenciados dos 

demais pela presença de lantionina e derivados; a classe II é composta por 

pequenos peptídeos (<10 kDa) termoestáveis divididos em três subclasses: IIa 

(pediocina e enterocina), IIb (lactocina G) e IIc (lactocina B); a classe III é 

representada por peptídeos termolábeis de alto peso molecular (>30 kDa) 

como helveticina J; na classe IV encontram-se grandes complexos peptídicos 

contendo carboidrato ou lipídio em sua estrutura. Contudo, Cleveland e 

colaboradores (2001) acreditam que estes complexos são artefatos de 

purificação parcial e não uma nova classe de bacteriocinas. 

 Em 2005, Cotter e colaboradores propuseram uma nova classificação, a 

qual subdivide as bacteriocinas em duas categorias distintas: os lantibióticos 

(classe I) contendo lantionina e os não lantibióticos (classe II), enquanto os 

peptídeos de alto peso molecular termolábeis, formalmente componentes da 
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classe III, seriam separadamente designados de ‘bacteriolisinas’. Estes autores 

sugerem ainda, que a classe IV seja extinta.  

Mais recentemente, Nes e colaboradores (2007) revisaram a 

classificação das bacteriocinas e propuseram a seguinte organização, onde as 

bacteriocinas estariam distribuídas em três grandes classes de acordo com seu 

modo de ação, estrutura, suas características bioquímicas e genéticas.  

A classe I ou lantibióticos é composta por peptídeos que contêm 

lantionina ou β-lantionina, sendo dividida em duas subcategorias: tipo A 

(moléculas lineares com estrutura flexível em solução) com a nisina e subtilina 

como seus principais exemplos, e tipo B (com estrutura rígida e globular) com a 

mersacidina, mutacina como integrantes dessa categoria. 

A classe II contém pequenos peptídeos (< 10 kDa) heterogêneos e 

estáveis e que também podem ser subdivididos. A subclasse IIa é composta 

por bacteriocinas com alta especificidade contra Listeria monocytogenes. 

Possuem 37 a 48 resíduos de aminoácidos, com uma porção N-terminal com 

configuração de folha pregueada e uma porção C-terminal contendo uma ou 

duas α-hélices (FIMLAND et al., 2005). Os principais representantes dessa 

subclasse são a pediocina, enterocina e a sakacina. A subclasse IIb é 

composta por bacteriocinas heterodiméricas que requerem a atividade 

combinada de dois peptídeos. Estes peptídeos apresentam atividade muito 

baixa se forem empregados individualmente (GARNEAU et al., 2002). Compõe 

essa subclasse a plantaricina e a lactacina F. Já a subclasse IIc é composta 

pelas bacteriocinas que apresentam uma união covalente das terminações C e 
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N, resultando em uma estrutura cíclica (KAWAI et al., 2004). São 

representantes desta classe: a enterocina AS-48, a circularina A e a reutericina. 

A classe III é composta por grandes proteínas (>30 kDa) termolábeis, 

são bacteriocinas complexas quanto à atividade e à estrutura protéica. Seu 

mecanismo de ação se diferencia das demais bacteriocinas, promovendo a lise 

celular através da lise da parede celular do microrganismo alvo. Apresentam 

uma porção N-terminal homóloga a uma endopeptidase, responsável pela 

catálise da parede celular, e uma porção C-terminal responsável pelo 

reconhecimento da célula alvo (LAI et al., 2002). 

 

2.4 Peptídeo P34 

Apesar de nisina já ter seu uso permitido para aplicações em alimentos e 

sua eficácia no controle microbiano comprovado, ela apresenta algumas 

limitações tecnológicas. Nisina é ativa em pH ácido, tendo pouca ou nenhuma 

atividade antimicrobiana em pH neutro. Além disso, algumas bactérias têm a 

capacidade de produzir substâncias proteolíticas que inibem essa bacteriocina, 

já sendo relatado a expressão nisinase (enzima que degrada nisina) em alguns 

trabalhos. Ainda tem sido relatado o desenvolvimento de resistência por parte 

de alguns microrganismos à nisina (ALIFAX e CHEVALIER, 1962; LEE et al., 

2002; GARDE et al., 2004). Com isso, é interessante o estudo de novos 

peptídeos antimicrobianos para incrementar sistemas de conservação na 

indústria de alimentos visando a segurança alimentar desses produtos. 

Motta (2006) purificou e caracterizou um peptídeo com atividade 

antimicrobiana produzido por Bacillus sp. P34, microrganismo isolado do 
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intestino do peixe Piau-com-pinta, proveniente de ambiente aquático da bacia 

amazônica brasileira.  

O peptídeo P34 é um metabólito primário produzido na fase exponencial 

de crescimento do Bacillus sp. P34, com massa molecular de 1.456 Da e amplo 

espectro de ação. Apresenta atividade antimicrobiana frente a importantes 

patógenos e deteriorantes de alimentos como Listeria monocytogenes, Listeria 

innocua, Lactobacillus acidophilus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Erwinia 

carotovora, Aeromonas hydrophila, entre outras (MOTTA et al., 2007a).  

Esse peptídeo se mantém ativo em faixa de pH entre 3,0 e 10,0, após 

tratamento térmico de 100 °C, e apresenta atividade residual de 65% em 

temperatura de congelamento por 15 dias (MOTTA, 2006). Essa substância 

ainda é sensível a lipase e a todas as enzimas proteolíticas testadas. Seu 

modo de ação antimicrobiano se dá por alterações em nível de membrana 

celular provocando efeitos bactericida e bacteriolítico em Listeria 

monocytogenes (MOTTA et al., 2007b; MOTTA et al., 2008).  

Em experimentos de citotoxicidade in vitro, tendo nisina como padrão de 

comparação, foi observado comportamento similar entre as duas bacteriocinas 

nos testes realizados (VAUCHER et al., 2010), indicando baixa toxicidade do 

peptídeo P34. 

A produção em escala industrial da bacteriocina P34 ainda exige amplo 

estudo da conformação de sua molécula, sua seqüência de aminoácidos, da 

sua expressão em bactérias reconhecidas como seguras para aplicação em 

alimentos, além de otimização em larga escala do seu protocolo de purificação. 

Porém estudos até então desenvolvidos conferem ao peptídeo P34 um 
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potencial uso em sistemas de conservação de alimentos, principalmente 

naqueles que necessitam de tratamento térmico para o aumento da sua vida-

de-prateleira. 

 

2.5 Aplicação de bacteriocinas em alimentos 

A biopreservação é uma técnica utilizada para estender a vida útil e 

aumentar a segurança dos alimentos por meio do emprego de microbiota 

protetora e/ou seus produtos antimicrobianos, como ácidos orgânicos e 

bacteriocinas (NASCIMENTO et al., 2008). 

Bactérias ácido láticas (BAL) têm um grande potencial para uso como 

bioconservadores, porque elas são seguras para consumo humano (Status 

GRAS) e são a microbiota predominante durante armazenamento em muitos 

alimentos (CASTELLANO et al., 2008). A bacteriocina mais estudada é a 

nisina, produzida por Lactococcus lactis subsp. Lactis, e foi comercializada pela 

primeira vez na Inglaterra em 1953 e desde então foi aprovada para uso em 

mais de 40 países (ARAUZ et al., 2009). No Brasil é a única com permissão 

para aplicação na indústria de alimentos (BRASIL, 1996). 

Nisina foi utilizada em leite desnatado com sucesso para o controle de L. 

monocytogenes quando o produto foi armazenado a 4°C por até 14 d ias. No 

mesmo trabalho, quando aplicada em leite integral, a bacteriocina, em 

concentração de 0,1 mg ml-1, auxiliou no controle do patógeno, porém não 

inibindo seu crescimento ao longo do período de armazenagem (MALHEIROS 

et al., 2010). Pediocina PA-1, produzida por Pediococcus acidilactici MCH14, 

quando incorporada em salsichas para o controle de L. monocytogenes e 
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Clostridium perfringens, foi capaz de inibir parcialmente o crescimento dos 

patógenos quando o produto foi armazenado a 4°C por  60 dias e mesmo 

quando o alimento foi armazenado em temperaturas acima da de refrigeração 

(10 ou 15°C) por um período de até 30 dias (NIETO-L OZANO et al., 2010). Em 

estudo realizado por Leroy e De Vuyst (2005), no qual foi avaliada a eficácia de 

sakacina CTC 494 em salsicha, foi verificado que, na presença de grandes 

quantidades de gordura, típico desse tipo de produto, a bacteriocina foi 

aparentemente inativada possivelmente devido à adsorção do antimicrobiano 

pela gordura. Ananou e colaboradores (2010) verificaram que, em presunto 

cozido, enterocina AS-48, bacteriocina produzida por Enterococcus faecalis, 

aumentou a fase lag de L. monocytogenes, porém não foi eficaz no seu 

controle ao longo de 60 dias de armazenamento. No mesmo estudo, 

Staphilococcus aureus se mostrou sensível à enterocina AS-48, porém a 

bacteriocina não manteve a contagem do patógeno ao longo dos 60 dias de 

armazenamento. 

O gênero Bacillus inclui uma variedade de espécies industrialmente 

importante e tem um histórico de uso seguro em alimentos e na indústria 

farmacêutica (PEDERSEN et al., 2002). Apesar do intenso trabalho de 

bacteriocinas produzidas por BAL, bacteriocinas ou várias substâncias tipo-

bacteriocionas (BLS) têm sido descritas para Bacillus amyloliquefaciens 

(LISBOA et al., 2006), Bacillus cereus (BIZANI et al., 2005), Bacillus 

licheniformis (CLADERA-OLIVERA et al., 2004), Bacillus thuringiensis (CHERIF 

et al., 2001) entre outros, apresentando um amplo espectro de atividade 

antibacteriana e potencial uso como bioconservantes em alimentos. 
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BLS P40 foi utilizada em batatas para evitar o crescimento de Erwinia 

carotovora, bactéria deteriorante responsável pela doença podridão-mole. A 

BLS teve efeito bactericida, evitando os sintomas da doença em batatas, 

mostrando grande potencial para proteger os tubérculos durante seu 

armazenamento (CLADERA-OLIVERA et al., 2006). Bizani e colaboradores 

(2008) avaliaram a atividade antimicrobiana do peptídeo cereína 8A, produzida 

por B. cereus 8A, isolado de solos brasileiros, em leite e em superfície de 

queijo frente a L. monocytogenes. Em leite UHT a bacteriocina foi capaz de 

diminuir a contagem do patógeno ao longo de um período de armazenagem de 

14 dias. Em leite pasteurizado, igualmente, foi verificada a redução de células 

viáveis no produto lácteo quando tratado com o antimicrobiano. Já na 

superfície de queijo minas frescal, a cereína 8A reduziu em 2 ciclos 

logarítmicos a contagem de L. monocytogenes em relação ao controle 

realizado. 

O peptídeo antimicrobiano P34 foi avaliado em lingüiça frescal de frango 

(QUADROS, 2007). Neste estudo foi possível verificar que, após 14 dias de 

armazenagem em temperatura de refrigeração, a bacteriocina reduziu a 

contagem de L.. monocytogenes em cerca de 2,4 ciclos logarítmicos em 

relação à contagem inicial do patógeno. Quando ela foi combinada com 

solução de nisina comercial, Nisaplin, houve sinergismo da ação 

antimicrobiana das bacteriocinas em relação ao tratamento apenas com a 

bacteriocina P34 (QUADROS, 2007).  

As propriedades químicas e físicas de um alimento, como pH, proteínas, 

gorduras e enzimas proteolíticas podem afetar a atividade antimicrobiana de 
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bacteriocinas (DEVLIEGHERE et al., 2004). Nisina é altamente ativa em pH 

ácido e pouco, ou nada, ativa em pH perto da neutralidade. A baixa eficiência 

em produtos cárneos pode ser devido à interferência de componentes da 

carne, tais como fosfolipídeos que limita a sua atividade ou devido à presença 

de enzimas proteolíticas presentes nesses produtos (DEEGAN et al., 2006). 

Certos aditivos alimentares têm-se mostrados antagônicos à nisina. Por 

exemplo, a nisina é degradada na presença de metabissulfito de sódio (um 

antioxidante e agente antimicrobiano de largo espectro) e dióxido de titânio 

(clareador), que são muitas vezes utilizados em alimentos (DELVES-

BROUGHTON et al, 1996). 

 

2.6 Combinação de bacteriocinas com outras técnicas  de 

conservação 

A literatura sugere que bacteriocinas não devem ser utilizadas como a 

principal barreira para impedir o crescimento ou sobrevivência de agentes 

patogênicos, mas elas poderiam fornecer um obstáculo adicional para controlar 

ou evitar o crescimento de microrganismos patógenos (DEEGAN et al., 2006).  

Segundo Cleveland e colaboradores (2001), bacteriocinas frequentemente tem 

efeito sinérgico quando combinadas com outros agentes antimicrobianos. 

 

2.6.1 Combinação com pulsos elétricos 

A atividade de bacteriocinas frente a bactérias Gram-negativas é 

geralmente baixa. O uso de pulsos eletromagnéticos, que aumenta a 

permeabilidade de membranas celulares das bactérias, tem sido usado para 
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incrementar a atividade de bacteriocinas contra bactérias Gram-negativas. 

Essa técnica tornou a nisina mais eficaz no controle de Escherichia coli 

(TEREBIZNIK et al., 2000).  

 

2.6.2 Combinação com EDTA e lactato de sódio 

Antioxidantes muito usados na indústria de alimentos, com atividade 

quelante, EDTA e lactato de sódio também têm sido usados em combinação 

com bacteriocinas visando a desestabilização da membrana celular de 

bactérias Gram-negativas.  Tanto nisina quanto lactocina 705/AL05 tiveram sua 

atividade antimicrobiana aumentada quando foram combinadas com EDTA ou 

lactato de sódio (BARI et al., 2005; BELFIORE et al., 2007).  O tratamento de 

células de Salmonella Enteritidis com cereína 8A e EDTA ou lactato de sódio 

mostrou, em microscopia eletrônica, vesiculização do protoplasma da célula, a 

formação de poros e, em alguns casos, a desintegração das células. As células 

de Salmonella Enteritidis tratadas apenas com cereína 8A apresentaram 

pequenos poros, não em sua maioria, na membrana da célula. A combinação 

dos tratamentos foi mais eficaz no controle de células viáveis do patógeno 

quando comparado a suas aplicações individualmente (LAPPE et al., 2009a). 

 

2.6.3 Combinação com ultra-altas pressões 

Outra técnica que vem sendo utilizada é o uso de ultra-alta pressões 

(UAP) para o controle microbiano em alimentos. Considerando-se a ação 

antimicrobiana de bacteriocinas, a sua combinação com UAP é uma 

interessante técnica para uso em indústrias de alimentos visando grande 
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redução de bactérias patogênicas e deteriorantes, além de minimizar o impacto 

do processamento industrial sobre a qualidade e fatores nutricionais dos 

alimentos (SOBRINO-LÓPEZ e MARTIN-BARBOSA, 2008). Nisina mostrou 

melhorar a ação antimicrobiana de tratamentos com UAP em leite frente a 

Pseudomonas fluorescens, E. coli e L. innocua devido a lesões na membrana 

celular dessas bactérias tornando-as mais sensíveis a bacteriocinas (BLACK et 

al., 2005).  Da mesma forma, a combinação de pediocina AcH e tratamento de 

350 MPa de pressão, aumentou a vida de prateleira de rosbife de 42 dias para 

84 dias quando armazenado em temperatura de refrigeração 

(KALCHAYANAND et al., 2003). Já lacticina 3147 e UAP aumentaram a 

redução de células viáveis de Staphylococcus aureus em leite e no soro de 

leite (MORGAN et al., 2000), mantendo ainda parte de sua atividade 

antimicrobiana após o tratamento dos produtos. 

 

2.6.4 Combinação com atmosfera modificada 

Embalagem em atmosfera modificada (AM) é freqüentemente usada na 

indústria de alimentos para prolongar a vida útil dos alimentos perecíveis. Fang 

e Lin (1994) verificaram que L. monocytogenes foi completamente inibida em 

carne de porco quando o produto foi tratado com nisina e embalado em AM 

composta de 80% de CO2 e 20% de ar durante o armazenamento por 30 dias. 

Nisina e pediocina, em salmão defumado resfriado embalado a vácuo ou em 

embalagem com 100% de CO2 inibiram o crescimento de L. monocytogenes 

quando o produto foi armazenado em temperatura de 4ºC (NILSSON et al., 

1997; SZABO e CAHILL, 1998). O sinergismo dos tratamentos foi creditado à 
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ação de bacteriocina e CO2 na membrana citoplasmática da célula, reforçando 

a permeabilização da membrana (NILSSON et al., 2000). 

 

2.6.5 Combinação com tratamento térmico 

Tratamento térmico é o processo mais utilizado para aumentar a vida-

de-prateleira de alimentos (AWUAH et al., 2007).  Do ponto de vista da técnica 

de obstáculos, a nisina é conhecida pela sua influência na resistência térmica 

de microrganismos.  

O valor de tempo de redução decimal (valor D) de B. cereus em leite foi 

reduzido na presença de nisina em 40% em temperaturas na faixa de 80-100 

ºC (PENNA e MORAES, 2002), enquanto o valor de D de Bacillus 

stearothermophilus a 130 ºC foi reduzido em 21% devido com a presença de 

nisina (WANDLING et al., 1999). Com isso, o uso de nisina em combinação 

com tratamentos de calor tem a capacidade de prolongar a vida-de-prateleira 

de leite, tornando possível a substituição de intensos processamentos térmicos 

para os tratamentos mais brandos e, conseqüentemente, melhor qualidade 

sensorial e nutricional dos produtos (SOBRINO-LÓPEZ e MARTIN-BARBOSA, 

2008).  

Além disso, tem sido demonstrado que a intensidade dos tratamentos 

térmicos podem ser reduzidas quando em combinação com nisina e enterocina 

AS-48 quando endósporos bacterianos foram usados como cultura indicadora. 

(BEARD et al., 1999; WANDLING et al., 1999; GRANDE et al., 2006),  

indicando a possibilidade de reduzir custos no tratamento térmico e diminuindo 

o impacto do calor sobre os alimentos (GÁLVEZ et al., 2007). Outro fator 
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interessante no uso de bacteriocinas termoestáveis nessas análises é que elas 

têm a capacidade de suportar os tratamentos com calor, mantendo parte de 

sua atividade antimicrobiana no produto durante sua vida-de-prateleira. 

Exemplos desse impacto foram os testes realizados por Wirjantoro e 

colaboradores (2001), em que o leite adicionado de nisina e aquecido a 115 ºC 

por 2 segundos, foi microbiologicamente e sensorialmente aceitável depois de 

28 dias, além de não apresentar off-flavors ao longo de um tempo de prateleira 

de 32 dias. Da mesma forma, em estudo posterior, não houve crescimento 

microbiano em leite tratado simultaneamente com a nisina e calor (117 ºC por 2 

segundos) após o armazenamento a 10 ºC por 1 ano. O leite tratado desta 

maneira foi facilmente distinguível e preferido ao leite UHT em ensaios de 

análise sensorial. 

 

2.7 Modelagem cinética de inativação térmica 

Modelos cinéticos de destruição térmica são essenciais para o 

desenvolvimento de novos processos considerando a segurança alimentar e 

gerando maximização da retenção de fatores de qualidade (AWUAH et al., 

2007). Assim, para a eficaz combinação de bacteriocinas com tratamento 

térmico é essencial que se determine os modelos cinéticos que regem o 

comportamento dessas substâncias antimicrobianas em processamentos que 

usam calor. 

Modelos matemáticos consistem em equações que fornecem uma saída 

com base em um conjunto de dados de entrada. É uma forma concisa de 

expressar comportamento físico em termos matemáticos. O objetivo da 
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modelagem matemática de inativação térmica é avaliar o efeito de diferentes 

tratamentos térmicos sobre a atividade residual, podendo então estimar a 

perda de atividade durante o tratamento, sem a necessidade de executar 

ensaios numerosos (VAN BOEKEL, 2008). Modelagens de inativação têm sido 

descritas para microrganismos, componentes de alimentos e enzimas (NAIM et 

al., 2008; BLASCO et al., 2004; SHALINI et al., 2008). Considerando-se que a 

inativação prossegue normalmente através de uma rede de reações, incluindo 

a desnaturação, agregação, coagulação e decomposição química, os modelos 

cinéticos são baseados em mecanismos diferentes: de primeira ordem, reações 

consecutivas e paralelas (Tabela 1). 

 

Tabela 1.  Equações cinéticas de inativação térmica para analisar a estabilidade térmica do 

peptídeo P34. 

Modelo (nº Equação) Equação Referência 

Primeira ordem (1) 
)exp( kt

Ao

A −=  
LUDIKHUYZE 

et al., 1999 

Distribuição de 

Weibull (2)  

( )nbt
Ao

A −= exp  
WEIBULL, 1951 

Ordem n (3) ( ){ } ( )nn
o ktnA

Ao

A −− ×−+=
1/11 1  

LUDIKHUYZE 

et al., 1999 

Duas frações (4) ( ) ( ) ( )tkatka
Ao

A
RL −×−+−×= exp1exp

 

CHEN e WU 

1998 

Conversão fracionada 

(5)  

( ) ( )ktAAAr
Ao

A
ro −×−+= exp  

RIZVI e TONG 

1997 
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Nas equações, A representa a atividade antimicrobiana (UA ml-1) no 

tempo t (min), A0 é a atividade inicial (UA ml-1) e k (min-1) é a constante de 

inativação térmica em uma dada temperatura.  

A cinética de primeira ordem (Eq. 1) já foi relatada descrevendo a 

inativação térmica da bacteriocina cereína 8A (LAPPE et al., 2009b) e várias 

enzimas (LUDIKHUYZE et al., 1999). Os parâmetros temperatura-dependentes 

dessa modelagem são dados pela equação de Arrhenius (Equação 6), que 

descreve a relação entre a constante de inativação térmica (k) e a temperatura.  

 

( )
RT

E
Ck a−= )ln(ln        (6) 

 

onde C é a constante de Arrhenius, Ea é a energia de ativação, R a constante 

universal dos gases e T é a temperatura absoluta. 

 Para enzimas há modelagens cinéticas que sugerem que a perda de 

atividade pode ser descrita pela soma de duas decaídas exponenciais, uma 

para parte termolábil da enzima e outra para a porção termorresistente da 

molécula ativa (Eq. 3-5). kL e kR são a constante de inativação térmica para a 

reação de primeira ordem para a fração lábil e resistente, respectivamente. O 

coeficiente a representa a fração ativa do grupo térmico lábil em relação à 

atividade total (CHEN e WU, 1998; WEEMAES et al., 1998). Conversão 

fracionada se refere a um processo de inativação de primeira ordem e leva em 

conta a não inativação total da atividade enzimática após aquecimento 

prolongado, devido à presença de uma fração extremamente resistente ao 
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calor (RIZVI e TONG, 1997). n é a ordem da reação no modelo de ordem 

variável. 

 O padrão de distribuição de Weibull (WEIBULL, 1951) se baseia no 

pressuposto de que, nas condições analisadas, a taxa momentânea da 

sensibilidade térmica ao calor é um fator da intensidade do aquecimento 

transiente e a atividade residual, e não da taxa na qual a atividade residual foi 

atingida (PELEG e PENCHINA, 2000). Eq. (2) representa a forma cumulativa 

da distribuição de Weibull. O parâmetro b da distribuição de Weibull é 

característica de cada reação e equivale a taxa de reação térmica. 

Diferentemente da reação de primeira ordem, em que a taxa de inativação 

térmica é constante (k), o parâmetro b da distribuição de Weibull é dependente 

da temperatura. Esta dependência pode ser expressa algebricamente pela 

equação log-logística (CORRADINI e PELEG, 2004), de acordo com a equação 

7: 

 

( )[ ] }{ ce TTkTb −+= 'exp1log)(      (7) 

 

onde Tc e k’ são constantes, sendo que Tc marca o nível de temperatura em 

que a inativação começa a acelerar e  k’ é a taxa com que b(T) aumenta com o 

aumento da temperatura. 

 

 

 

 



 20 

3. OBJETIVOS 

 

 O objetivo desse trabalho foi avaliar a estabilidade térmica do peptídeo 

antimicrobiano P34. 

 O trabalho tem como objetivos específicos: 

• Determinar a equação matemática que melhor descreve a cinética de 

inativação do peptídeo antimicrobiano P34 em solução tampão fosfato 

de sódio 10 mM pH 7,0; 

• Avaliar a influência de pH ácido e a presença de cloreto de sódio na 

estabilidade térmica da bacteriocina P34; 

• Cálculo dos parâmetros cinéticos e termodinâmicos de inativação 

térmica; 

• Avaliar a estabilidade térmica da bacteriocina P34 em leite desnatado e 

integral, calculando os parâmetros cinéticos e termodinâmicos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

  

Este trabalho foi realizado no laboratório de Bioquímica e Microbiologia 

Aplicada no Instituto de Ciência e Tecnologia de Alimentos da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RS, Brasil). 

 

4.1 Manutenção dos microrganismos 

O microrganismo produtor da bacteriocina foi o Bacillus sp. P34, isolado 

do intestino do peixe Piau-com-pinta, proveniente da bacia Amazônica 

brasileira (MOTTA et al., 2004). O microrganismo indicador para atividade 

antimicrobiana foi L. monocytogenes ATCC 7644. As culturas foram mantidas 

em ágar BHI a 4°C. A cada 7 dias, essas culturas fo ram inoculadas em novas 

placas de ágar BHI e incubadas por 24 horas a 37 °C . O estoque foi feito do 

cultivo em caldo BHI, contendo 20% de glicerol e armazenado a –20 °C. 

 

4.2 Produção da bacteriocina P34 

A produção da bacteriocina P34 foi obtida como descrita por Motta e 

colaboradores (2007a). Para a padronização do inóculo da bactéria produtora 

da bacteriocina P34, colônias do microrganismo produtor foram coletadas por 

raspagem de placas e transferidas para frascos com 20 ml de caldo BHI. A 
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cultura foi incubada a 37 °C (temperatura de melhor  crescimento do Bacillus sp. 

P34) por 24 horas em equipamento incubador com agitação (120 rpm). Uma 

alíquota de 1,5 ml do inóculo foi transferida para 150 ml de caldo BHI e 

incubado a 30 °C (temperatura ótima de produção da bacteriocina) por 24 

horas, em equipamento incubador com agitação (120 rpm). Para a obtenção da 

substância antimicrobiana, o cultivo em caldo foi centrifugado a 10.000 x g por 

15 minutos a 7°C, para separar as células bacterian as do sobrenadante bruto 

do meio de cultivo. 

Seguindo protocolo de Motta e colaboradores (2007a), o sobrenadante 

bruto foi submetido à precipitação com sulfato de amônio à 20 % de saturação, 

em banho de gelo a 10°C, sob agitação.  Após, houve  nova centrifugação e o 

pellet foi ressuspendido com tampão fosfato de sódio 10 mM pH 7,0 e filtrado 

em membrana 0,22 µm. A seguir, foi eluído com a mesma solução tampão em 

coluna de gel-filtração Sephadex G-100 e frações de 1 ml foram coletadas para 

realização do teste de atividade antimicrobiana. 

 

4.3 Avaliação da atividade antimicrobiana 

 A avaliação da atividade antimicrobiana foi feita pelo Método de Difusão 

em Ágar com Discos (KIMURA et al., 1998). Para o preparo da cultura 

indicadora, foi feita a suspensão de L.. monocytogenes ATCC 7644 em tubo de 

ensaio com solução de NaCl 0,85% padronizada com densidade ótica de 0,15, 

que corresponde a 0,5 na Escala de McFarland, tendo-se aproximadamente 

108 UFC ml-1 (unidades formadoras de colônias por mililitro). A suspensão foi 

espalhada uniformemente sobre ágar BHI com swab estéril, e alíquotas de 20 
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µl da bacteriocina foram aplicadas sobre o ágar BHI. As placas foram 

incubadas a 37 °C por 24 horas, sendo a presença de  halos indicativa da 

presença de atividade antimicrobiana. A quantificação da atividade 

antimicrobiana da bacteriocina foi determinada pelo método da diluição seriada 

modificada. A atividade foi definida como sendo a recíproca da última diluição 

que apresentou zona de inibição e é expressa em unidades arbitrárias por 

mililitro (UA ml-1), de acordo com Mayr-Harting e colaboradores (1972). 

 

4. 4 Inativação Térmica 

A estabilidade térmica da bacteriocina P34 foi avaliada de quatro formas 

independentes: em condição ideal (solução tampão pH 7,0), em presença de 

cloreto de sódio, em meio ácido e em leite. Primeiramente foram realizados 

testes de inativação térmica da bacteriocina P34 em solução tampão fosfato de 

sódio 10 mM pH 7,0; em um segundo momento, à bacteriocina P34 extraída da 

coluna de Sephadex G-100, foi adicionado 1% ou 5% de cloreto de sódio; em 

outro experimento  ao peptídeo P34 extraído da cromatografia de gel filtração 

foi adicionado HCl 0,5 mol l-1 até que o pH da solução atingisse 4,5 ou 6,0; e, 

finalmente, à bacteriocina P34 parcialmente purificada foi adicionado leite 

desnatado ou integral em pó (adquirido no comércio local) na concentração 

sugerida pelo fabricante para se obter leite fluido (0,1 mg ml-1). 

Devido à falta de tubos TDT, mais recomendados para o estudo de 

cinética de inativação térmica, o protocolo utilizado foi aquele sugerido por 

Lappe e colaboradores (2009b). Alíquotas de 1 ml de bacteriocina P34 foram 

aquecidas em tubos selados, sofrendo então tratamento térmico em bloco 
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térmico controlado em diferentes temperaturas. Os tubos foram retirados em 

intervalos de tempos determinados e imediatamente resfriados. A atividade 

antimicrobiana foi então determinada como descrita anteriormente. A atividade 

após 1 minuto de aquecimento (t = 0 min) foi considerada como a atividade 

inicial, eliminando desse modo os efeitos do aquecimento. Isso para assegurar 

que a temperatura no centro geométrico do tubo esteja na mesma temperatura 

do bloco térmico, caracterizando o experimento como isotérmico. Os 

experimentos foram realizados em duplicatas. O peptídeo P34 foi incubado em 

uma faixa de temperatura entre 90 °C a 120 °C. 

 

4.5 Comparação de modelos 

A comparação entre modelos foi realizada para a bacteriocina P34 em 

solução tampão fosfato 10 mM pH 7,0. Os resultados de atividade residual 

após tratamento térmico foram adequados aos modelos apresentados na 

Tabela 1 e parâmetros de ajuste dos dados experimentais às equações foram 

analisados. 

Para a comparação dos ajustes obtidos por regressão não-linear, 

parâmetros estatísticos e critérios físicos foram considerados. Critérios 

estatísticos incluíram o coeficiente de correlação (R2), qui-quadrado (χ2) e 

critério de informação de Akaike (CIA) (HURVICH e TSAI, 1989). 

Qui-quadrado (χ2) foi utilizado para comparar modelos de inativação 

térmica de enzimas (SCHOKKER e VAN BOEKEL, 1997; CORRADINI e 

PELEG, 2004) e é dada por: 
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Quando os modelos com diferentes números de parâmetros são 

comparados, a soma dos quadrados dos resíduos pode não dar informações 

suficientes para a distinção entre os modelos. O critério de informação de 

Akaike (CIA) produz um ranking de modelos parcimoniosos quando o número 

de dados experimentais é pequeno, ou quando o número de parâmetros 

ajustados é uma fração moderada de um grande número de dados. Este 

critério compara os modelos de sua soma de quadrados, corrigido para o 

número de parâmetros (HURVICH e TSAI, 1989). 

 O CIA tem sido o método de comparação estatístico de inativação 

térmica utilizado para analisar a modelagem matemática de enzimas 

(SCHOKKER e VAN BOEKEL, 1997; VAN DEN HOUT et al., 1999) e é definido 

em trabalho de Van den Hout e colaboradores (1999) como: 
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onde n é o número de observações e p o número de parâmetros. 

 O modelo com o menor χ2, CIA e com maiores valores de R2 para a 

atividade antimicrobiana residual é a melhor escolha de um ponto de vista 

estatístico. Além disso, a estimativa de um ou mais parâmetros negativos pela 
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análise de um dado modelo foi considerado como critério de rejeição da 

equação. 

 

4.6 Análise cinética de inativação 

No processamento com uso de calor, é comum caracterizar as reações 

de primeira ordem em termos de valores D e z (TDT - tempo de morte térmica). 

O tempo de redução decimal (Valor D) é o tempo necessário para uma redução 

de 90% da atividade inicial a uma dada temperatura. É obtido através da 

plotagem dos valores de atividade antimicrobiana em uma escala logarítmica 

versus o correspondente tempo de processamento. Ele é obtido pela equação: 

 

k
D

)10ln(=        (10) 

 

O valor z é a temperatura necessária para reduzir o valor de log D uma 

unidade, e é obtida plotando os valores de D em uma escala logarítmica versus 

as temperaturas correspondentes (STUMBO, 1973).   

Os valores de meia-vida (t1/2) foram obtidos pela equação: 

 

k
t

)2ln(
2/1 =        (11) 
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4.7 Análise termodinâmica de inativação 

As constantes de inativação (valor k) podem seguir a lei de Arrhenius 

(Eq. 6), que descreve a relação entre a constante de inativação térmica (k) e a 

temperatura.  

 A Ea pode ser obtida pela equação de regressão linear de ln (k) vs 1/T 

dos dados obtidos, e comparada com a equação que rege essa lei. 

Com isso, através da teoria de estado de transição (Eq. 12-14), foi 

possível calcular a entalpia de inativação (∆H#), a energia livre de inativação 

(∆G#) e entropia de ativação (∆S #) pode ser calculado pelas expressões: 
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onde h (6,6262 x 10-34 J s) é a constante de Planck e kB (1,3806x 10-23 J 

K-1) é constante a Boltzmann. 

 

 

 

 

 



 28 

4.8 Análise Estatística 

Os resultados obtidos foram analisados pela comparação entre as 

médias de duplicatas, através de análise de variância e posterior teste de 

Tukey pelo software Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK), sendo as 

diferenças consideradas significativas quando p < 0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O peptídeo P34 foi anteriormente relatado como inibidor de uma ampla 

gama de importantes bactérias, incluindo microrganismos patogênicos e 

deteriorantes, como L. monocytogenes, B. cereus, Erwinia carotovora e 

isolados clínicos de Aeromonas hydrophila. Ainda manteve-se estável em 

temperaturas de até 100 °C, além de não perder ativ idade antimicrobiana 

quando em ampla faixa de pH (MOTTA et al., 2007b). Com isso, ela se 

apresenta como potencial antimicrobiano a ser usado como alternativa a 

conservantes usualmente utilizados no controle bacteriano. 

 

 

5.1 Comparação de modelos de inativação térmica 

Foram testadas diversas equações de cinética de inativação térmica 

para ajustar os dados experimentais. Os resultados para a adequação das 

atividades residuais para os diferentes modelos são mostrados na Tabela 2. 
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Tabela 2.  Adequação dos modelos selecionados para representar a inativação térmica da 

bacteriocina P34 em solução tampão fosfato 10 mM pH 7,0. 

Modelo (Equação)  R2 χχχχ2 CIA Análise 

Primeira ordem (1) [0.899;0.995] [0.0006;0.0095] [-31;-15] Aceito; 

Distribuição de 

Weibull (2) 
[0.898;0.997] 

[0.0002;0.012] [-29;-11] 

Baixo ajuste dos 
parâmetros 

dependentes da 
temperatura; 

rejeitado; 

Ordem n (3) [0.47;0.99] 
[0.0002;0.126] [-32;37] 

Baixos valores de 
R2 e altos de CIA e 

χ2.; rejeitado; 
Duas frações (4) [0.959;0.995] [0.0006;0.0147] [-24;24] kL=ks; rejeitado; 

Conversão 

fracionada (5) 
[0.908;0.998] [0.0002;0.014] [-31;24] 

Parâmetros 
estimados foram 

negativos; rejeitado 

 

Os modelos que sugerem a existência uma fração lábil e resistentes 

também foram testados. Para equação de ordem n (Eq. (3)), o modelo não 

rendeu valores adequados de R2 em altas temperaturas, e os valores de CIA e 

χ2 foram muito superiores em comparação com outros modelos (Tabela 2). 

Para o modelo de duas frações (Eq. (4)), os resultados mostraram que os 

parâmetros de taxa de inativação de ambas as frações foram iguais, indicando 

que a inativação da bacteriocina P34 ocorre em apenas uma etapa. Para a 

conversão fracionada (Eq. (5)), o modelo não pode explicar a inativação da 

bacteriocina P34, porque os valores das constantes obtidos na análise 

estatística foram negativos. Assim, este modelo foi rejeitado para a modelagem 

da inativação térmica do peptídeo.  
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A validação da aplicabilidade e utilidade do modelo de distribuição de 

Weibull foram discutidos recentemente (PELEG e COLE, 1998; VAN BOEKEL, 

2002; SHLEVIN et al., 2003). Esse modelo tem sido proposto para explicar a 

inativação térmica de enzimas (SHALINI et al., 2008) e microrganismos 

(CORRADINI e PELEG, 2007), por isso esse modelo foi avaliado para sua 

aplicabilidade aos dados experimentais de inativação do peptídeo P34. 

Modelos de reação de primeira ordem e de distribuição de Weibull renderam 

um bom ajuste para os dados, com valores de R2, χ2 e valores CIA muito 

semelhantes. Os valores de R2 para o modelo de primeira ordem variaram de 

0,899 a 0,995, enquanto a distribuição de Weibull os valores de R2 variaram 

entre 0,898 e 0,997. Valores de CIA para a reação de primeira ordem foram 

inferiores aos do padrão de Weibull, variando de -31 a -15 e -24 a -11, 

respectivamente. O χ2 variou de 0,0006 e 0,0095 para o modelo de primeira 

ordem e  entre 0,0002 to 0,012 para o padrão de Weibull, indicando um ajuste 

similar para ambos os modelos.  

Os valores obtidos para os critérios analisados foram muito semelhantes 

para ambos os modelos, o que não permite escolher um deles para melhor 

representar a degradação térmica da bacteriocina P34. Assim, os parâmetros 

dependentes da temperatura obtidos para equação de primeira ordem (valores 

k) e de distribuição de Weibull (valores b(T)) foram ajustados aos modelos de 

Arrhenius (Eq. (6)) e log-logística (Eq. (7)). O R2 para a equação de Arrhenius 

forneceu um bom ajuste para os dados com valor de R2 de 0,94 (Figura 2).  
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Figura 1.  Equação de Arrhenius para as constantes de inativação térmica da bacteriocina P34 

em solução tampão fosfato 10mM pH 7,0. A equação de regressão foi definida como –ln(k) = 

191,135 + 8671,1T-1; R2 = 0,938. 

 

Para os parâmetros do modelo Weibull da equação log-logística obteve-

se um valor muito baixo para R2 (0,10 para o modelo Weibull), conforme 

mostrado na Figura 3. 
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Figura 2.  Dependência da distribuição de Weibull coeficiente b em função da função log-

logística da bacteriocina P34 em solução tampão fosfato 10mM pH 7,0.. A equação de 

regressão foi determinada como b(T)= loge (1+ exp( -0,02132 (T - 205,643)); R2 = 0,10. 

 

A falta ajuste para os dados experimentais padrão de Weibull indica que 

o modelo de primeira ordem é o modelo mais adequado para explicar a 

inativação térmica para a bacteriocina P34 nas condições estudadas. 
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5.2 Análise cinética de inativação térmica em soluç ão tampão pH 

7,0 

Os resultados obtidos para inativação térmica de 90, 100, 110, 115 e 

120 °C para a bacteriocina P34 em tampão fosfato 10  mM pH 7,0 são 

mostrados na Figura 3. Um comportamento exponencial pode ser observado, e 

os dados experimentais se ajustam bem às curvas de tendência do modelo de 

primeira ordem. Como esperado, a atividade antimicrobiana diminuiu com o 

aumento do tempo de aquecimento, bem como em altas temperaturas.  
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Figura 3.  Inativação térmica do peptídeo P34 a 90 (o), 100 (x), 110 (∆), 115 (□), 120 ºC Os 

desvios padrão foram sempre menores que 8%. 
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A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para valores k, D e z para 

bacteriocina P34 para os tratamentos de calor entre 90 e 120 ° C. 

 

Tabela 3.  Os parâmetros cinéticos de inativação térmica do peptídeo P34 em solução tampão 

fosfato 10mM pH 7,0. 

Temperatura (ºC)  k *(min -1) R2 t1/2 (min)  D (min)  z (°C)  

120  0,0586±0,001  0,9955 11,83 39,30 

115 0,0368±0,002  0,9722 18,86 62,66 

110  0,0340±0,001 0,9595 20,37 67,66 

100  0,0123±0,001 0,8979 56,58 187,97 

90  0,0102±0,001 0,9583 68,29 226,86 

37,74 

*Desvio padrão de regressão (intervalo de confiança de 95%).  

 

A constante da velocidade de inativação térmica aumenta com o 

aumento da temperatura. Os valores D diminuíram com o aumento da 

temperatura, indicando, como esperado, mais rápida inativação em 

temperaturas mais elevadas. Pode-se observar que os valores D estão entre 

39 e 226 minutos para temperaturas entre 120 e 90 °C. O efeito da temperatura 

sobre os valores de D é mostrado na Figura 4, e o valor de z calculado para a 

faixa de temperatura estudada (90-120 °C) foi de ap roximadamente 38 °C 

(Tabela 3). 
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Figura 4.  Variação do tempo de redução decimal (D) em função da temperatura de inativação 

da bacteriocina P34.  

 

O valor z para o peptídeo P34 em solução tampão fosfato 10mM pH 7,0 

foi obtido pela análise do gráfico da Figura 4. Os valores z de degradação de 

nutrientes (25-45 °C) são geralmente maiores do que  a inativação microbiana 

(7-12 °C) (AWUAH et al., 2007). De fato, as diferenças entre os valores D e z 

de microorganismos e os nutrientes são exploradas para otimizar processos 

térmicos e pode ser analisado também para manter a atividade antimicrobiana 

após o tratamento. Valores D e z obtidos para bacteriocina P34 indicam que a 

bacteriocina pode ser utilizada em condições de pasteurização HTST (altas 

temperaturas por curtos tempos) ou mesmo em condições de esterilização de 
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alimentos enlatados, 121 °C por até 20 minutos (MON TEVILLE e MATTHEWS, 

2008), mantendo parte de sua atividade antimicrobiana. Bacteriocina P34 pode 

ter ligações dissulfeto intramolecular na estrutura (MOTTA et al;, 2007a), o que 

está em concordância com o fato de ser um composto inibitório termoestável. 

 

5.3 Análise cinética de inativação térmica em condi ções de estresse 

Aplicações biotecnológicas de proteínas bioativas são altamente 

dependentes de parâmetros tais como pH, concentração de sal e estabilidade 

térmica em altas temperaturas (BASU et al., 2008; GOUDA et al., 2003; 

SCHOKKER e VAN BOEKEL, 1999). Quando as células são expostas a uma 

combinação de fatores antimicrobianos, a intensidade do dano pode ser maior, 

dado que alguns dos fatores antimicrobianos podem atuar no mesmo alvo 

celular. A reparação de danos múltiplos também pode exigir custos de energia 

muito maior, levando ao esgotamento de energia e morte celular. Portanto, as 

probabilidades de sobrevivência e proliferação de células confrontadas com 

obstáculos múltiplos são muito baixas. Além disso, a sinergia entre os 

diferentes fatores antimicrobianos pode permitir o uso de doses mais baixas em 

relação à sua aplicação individual (GALVÉZ et al., 2007). Vessoni Penna e 

Moraes (2002) verificaram que o valor de D de Bacillus cereus em leite foi 

reduzida na presença de nisina em até 40% a temperaturas na faixa de 80-100 

º C. Neste sentido, técnicas combinadas para reduzir a aplicação de calor em 

alimentos vêm ganhando maior atenção. Bacteriocinas têm sido utilizadas em 

tecnologia de obstáculos, que combina diferentes métodos para inibir o 

crescimento microbiano (CLEVELAND et al., 2001). 
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A combinação da bacteriocina P34 com outros obstáculos, tais como 

adição de sal, tratamento térmico e diminuição de pH deve receber destaque a 

ser adotado como alternativa para conservação de alimentos com redução de 

perdas de fatores de qualidade. Portanto, a estimativa dos parâmetros cinéticos 

e da influência de aditivos, tais como redução de pH e adição de sal, ajudam a 

compreender o seu comportamento durante o processamento térmico, que é 

muito importante para a sua aplicação na indústria de alimentos.  

Com isso, a influência da redução do pH e da adição cloreto de sódio 

(NaCl) na cinética de inativação térmica do peptídeo P34 também foi avaliada. 

Alíquotas da bacteriocina P34 em pH 4,5 e 6,0 ou com adição de 1% e 5% de 

sal (em pH 7,0) foram tratadas termicamente por até 300 minutos em 

temperatura entre 90 a 120 °C e a atividade residua l foi determinada. 

Foram realizados testes controle dos meios, como descrito na seção 3.3, 

sem a presença do peptídeo P34, para averiguar se a inibição da cultura 

indicadora não seria devido ao baixo pH do meio ou à presença de NaCl. Não 

foi verificada atividade antimicrobiana pelos controles (dados não mostrados), 

indicando que os halos de inibição dos testes com o peptídeo P34 foram devido 

à presença da bacteriocina. 

Também foram realizados testes controle dos grupos de experimento em 

temperatura ambiente, para verificar se a perda de atividade antimicrobiana do 

peptídeo P34 não seria afetada pelo seu tempo de exposição ao meio 

modificado. Não foi verificada perda atividade antimicrobiana pelos controles 

(dados não mostrados), indicando que a inativação da bacteriocina foi devido a 

sua exposição ao calor. 
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A inativação da atividade antimicrobiana do peptídeo P34 em meio 

modificado (ácido ou em presença de NaCl) apresentou comportamento 

exponencial, como mostrado na Figura 5 e ainda mostrou bom ajuste à  

equação de primeira ordem como mostram os valores de R2 mostrados na 

Tabela 4. Nesta Figura, os símbolos referem-se à média dos valores 

experimentais, enquanto que as linhas correspondem aos valores 

experimentais ajustados a Eq. (1). 
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Figura 5.  Inativação térmica da bacteriocina P34 modelada pela equação de reação de 

primeira ordem a 90 (x), 100 (o), 110 (∆), 115 (□), 120 ºC (◊). (A) em pH 4,5, 0% de NaCl, (B) 

em pH 6,0, 0% de NaCl, (C) em pH 7,0 e 1% de NaCl, (D) em pH 7,0, 5% de NaCl.  

 

 

Como esperado, a taxa de inativação da atividade antimicrobiana 

aumentou com o tempo de aquecimento. Os parâmetros cinéticos de inativação 

térmica do peptídeo P34 em diferentes condições de estresse estão mostrados 

na Tabela 4. 
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Tabela 4.  Parâmetros cinéticos de inativação térmica da bacteriocina P34 em diferentes 

condições de pH e de sal. 

pH NaCl (%) T (ºC) k* (min -1) R2 t1/2 (min)  D (min)  z (°C) 

120 0,0586±0,001a 0,996 11,83 39,30 

115 0,0368±0,002a 0,972 18,86 62,66 

110 0,0340±0,001a 0,959 20,37 67,66 

100 0,0123±0,001a 0,898 56,58 187,97 

0,0 

90 0,0102±0,001a 0,958 68,29 226,86 

37,74 

120 0,0825±0,002b 0,992 8,40 27,91 

115 0,0489±0,003b 0,990 14,18 47,09 

110 0,0200±0,002b 0,972 34,37 114,18 

100 0,0105±0,001a 0,905 48,82 162,18 

1,0 

90 0,0094±0,001a 0,979 73,89 245,45 

37,31 

120 0,0700±0,005ab 0,977 9,90 32,89 

115 0,0320±0,001a 0,991 21,66 71,96 

110 0,0250±0,005bc 0,976 27,73 92,10 

100 0,0116±0,004ab 0,932 59,75 198,50 

7,0 

5,0 

90 0,0033±0,004b 0,958 210,05 697,75 

24,20 

120 0,0895±0,002b 0,993 7,79 25,87 

115 0,0589±0,011b 0,991 11,75 39,03 

110 0,0363±0,010ac 0,994 19,25 63,96 

100 0,0160±0,001ac 0,952 43,32 143,91 

6,0 

90 0,0117±0,002a 0,956 57,86 191,01 

33,33 

120 0,1632±0,001c 0,988 4,25 14,13 

115 0,1137±0,003c 0,994 6,08 20,20 

110 0,0372±0,001c 0,984 18,73 62,23 

100 0,0290±0,002c 0,970 23,90 79,40 

4,5 

0,0 

90 0,0120±0,007a 0,897 57,52 192,05 

27,17 

*Desvio padrão de regressão (intervalo de confiança de 95%). 

a,b,c diferença significativa (p<0,05) para cada temperatura entre os grupos de experimento.  
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O efeito da temperatura sobre os valores de D é mostrado na Figura 6, 

da qual foram calculados os valores z para a faixa de temperatura estudada 

(90-120 °C) e mostrados na Tabela 4. 
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Figura 6 . Variação do tempo de redução decimal (D) em função da temperatura para 

inativação da bacteriocina P34. (◊) em pH 4.5, 0% de NaCl; (□) em pH 6,0, 0% de NaCl; (o) em 

pH 7,0, 1% de NaCl; (x) at  pH 7,0, 5% de NaCl. 

 

Os resultados para pH 7,0 sem adição de sal são os mesmos mostrados 

na Tabela 3. Os resultados para a combinação da bacteriocina P34 com 

salinização e acidificação e processamento térmico mostram que em menores 

valores de pH menor foi a estabilidade da bacteriocina. Em pH 4,5 os valores k 

são maiores significativamente (p<0,05) para a faixa de temperatura 120-100 
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°C, em relação ao seu comportamento em solução tamp ão pH 7,0. Para os 

experimentos com pH 6,0, a inativação foi mais rápida de forma significativa 

(p<0,05) para as temperaturas 120 e 115°C, em relação  ao seu comportamento 

em solução tampão pH 7,0.  

Os valores k em pH 4,5 variaram entre 0,163 e 0,012 min-1 e em pH 6,0 

que variaram entre 0,089 e 0,012 min-1. Os valores D em pH 4,5 variaram de 

14 a 191 minutos, enquanto em pH 6,0 o parâmetro cinético variou entre 26 e 

192 minutos. Estes valores são inferiores aos encontrados em pH 7,0, o qual 

variou 39-226 min e 0,0586-0,0102 min-1 para valores D e k, respectivamente. 

Os resultados sugerem que o meio ácido altera a molécula do peptídeo 

tornando-o mais suscetível à inativação quando em presença de altas 

temperaturas. 

A termoestabilidade do peptídeo P34 diminuiu significativamente 

(p<0,05) devido à adição de 1% cloreto de sódio nas duas maiores 

temperaturas estudadas e aumentou a estabilidade (p<0,05) a 110 °C. A meia-

vida da bacteriocina diminuiu 3,4 minutos com a adição de 1% de sal a 120 ºC 

(em comparação à solução tampão pH 7,0 sem adição de NaCl). A 115 ºC o 

valor D diminuiu de 62,66 minutos para 47,09 minutos. Este fato concorda com 

o descrito por Lee e colaboradores (1993), pois cloreto de sódio pode induzir 

mudanças conformacionais de bacteriocinas, facilitando a inativação do 

peptídeo devido ao tratamento térmico.  

Evento similar aconteceu com a adição de 5% de cloreto de sódio ao 

peptídeo P34 em pH 7,0. Para as temperaturas 110 e 90 °C o peptídeo teve 

sua estabilidade térmica aumentada (p<0,05) em comparação ao experimento 
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sem sal. Para as demais temperaturas não houve diferença significativa 

(p>0,05) em relação ao teste padrão (sem adição de sal). Os valores k 

variaram de 0,07 a 0,0033 min-1, enquanto os tempos de meia-vida variaram de 

9,90 a 210 minutos. 

O valor z diminuiu 11,7% quando o pH foi reduzido de 7,0 para 6,0, e 

diminuiu em 28% quando o pH foi reduzido para 4,5. A adição desta 

quantidade de sal diminuiu o valor z de 37,74 º C para 37,1 ºC. 

A atividade da nisina foi antagonizada pela baixa concentração de NaCl 

(BOUTTEFROY et al., 2000). A adição de NaCl também diminuiu a atividade 

antilisterial de acidocina (a 10-20 g l-1; CHUMCHALOVÁ et al., 1998), actocina  

(entre 50-70 g l-1; VIGNOLO et al., 1998), leucocina  (a 25 g l-1 NaCl; 

HORNBÆK et al., 2006), e pediocina (menos 65 g l-1 NaCl; JYDEGAARD et al., 

2000). 

A 90 °C a adição de 5% de NaCl aumentou significati vamente a 

estabilidade do peptídeo P34. O efeito protetor do cloreto de sódio pode ser 

devido à interferência de interações iônicas entre as moléculas da bacteriocina 

(BHUNIA et al., 1991; THOMAS e WIMPENNY, 1996). Assim como para os 

experimentos com diminuição de pH, o valor z da bacteriocina diminuiu com a 

adição de 5% de cloreto de sódio. O valor z diminuiu de 37,74 para 24,2 ºC 

devido à adição de 5% de cloreto de sódio. 

Maiores valores de redução decimal foram encontrados para inativação 

térmica de lisozima com concentrações crescentes de cloreto de sódio. A 

análise calorimetria diferencial de desnaturação de lisozima indicaram maior 

estabilidade térmica da substância com cloreto de sódio em concentrações de 
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0,1 M à 1,0 mol l-1, sugerindo que interações hidrofóbicas contribuem para uma 

maior estabilidade (MYERS, 1990; MAKKI e DURANCE, 1996).  

O que foi verificado neste trabalho é que a presença de cloreto de sódio 

torna o peptídeo menos estável em altas temperaturas de processamento, e 

aumenta sua estabilidade em temperaturas mais baixas. Em meios 

acidificados, o peptídeo P34 também tem diminuído sua resistência térmica. 

Isso ocorre, possivelmente, devido à mudança na conformação da molécula 

que as condições de estresse podem gerar na sua estrutra. Porém, em ambos 

os casos, os dados cinéticos da bacteriocina indicam que ela pode ser utilizada 

em condições de pasteurização e esterilização, mantendo parte de sua 

atividade antimicrobiana após o tratamento térmico.  

 

5.4 Análise termodinâmica de inativação térmica em diferentes 

condições 

 Para determinar o potencial industrial de bacteriocinas, é essencial para 

compreender as suas relações de estabilidade da estrutura. Portanto, a 

estimativa dos parâmetros termodinâmicos ajuda a compreender o mecanismo 

provável de desnaturação, que é muito importante nos processos que utilizam 

calor.  

A representação do logaritmo da taxa de inativação contra o recíproco 

da temperatura permite calcular a energia de ativação (Ea), comparando a 

equação dos dados experimentais com a equação de Arrhenius (Eq. (3)). Com 

isso, a partir da Figura 7, foi possível obter os valores de Ea para cada 

condição em que foi estudada a inativação da bacteriocina P34. O valor da Ea 
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para o peptídeo P34 em solução tampão 10 mM pH 7,0 foi obtido pela análise  

de regressão da Figura 2. 

 

 

Figure 7.  Gráfico da plotagem das constantes de inativação em função da temperatura de para 

a equação de para a bacteriocina P34. (∆) em pH 4,5 com 0% NaCl; (x) em 6,0 com 0% NaCl; 

(◊) em pH 7,0, com 1% de NaCl; (□) em pH 7,0 com 5% de NaCl. 

 

Valores de Ea para a bacteriocina P34 em diferentes condições de pH e 

de concentração salina são mostrados na Tabela 5. A energia de ativação pode 

ser vista como a barreira de energia que as moléculas precisam atravessar a 

fim de poder reagir. A proporção de moléculas capazes de reagir aumenta com 

a temperatura, o que explica qualitativamente o efeito da temperatura sobre as 

taxas de inativação (VAN BOEKEL, 2008). Para bacteriocina P34 em solução 
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tampão fosfato 10 mM pH 7,0 foi necessária a absorção 72 kJ do meio externo 

para iniciar sua inativação em temperaturas entre 90 e 120 °C. Cereína 8A, 

uma bacteriocina relativamente termoestável, necessitou de 105,7 kJ para 

começar a sua inativação em uma faixa de temperatura entre 70-82 °C (LAPPE 

et al., 2009b). 

 

Tabela 5.  Valores de energia de ativação (Ea) térmica da atividade antimicrobiana da 

bacteriocina P34 em diferentes condições de solução. 

NaCl (%) pH Ea (kJ mol -1) 

4,5 100,00 

6,0 81,48 0,0  

72,00 

1,0 82,78 

5,0 

7,0 

112,72 

 

A Ea aumentou com a redução do pH da solução. A Ea para a 

bacteriocina em pH neutro foi de 72,00 kJ mol-1, 81,48 kJ mol-1 em pH 6,0 e 

100,00 kJ mol-1 a 4,5. Bacteriocina P34 na presença de 1% de cloreto de sódio 

apresentou uma energia de ativação de 82,78 kJ mol-1 e aumentou para  

112,72 kJ mol-1 quando a concentração salina foi elevada para 5%. Isso sugere 

que para a inativação da bacteriocina, a substância antimicrobiana necessita 

absorção de menos energia para iniciar sua inativação em solução tampão 

fosfato 10 mM pH 7,0. Uma alta energia de ativação indica forte dependência 

da temperatura, e que a reação acontece de forma muito lenta em baixas 

temperaturas, mas relativamente rápida em altas temperaturas (VAN BOEKEL, 

2008).  
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Inativação é conhecida por ser um processo em que a estrutura 

secundária, terciária ou quaternária de uma proteína é alterada sem romper 

ligações covalentes (NAIDU e PANDA, 2003). As mudanças na entalpia e 

entropia, para a inativação térmica de bacteriocina P34 em diferentes 

condições de solução, que foram calculadas utilizando a teoria de transição de 

estado, e são apresentados na Tabela 6. 

Como a ∆H# e ∆S# são variações de entalpia e entropia de inativação, 

respectivamente, esses parâmetros também fornecem uma medida do número 

de ligações não covalentes rompidas e a desordem associada a formação do 

estado de transição da proteína (ORTEGA et al., 2004). 
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Tabela 6.  Valores dos parâmetros termodinâmicos de inativação térmica da atividade 

antimicrobiana da bacteriocina P34 em diferentes condições. 

NaCl 

(%) 
pH Temperatura (K) ∆H# (kJ mol -1) ∆G# (kJ mol -1) ∆S# (J mol -1 K-1) 

393 96,74 103,04 -16,04 

388 96,78 102,84 -15,62 

383 96,82 105,06 -21,50 

373 96,90 102,99 -16,31 

4,5 

363 96,99 102,80 -16,03 

393 78,21 105,02 -68,20 

388 78,26 104,96 -68,84 

383 78,30 105,14 -70,09 

373 78,38 104,83 -70,91 

6,0 

363 78,46 102,80 -67,06 

393 68,82 106,43 -95,69 

388 68,87 106,54 -97,10 

383 68,91 105,37 -95,21 

373 68,99 105,71 -98,44 

0,0 

363 69,07 103,36 -94,45 

393 69,36 106,56 -94,66 

388 69,41 106,35 -95,21 

383 69,45 107,01 -98,08 

373 69,53 106,13 -98,13 

1,0 

363 69,61 103,54 -93,46 

393 109,45 105,80 9,29 

388 109,49 106,94 6,59 

383 109,53 106,30 8,44 

373 109,62 105,83 10,16 

5,0 

7,0 

363 109,70 106,70 8,27 
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Os valores de ∆G# de inativação para todas as condições testadas na 

solução da bacteriocina, mostradas na tabela 5, são bastante próximos e da 

ordem de grandeza esperada para a desnaturação de proteína (BUSTO et al., 

1999; ORTEGA et al., 2004). O desdobramento da molécula do peptídeo P34 

parece ser um passo determinante para a inativação térmica irreversível nas 

condições testadas.  

Valores termodinâmicos em pequenos intervalos de temperaturas são de 

difícil análise. A redução de pH aumentou os valores de ∆S# e ∆H# para a 

análise da mesma temperatura (Tabela 6). A 120 °C, ∆S# para a bacteriocina 

P34 em pH 7,0 foi de -95,69 kJ mol-1 K-1 e ocorreu um aumento para -68,20 kJ 

mol-1 K-1 e -16,04 kJ mol-1 K-1 quando o pH foi reduzido para 6,0 e 4,5, 

respectivamente. Já a 100 °C, por exemplo, os valor es de ∆H# aumentaram 

quando o pH da solução foi reduzido, variando de 68,99 kJ mol-1 em pH 7,0, 

78,38 kJ mol-1 em  pH 6,0 e 96,90 kJ mol-1 em pH 4,5.  

Tem sido relatado que a o desdobramento de enzimas pode ser 

confirmado por um aumento da entropia ou desordem de inativação. O 

aumento na ∆S# indica também um aumento no número de moléculas da 

bacteriocina P34 no estado de transição, o que também resulta em menores 

valores de ∆G# (USTOK et al., 2009). Em geral, a entropia de ativação tem um 

papel dominante na inativação térmica de proteínas em soluções aquosas 

(BROMBERG et al., 2008).  

Os valores negativos de ∆S# podem ser explicados pela possível 

agregação parcial da molécula desdobrada, a qual predomina durante a 

exposição da proteína a altas temperaturas (DANNENBERG e KESSLER, 
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1988). Em um estudo realizado por Bhatti et al. (2006) foi observado que a 

abertura da estrutura da enzima invertase produzida por Fusarium solani foi 

confirmada pelo aumento da entropia ou da desordem de inativação.  

A desnaturação de proteínas como a albumina do ovo de galinha 

(NOHARA et al, 1999) e lactoglobulina de leite em baixas temperaturas e na 

presença de uréia (ADAMS, 1991) mostra uma ∆S# negativa, visto que o 

arranjo das moléculas da água aumenta nas proximidades dos resíduos de 

aminoácidos apolares, que são expostos durante seu desdobramento (TAMS e 

WELINDER, 1998). Este arranjo da água em torno de resíduos hidrofóbicos é 

interrompido em temperaturas mais elevadas (THONGSOOK e BARRETT, 

2005). 

Os alimentos são instáveis, do ponto de vista termodinâmico, o que 

significa que eles têm a tendência a mudar a partir de um estado de baixa 

entropia e alta entalpia para o estado de alta entropia e baixa entalpia (VAN 

BOEKEL, 2008). A desnaturação protéica é acompanhada pela ruptura de 

muitas ligações não-covalentes relativamente fracas que forma a estrutura 

dobrada e resulta em um sistema menos organizado. O aumento da entropia 

de ativação compensa a alta barreira de inativação, o que faz com que a 

energia livre de Gibbs seja suficientemente baixa e o processo de inativação 

ocorra relativamente rápido (BROMBERG et al., 2008).  

 

5.5 Análise cinética e termodinâmica de inativação térmica em leite 

Modelos adequados de cinética de destruição térmica são essenciais 

para a concepção de novos processos assumindo um alimento seguro com 
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máxima retenção de fatores de qualidade (LENZ e LUND, 1980; VAN BOEKEL, 

1996). O conhecimento sobre a cinética de inativação térmica de peptídeos 

antimicrobianos em sistemas alimentares é um passo essencial para atingir 

este objetivo.  

Neste sentido, foi avaliada a estabilidade térmica do peptídeo P34 em 

leite desnatado e integral. Para isso, ao peptídeo P34 em tampão fosfato 10 

mM pH 7,0 foram adicionados 0,1 mg ml-1 de leite em pó desnatado ou integral. 

O comportamento da atividade antimicrobiana residual em função do 

tempo de processamento térmico está mostrado na Figura 8, para o leite em pó 

desnatado (A) e integral (B). 
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Figura 8.  Atividades residuais da bacteriocina P34 modelada pela equação de reação de 

primeira ordem a 90 (o), 100 (x), 110 (∆), 115 (□), 120 ºC (◊). (A) leite desnatado em pó; (B) de 

leite integral em pó. Os desvios padrão foram sempre menores que 6%. 
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A inibição do peptídeo P34 em leite segue uma reação de primeira 

ordem como mostra os valores de R2 da Tabela 7 e a Figura 8. Os dados em 

tampão são os mesmos mostrados na Tabela 3. 

Nos testes de estabilidade térmica do peptídeo P34 em leite houve 

escurecimento visual do meio, indicando a formação de produtos da reação de 

Maillard (PRM) durante o experimento, visto a presença de açúcares redutores 

e aminoácidos no meio. Os PRM possuem atividade antimicrobiana 

(EINARSON, 1987; RURIÁN-HENARES e MORALES, 2008). Com isso, foram 

realizados testes controle de atividade antimicrobiana, como descritos na seção 

3.3, dos leites sem a presença do peptídeo P34, após processamento térmico. 

Não foi verificada atividade antimicrobiana pelos controles, indicando que os 

halos de inibição dos testes com o peptídeo P34 foram devido à presença da 

bacteriocina (dados não mostrados). 

Em temperatura ambiente, não foi verificada a perda de atividade do 

peptídeo P34 durante o tempo de experimento (3 horas) para ambos os leites 

testados (dados não mostrados). Com isso a inibição da bacteriocina acontece 

devido ao tratamento térmico aplicado nos testes. 
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Tabela 7.  Parâmetros cinéticos de inibição do peptídeo P34 em leite desnatado e integral. 

Meio T (ºC)  R2 k* (min -1) t1/2 (min)  D (min)  z (°C)  

120 0,996 0,0586±0,001a 11,83 39,29 

115 0,972 0,0368±0,002a 18,84 62,57 

110 0,959 0,0340±0,001a 20,39 67,72 

100 0,898 0,0123±0,001a 56,35 187,20 

Tampão 

90 0,958 0,0102±0,001a 67,96 225,74 

37,74 

120 0,998 0,0714±0,003b 9,71 32,26 

115 0,959 0,0405±0,001b 12,54 41,67 

110 0,963 0,0276±0,007a 28,15 93,52 

100 0,994 0,0170±0,001a 40,80 135,53 

 Leite 

Desnatado 

90 0,93 0,0070±0,003a 98,66 327,72 

30,21 

120 0,997 0,1346±0,030c 5,15 17,11 

115 0,999 0,0553±0,001c 17,09 56,77 

110 0,92 0,0329±0,002a 21,04 69,88 

100 0,917 0,0119±0,007a 58,51 194,38 

Leite 

Integral 

90 0,999 0,0000        α α 

20,49 

*Desvio padrão de regressão (intervalo de confiança de 95%). 

a,b,c difetença significativa (p<0,05) para cada temperatura entre os grupos de experimento. 

 

A 120, 115 e 100 °C, em presença de sólidos lácteos  não-godurosos, a 

bacteriocina P34 foi inibida mais rapidamente (p<0,05) quando comparado ao 

seu comportamento somente em solução tampão. Os valores D diminuíram 

com o aumento da temperatura, como esperado, variando de 32 a 328 minutos. 

O valor z calculado a partir da Figura 9 foi de 30,21 °C. A diminuição da 

estabilidade é devida, provavelmente, a, além da sua inativação devido à ação 

do calor, a sua reação com açúcares presentes no leite através da reação de 

Maillard, aumentando a inibição da atividade antimicrobiana. Com isso, 
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possivelmente a inibição da bacteriocina foi mais rápida devido a ambos 

acontecimentos no sistema. 

Para os testes realizados com leite integral para as duas temperaturas 

mais elevadas testadas, o peptídeo P34 foi inibido mais rapidamente (p<0,05) 

em comparação aos testes realizados em leite desnatado.  Os valores de meia-

vida variaram entre 9,71 a 58,51 minutos na faixa de temperatura de 120-100 

°C. O valor z calculado foi de 20,5 °C. 
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Figura 9 . Variação do tempo de redução decimal (D) em função da temperatura para 

inativação da bacteriocina P34. (◊) em leite desnatado; (□) em leite integral. 

 

A análise da Figura 9 e da Figura 10 (adequação dos valores de ln (k) 

em função da temperatura pela equação de Ahrrenius) permite verificar que há 

a inversão da estabilidade do peptídeo P34 nos diferentes leites em 

temperatura ao redor de 110 °C. Entre 120 e 110 °C o peptídeo é inibido mais 
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rapidamente em leite integral do que em leite desnatado. Porém entre 110 e 90 

°C, em leite integral, a bacteriocina tem sua estab ilidade aumentada. Isto 

sugere que, em processamento a 90 °C, a presença de  gordura teve efeito 

protetor, mantendo 100% da atividade residual da bacteriocina. 

Os glóbulos de gordura no leite são cercados por uma complexa 

membrana, que apresenta várias camadas distintas que são estabelecidas 

durante sua síntese na célula mamária. Esta membrana é comumente referida 

como membrana do glóbulo de gordura do leite (MGGL). A 

membrana consiste de misturas complexas de proteínas, fosfolipídios, 

glicoproteínas, triglicérides, colesterol e outros componentes de menor 

importância, sendo bastante afetada pelo processamento do leite como, por 

exemplo, aquecimento, resfriamento, homogeneização, a evaporação 

(MCPHERSON e KITCHEN, 1983; WALSTRA, 1995; EVERS, 2004; SINGH, 

2006). 

Tem sido reportada a influência de temperatura na adsorção de 

proteínas do leite à MGGL (YE et al., 2004). Porém, o mecanismo exato como 

as proteínas interagem com a MGGL não está completamente claro, podendo  

ser devido à quebra da MGGL durante o aquecimento, deixando aberturas 

através das quais as proteínas podem ser adsorvidas pela gordura exposta 

(DALGLEISH e BANKS, 1991).  Recentemente, Ye e colaboradores (2004) 

verificaram que a adsorção dessas proteínas com os glóbulos de gordura do 

leite aumenta com o aumento da temperatura e do tempo de processamento na 

faixa de temperatura estudada (65-95 °C).  
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As bacteriocinas podem ser adsorvidas pela matriz gordurosa de 

alimentos, inibindo sua atividade antimicrobiana (DAESCHEL, 1993; MURRAY 

e RICHARD, 1997; GÄNZLE et al., 1999; AASEN et al., 2003). Em 

temperaturas na faixa de 120-115 °C, o peptídeo P34  em leite integral perdeu 

mais rapidamente (p<0,05) sua atividade antimicrobiana quando comparada ao 

seu comportamento de inibição em leite desnatado. Em altas temperaturas, 

possivelmente, houve ampla dissociação da MGGL, expondo grande parte da 

porção lipídica do glóbulo de gordura, aumentando a interação do peptídeo à 

gordura e conseqüentemente acelerando a inibição da sua atividade 

antimicrobiana. Em menores temperaturas de processamento, os resultados 

sugerem que a MGGL não sofreu dissociação suficiente para que a gordura 

fosse exposta ao peptídeo P34 para inibir sua atividade biológica. 

No presente trabalho não foi observado a perda de atividade do peptídeo 

P34 em leite integral a 90 °C. Como houve perda de atividade contínua do 

peptídeo em leite desnatado a 90 °C, os dados indic am que a gordura protege 

o peptídeo da ação do calor. Com isso, os dados sugerem que houve pequena 

dissociação da MGGL, insuficiente para a exposição da fração lipídica à 

bacteriocina, não havendo interação entre elas e conseqüentemente não 

inibindo a atividade antimicrobiana do peptídeo P34.  

Os resultados ainda sugerem que a 90 °C a gordura d o leite protege a 

bacteriocina P34 tanto da sua inativação térmica quanto da sua reação com 

açúcares do leite, evitando a formação de reação de Maillard (PRM). A 

presença de glóbulos de gordura no leite retarda a formação de PRM, devido 

ao isolamento térmico conferido pelo componente lipídico e conseqüentemente 
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menor transferência de calor no meio (PELLEGRINO, 1994; VAN BOEKEL, 

1998). 

Os dados experimentais mostram que as constantes de inativação se 

relacionam com a temperatura de processo de forma satisfatória através da 

equação de Ahrrenius (Figura 10). A partir da análise desse gráfico é possível o 

cálculo das Ea de inibição do peptídeo P34 em leite integral e desnatado, e 

com esses dados seus parâmetros termodinâmicos em ambos tipos de leite. 
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Figura 10.  Variação das constantes de inativação em função da temperatura da bacteriocina 

P34 segundo a equação de Arrhenius. (o) em leite desnatado; (□) em leite integral. 

 

 Para bacteriocina P34 em solução tampão fosfato 10 mM pH 7,0 foi 

necessária a absorção 72 kJ do meio externo para iniciar sua inativação em 

temperaturas entre 90 e 120 °C. Em leite desnatado a energia foi aumentada 

para 90 kJ e em leite integral para 136 kJ. Isso sugere que para a inibição da 
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bacteriocina, o peptídeo necessita absorção de menos energia para começar 

sua inativação em solução tampão, apesar de sua estabilidade ser maior. Em 

presença de sólidos lácteos, a bacteriocina P34 necessita absorver mais 

energia para iniciar sua reação, porém é inibida mais rapidamente. 

Acontecimento similar foi verificado para os testes realizados com a redução do 

pH do meio de inativação.  

A Tabela 8 mostra os parâmetros termodinâmicos de inativação térmica 

do peptídeo antimicrobiano em leite desnatado e integral. Os resultados para 

os parâmetros termodinâmicos em tampão são os mesmos mostrados na 

Tabela 6. Tanto em leite desnatado quanto no integral houve aumento nos 

valores de ∆H#, e redução dos valores de ∆G#.  Houve grande aumento nos 

valores de ∆S# em leite desnatado e em leite integral indicando um aumento no 

número de moléculas da bacteriocina P34 no estado de transição (USTOK et 

al., 2009). 
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Tabela 8.  Valores dos parâmetros termodinâmicos de inativação térmica da atividade 

antimicrobiana da bacteriocina P34 em leite desnatado e integral. 

Meio 
Ea (kJ 

mol -1) 
T (K) ∆H# (kJ mol -1) 

∆G# (kJ 

mol -1) 
∆S# (J mol -1 K-1) 

393 68,82 106,43 -95,69 

388 68,87 106,54 -97,10 

383 68,91 105,37 -95,21 

373 68,99 105,71 -98,44 

Tampão 72 

363 69,07 103,36 -94,45 

393 86,94 105,73 -4,78 

388 86,98 105,16 -4,69 

383 87,02 106,34 -5,04 

373 87,11 104,63 -4,70 

Leite 

Desnatado 
90 

363 87,19 104,41 -4,74 

393 133,04 103,66 7,48 

388 133,08 106,16 6,94 

383 133,13 105,41 7,24 

373 133,21 105,75 7,36 

Leite 

Integral 
136 

363 133,29 - - 

 

 

Valores de ∆G# de inativação da bacteriocina P34 em leite desnatado e 

integral estão bastante próximas e são da ordem de grandeza esperada para a 

desnaturação de proteína (BUSTO et al., 1999; ORTEGA et al., 2004). 

Portanto, o desdobramento da molécula do peptídeo P34 em leite desnatado e 

integral, assim como nos outros testes realizados, pode ser o passo 

determinante para a inativação térmica irreversível nas condições testadas.  

É necessário ressaltar que a inativação térmica foi estudada para o 

peptídeo P34 em solução tampão e que seu comportamento pode ser alterado 
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quando avaliado em processos industriais de maior escala ou em alimentos 

mais complexos. Ainda, sua estabilidade ao longo do tempo, após o 

processamento térmico, não foi avaliada. Alguns peptídeos antimicrobianos 

podem ser inativados por enzimas endógenas ou ligação a componentes da 

matriz alimentar reduzindo sua biodisponibilidade ao longo da vida-de-

prateleira do produto.  O conhecimento sobre a cinética e termodinâmica de 

inativação térmica de peptídeos antimicrobianos é um passo essencial para 

justificar sua segura utilização em alimentos. Mais estudos sobre cinética de 

inativação térmica de peptídeos antimicrobianos, em grandes escalas, com 

equipamentos industriais de processamento térmico ou em quantidades de 

bacteriocina equivalentes àquelas utilizadas em alimentos, são necessários 

para a correta aplicação dessa técnica em processos industrias de alimentos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 A inativação térmica do peptídeo P34 segue uma reação de primeira 

ordem. O desdobramento da molécula do peptídeo P34 pode ser o passo 

determinante para a inativação térmica irreversível. A redução de pH diminui a 

estabilidade térmica do peptídeo P34, em comparação ao seu comportamento 

em solução tampão pH 7,0. Em pH 4,5, a estabilidade foi ainda menor do que 

em pH 6,0. A adição de cloreto de sódio reduz a resistência térmica do 

peptídeo em altas temperaturas, porém apresenta efeito protetor contra o 

processamento térmico nas menores temperaturas estudadas, comparado com 

seu comportamento em solução tampão pH 7,0. Os valores D e z calculados 

para a bacteriocina indicam que ela pode ser utilizada em condições de 

esterilização de alguns alimentos enlatados ou de pasteurização. 

A presença de sólidos lácteos tem papel importante na estabilidade 

térmica da bacteriocina P34 em alimentos. Em leite a interação entre o 

peptídeo e açúcares, proteínas e gordura do produto age de forma negativa na 

estabilidade do peptídeo P34. Em temperaturas acima de 110°C, a gordura 

reduziu a estabilidade térmica do peptídeo P34, enquanto em temperaturas 

abaixo, o peptídeo foi protegido pela presença do lipídeo. 

Mais estudos são necessários para o melhor aproveitamento dos 

benefícios da combinação de tratamentos antimicrobianos, visando reduzir a 
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intensidade e os custos de tratamentos industriais ao longo da cadeia 

alimentar, além de averiguar sua biodisponibilidade no alimento ao longo de 

sua vida-de-prateleira. 
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