


Bioproteção em lácteos

Antonio Salles – DuPont N&B



Uma gama de produtos para um rótulo “limpo”

NISAPLIN®, Antimicrobiano Natural
NATAMAX®, Antimicrobiano Natural
HOLDBAC™, Culturas Protetoras

Para todos os antimicrobianos importante consultar a legislação



Hurdle Technology - Tecnologia de obstáculos

Uma combinação de tratamentos e/ou ingredientes utilizados para
aumentar a estabilidade, a segurança e a qualidade dos alimentos
deverá ser implementada – é o que chamamos “Hurdle Technology”
ou Tecnologia de obstáculos

Controlar e/ou inibir o crescimento de microrganismos, tanto
deteriorantes quanto patogênicos!



Obstáculos em alimentos

▪ Controle de temperatura (aquecimento, refrigeração)
▪ Atmosfera Controlada (atmosfera modificada)
▪ O controle de aW (ou controle da umidade)
▪ Controle do pH
▪ Agentes químicos / limpeza (sais, ácidos orgânicos)
▪ Outros ingredientes (extrato) - Antimicrobianos naturais (CULTURAS 

PROTETORAS)
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Os Antimicrobianos e o Sistema de Múltiplas  Barreiras 

“Hurdle   Technology”  
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Antimicrobianos Naturais

Preparações purificadas/Biomassa-Cultivos protetores

Culturas 
Protetoras 

Vivas

R-COO-

R-COOH

R-COO-

R-COOH

Produção de Biomassa

Produção de Metabólitos

Fermentados
Peptídeos

(Bacteriocinas)

R-COOH
R-COO- Organic

Acids

Outras
Moléculas

Purificação

Concentração

R-COO-

R-COOH

•Nisaplin® (nisina)
•Natamax® (natamicina)



Metabólitos
antimicrobianos 

Efeitos 
de exclusão
competitiva 

outros
efeitos 

Inibição de
microrganismos 
indesejáveis através da 
competição por 
nutrientes, oxigênio, etc

HOLDBAC™ Cultivos protetores contra 
Bolores /  leveduras /  Bactérias

+  

+  



HOLDBAC™ - Culturas protetoras - Potencial inibitório 
durante a fermentação/processo
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produtos fermentados

pH



HOLDBAC™ : Proteção mesmo em diferentes faixas
de tempo e temperatura
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HOLDBAC™ YM Plus e YM - XPM

aplicação em productos lácteos fermentados  
iogurtes e queijos obtidos por coagulação ácida
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Linha HOLDBAC™ YM  – Inibição de bolores e 
leveduras: fatores de influência

Nível de 
contaminação

Processo 
de fermentação

/ Cultivo

Condições de 
armazenamento

Deteriorantes

Potencial 
de inibição



HOLDBAC™ YM – Controle de bolores e leveduras

• As misturas de Propionibacterium e Lactobacillus atuam 
juntas para auxiliar na inibição do desenvolvimento de 
bolores e leveduras 
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Níveis de inibição: 
+  substancial +  +  forte +  +  +  muito forte

HOLDBAC™ YM Plus HOLDBAC™ YM

Saccharomyces ssp. DCS 296 +  +  + +  +  + 

Saccharomyces ssp. DCS 297 +  +  + +  +  + 

Candida pelliculosa DCS 1047 +  + + 

Candida magnoliae DCS 1054 +  + + 

Candida famata DCS 1233 + + 

Candida pelliculosa DCS 1373 + + 

Candida parapsilosis DCS 1482 + + 

Candida parapsilosis DCS 1483 + + 

Rhodotorula mucilaginosa DCS 1613 +  +  + +  + 
Candida zeylanoides DCS 1642 + + 



HOLDBAC™ YM Plus 
Controlando bolores e leveduras

sistema modelo iogurtes / queijos por coagulação ácida

• Iogurte – sistema modelo – “challenge”  - bolores
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Dose HOLDBAC™ YM-C Plus ou padrão de mercado com 10 DCU / 100 L de leite

Desafío com bolores Pool de 3 de cepas de bolores a 15 esporos/g

Cultivo de iogurte YO-MIX™ 410

Condições do estudo Armazenamento a 5° C por 38 dias

Fuente: Estudio conducido internamente
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YO-MIX™ 410

Market standard

HOLDBAC™ YM-C 
Plus 

Tempo de armazenamento sem deterioração visível por bolores [d]



HOLDBAC™ YM Plus 
Controlando bolores e leveduras

sistema modelo iogurtes / queijos por coagulação ácida
• Iogurte – sistema modelo – “challenge”  - leveduras
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Dose HOLDBAC™ YM-C Plus ou u padrão de mercado com 10 DCU / 100 L de leite

Desafío com leveduras Pool de cepas de leveduras com 8 CFU/10 g

Condições do estudo Armazenamento a 5° C o u10° C  por até 33 días

Fuente: Estudio conducido internamente
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HOLDBAC™ YM line – Controlando bolores em fermentados

YO-RAPID - P. roqueforti



HOLDBAC™ YM line – Controlando leveduras em 
fermentados



HOLDBAC™ YM e HOLDBAC™ LC

aplicação em queijos frescos obtidos por 
coagulação enzimática 
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Queijo fresco “Minas Frescal”– Exemplo Prático

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

Padrão - + /- + +  + 
HOLDBAC™ YM-C

5 DCU / 100 lts - - - + /-
HOLDBAC™ LC

2,0 DCU / 100 lts - - + /- + 

- HOLDBAC™ YM-C e LC  adicionados ao Leite antes da coagulação

Avaliação visual – casca melada – amostras a 10 -12 °C

HOLDBAC™ YM e HOLDBAC™ LC  



HOLDBAC™ YM e HOLDBAC™ LC

Padrão
Após 14 dias - início de casca melada

HOLDBAC™ LC
Após 21 dias - início de casca melada
HOLDBAC™ YM-C

Após 28 dias - início casca melada

“Minas Frescal”



HOLDBAC™ LC e HOLDBAC YM-C 
“Minas Frescal”

pH durante o 
período de avaliação

Dias após a produção

HOLDBAC™ LC – 2,0 DCU / 100 litros manteve o pH estável durante o período avaliado;
HOLDBAC™ YM-C – 5 DCU/100 litros – Abaixamento mais acentuado de pH comparado
com as outras amostras (Padrão e HOLDBAC™ LC)

Proteção com HOLDBAC™ LC foi melhor que o Padrão (21 dias x 14 dias) 
A proteção com HOLDBAC™ YM-C foi a melhor (28 dias x 21 días - HOLDBAC™ LC X 
14 días - Padrão) 



HOLDBAC™ YM-XPK 
Nova proteção de bolores e leveduras 

para seus queijos 
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HOLDBAC™ YM-XPK 
Controlando bolores e leveduras para minimizar 

perdas – queijos semi-duros
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Dose HOLDBAC® YM-XPK a 10 DCU / 100 L de leite

challenge 10 esporos / spot

cultivo CHOOZIT™ Classic 111

Condições do estudo Armazenado a 6° C por 95 dias temperatura ambiente

Fuente: Estudio conducido internamente

Tempo de 
armazenamento
sem crescimento
visível de 
bolores

CHOOZIT™ Classic 111



HOLDBAC™ YM-XPK 
Controlando bolores e leveduras - queijos semi-duros
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Dose HOLDBAC® YM-XPK a 10 DCU / 100 L de leite

challenge 10 esporos/spot

cultivo CHOOZIT™ Classic 111

Condições do teste 6° C por 27 días em temperatura ambiente

HOLDBAC™ YM-XPK  + 
CHOOZIT™ Classic 111CHOOZIT™ Classic 111

Fuente: Estudio conducido internamente



HOLDBAC™ YM-XPK 
abusando da temperatura – modelo em queijo semi-duro
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Dose HOLDBAC® YM-XPK a 10 DCU / 100 L de leite

challenge 5, 10 and 50 esporas / spot

Cultivo CHOOZIT™ MC 70

Condições do estudo 12° C por 61 dias
Fuente: Estudio conducido internamente
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DCS 1540
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Penicillium
sp. DCS 1558

Periodo de validez promedio [d] 

CHOOZIT™ MC 70

CHOOZIT™ MC 70 + 
HOLDBAC® YM-XPK

CHOOZIT® MC 70

HOLDBAC® YM-XPK  + 
CHOOZIT® MC 70

Penicillium
sp. DCS 1558

Penicillium
sp. DCS 1541

P. brevicompactum
DCS 1540



HOLDBAC™ YM-XPK 

Fácil de aplicar

Os cultivos HOLDBAC™ YM-XPK são aplicados 
diretamente ao leite no tanque junto com o cultivo 
“Starter”, mantendo o processo como de rotina
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As NSLAB* e o uso de HOLDBAC™ LC 

* NSLAB - non-starter lactic acid bactéria / bactérias não 
pertencentes ao fermento lático iniciador



As NSLAB* e o uso de HOLDBAC™ LC 

• Lactobacilos heterofermentativos facultativos do grupo II 
Lactobacillus casei /paracasei – Lactobacillus plantarum -
Lactobacillus pentosus - Lactobacillus rhamnosus, etc. 

Tambem pode-se considerar NSLAB: 
• Lactobacilos heterofermentativos do grupo III 

Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis

• Leuconostoc spp., pediococos y enterococos

Quais são as principais NSLAB? 

• NSLAB - non-starter lactic acid bactéria / bactérias não 
pertencentes ao fermento lático iniciador



HOLDBAC™ LC e as NSLAB 

Fontes de NSLAB 

• Leite cru é a maior fonte de NSLAB em queijos

• A contaminação pós pasteurização, os biofilmes em plantas 
sanitizadas, o silo de leite cru, a unidade de ultrafiltração, a tina, etc. 
– também contribuem para o desenvolvimento das NSLAB no queijo
(Sommers et al., 2001; Agarwarl et al., 2006)

• HOLDBAC™  LC (L. rhamnosus) - poderia ser uma ajuda na
solução do efeitos negativos da presença das NSLAB



HOLDBAC™ LC e as NSLAB  - BIOFILMES



HOLDBAC™ LC e as NSLAB  - BIOFILMES



A “bactofugação” e a diminuição da carga 
microbiana total

Baixar a carga de bacilos 
esporulados como principal 
função

Em leite frio ou em leite pre 
aquecido a 43-45 ° C 
aproximadamente 67-85% das 
bactérias totais são eliminadas e 
com tratamento duplo pode

chegar até 95%. 



HOLDBAC™ LC  e as NSLAB – In vitro 

HOLDBAC™ LC (Lactobacillus rhamnosus) mostra uma inibição
comprovada contra microrganismos não desejados como
Leuconostoc, lactobacilos heterofermentadores e enterococos
(dependendo da cepa e especie).

Um trabalho comparando o efeito do Lactobacillus casei ssp.
rhamnosus do CHOOZIT ™ LBC 80 (usado como cultivo de
aroma para queijos) poderia apresentar o mesmo poder inibitório
do HOLDBAC ™ LC contra alguns lactobacilos
heterofermentadores no queijo.

Avaliação da atividade inibitória do HOLDBAC™ 
LC in vitro



HOLDBAC™ LC  e as NSLAB – In vitro 
Lactobacillus brevis DCS 1164



HOLDBAC™ LC  e as NSLAB – In vitro 

Lactobacillus buchneri DCS 861



HOLDBAC™ LC  e as NSLAB – In vitro

Lactobacillus fermentum DCS 1165



HOLDBAC™ LC  e as NSLAB 
Queijo de coalho; queijos semi duros e duros



HOLDBAC™ LC  e as NSLAB 
queijo de coalho

HOLDBAC ™ LC (Lactobacillus rhamnosus) controla o crescimento de NSLAB-
maior fixação do palito na massa do queijo – diminuição da proteólise pelas
NSLAB 



HOLDBAC™ LC  e as NSLAB 
queijo de coalho

HOLDBAC ™ LC (Lactobacillus rhamnosus) pode controlar o crescimento de 
indesejáveis por competição de flora (coliformes) e controla o crescimento de NSLAB 



HOLDBAC™ LC  e as NSLAB 
queijo de coalho

HOLDBAC ™ LC (Lactobacillus rhamnosus) controla o crescimento de NSLAB
heterofermentadores –minimizando a formação de olhaduras indesejáveis 



HOLDBAC™ LC  e as NSLAB 
queijo de coalho

HOLDBAC ™ LC (Lactobacillus rhamnosus) controla o crescimento de NSLAB
heterofermentadores – minimizando a formação de olhaduras indesejáveis 



HOLDBAC™ LC  e as NSLAB 
Queijos semi-duros e duros 

Teste - Queijo duro – HOLDBAC™ LC
Dose aplicada: 3000 DCU/ 20000 litros



3 días de elaboração

com HOLDBAC™ LC

3 días de elaboração

Regular

Queijos na saída da salmoura – 3 dias de elaboração
HOLDBAC™ LC  e as NSLAB 



25 dias
Regular

25 días
com

HOLDBAC™ LC

RegularHOLDBAC™ LC

Saída da câmara de secagem 
Aproximadamente 25 días de fabricação 

indícios de fermentação com gás no 
queijo regular 

Sem indicios de fermentação com gás 
na amostra com HOLDBAC™ LC

HOLDBAC™ LC e as NSLAB 



Queijo en Cámara “FRIA”  ( 4 °C) - 64 dias de fabricação

- Se observa olhos de fermentação com gás no queijo regular.
- Não se observa olhos de fermentação com gás no queijo com HOLDBAC™ LC 

Teste HOLDBAC™ LC 

64 dias de elaboração

REGULAR 

64 dias de elaboração

HOLDBAC™ LC  e as NSLAB 



REGULAR 

64 dias de elaboração

HOLDBAC™ LC 

64 dias de elaboração

Queijos em Câmara “FRIA”  ( 4 °C)

HOLDBAC™ LC  e as NSLAB 



Teste HOLDBAC™ LC

64 dias de elaboração

REGULAR 

64 dias de elaboração

Queijos em Câmara “FRIA”  ( 4 °C)
HOLDBAC™ LC  e as NSLAB 



Queijo em Câmara “FRIA”  ( 4 °C)

121 dias de elaboração
Presença de muitas olhaduras pequenas

HOLDBAC™ LC 

121 dias de elaboração

REGULAR 

121 dias de elaboração

HOLDBAC™ LC  e as NSLAB 



Novas possíveis aplicações *

Uso de cultivos protetores em leite com adição
direta em silos, por 12- 24 horas em 
temperaturas de 2-5°C antes da produção de 
queijos com a finalidade de controlar a flora 
presente no leite cru.

* Doses de 1e5 -1e6 UFC/ml

HOLDBAC™ LC e as NSLAB 



HOLDBAC™ Listeria dairy 
para aplicação em queijos 

53
Fuente: Estudio conducido internamente

Lembre-se que uma cultura 
ou solução antimicrobiana 
nunca será isoladamente

responsável pela inibição e 
eliminação de 

contaminantes e 
patogênicos
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Incidência de Listeria-positive queijos
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HOLDBAC™ Listeria dairy

HOLDBAC ™ Listeria dairy é uma cultura protetora com
capacidade para inibir ou controlar o crescimento de certos
“strain/serotypes” de Listeria (incluindo L. monocytogenes);

Tem baixa capacidade de acidificação;

Composta de Lactobacillus plantarum

http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://farm1.static.flickr.com/157/411264794_3dff0bc50e_o.jpg&imgrefurl=http://cookalmostanything.blogspot.com/2007/03/cheese-barossa-valley-cheese-company.html&usg=__XkU0IYpyTkqiePeIq3Cmst_aeVc=&h=560&w=400&sz=213&hl=pt-BR&start=22&tbnid=sZN-x7cqrw_WcM:&tbnh=133&tbnw=95&prev=/images?q%3Dsmear%2Bcheese%26gbv%3D2%26ndsp%3D18%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DN%26start%3D18
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://cordis.europa.eu/news/images/20090202_3.jpg&imgrefurl=http://cordis.europa.eu/fetch?CALLER%3DPRES_NEWS_FR_EN%26ACTION%3DD%26DOC%3D6%26CAT%3DNEWS%26QUERY%3D011fdf60cb2f:aaa3:12f61ade%26RCN%3D30418&usg=__wfWGf4ytFecEGB8HpVBYsCNM2fY=&h=200&w=200&sz=13&hl=pt-BR&start=70&tbnid=D3sQcPHdiIlnXM:&tbnh=104&tbnw=104&prev=/images?q%3Dsmear%2Bcheese%26gbv%3D2%26ndsp%3D18%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DN%26start%3D54
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HOLDBAC™ Listeria dairy 
aplicação

Dosagem: 

Depende da contaminação inicial. Portanto, deve ser
avaliada caso a caso.

Identificar parâmetros do processo, a fonte ou compilar
toda a informação sobre a presença na planta e produto. 

HOLDBAC™ Listeria dairy não pode
substituir as BPF

http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://farm1.static.flickr.com/157/411264794_3dff0bc50e_o.jpg&imgrefurl=http://cookalmostanything.blogspot.com/2007/03/cheese-barossa-valley-cheese-company.html&usg=__XkU0IYpyTkqiePeIq3Cmst_aeVc=&h=560&w=400&sz=213&hl=pt-BR&start=22&tbnid=sZN-x7cqrw_WcM:&tbnh=133&tbnw=95&prev=/images?q%3Dsmear%2Bcheese%26gbv%3D2%26ndsp%3D18%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DN%26start%3D18
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HOLDBAC™ Listeria dairy 
aplicação

HOLDBAC™ Listeria dairy não pode
substituir as BPF

Formas de aplicação: 

• Direto no leite:
- 10 IP contaminação inicial - até 7 UFC Listeria/ ml de leite
- > 10 IP com contaminação > 10 UFC Listeria / ml de Leite

• aspersão:
0.2 – 0.3 IP por m2 de superfície – “Spray” deve ser feito no 
início da maturação no caso de queijos camembert, brie etc.
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HOLDBAC™ Listeria dairy 
aplicação

Formas de aplicação:  

• na massa:
10 IP HOLDBAC™ Listeria dairy misturado com sal e 
adicionado a 100 kg de massa

HOLDBAC™ Listeria dairy 
não pode substituir as BPF

http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://fecdiarist.files.wordpress.com/2008/04/blue-cheese.jpg&imgrefurl=http://fecdiarist.wordpress.com/2008/04/21/april-25th-blue-cheese-pasta-night/&usg=__8K3iZxf65kgCCd6FJDYcC5FqiAQ=&h=480&w=640&sz=48&hl=pt-BR&start=1&tbnid=mcTEXL8fgNxjWM:&tbnh=103&tbnw=137&prev=/images?q%3Dblue%2Bcheese%26gbv%3D2%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DG
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://biology.clc.uc.edu/fankhauser/Cheese/Blue_Cheese/17_Blue_cheese_after_2_mos_P5110355.jpg&imgrefurl=http://biology.clc.uc.edu/fankhauser/cheese/blue_cheese/blue_cheese.htm&usg=__mTS5dQt1Ocd80xUz6cKVMZxEyMA=&h=591&w=799&sz=51&hl=pt-BR&start=4&tbnid=rqUVENv2lin3aM:&tbnh=106&tbnw=143&prev=/images?q%3Dblue%2Bcheese%26gbv%3D2%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DG
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.haunsinafrica.com/wp-content/uploads/2007/10/blue-cheese1.jpg&imgrefurl=http://www.haunsinafrica.com/?p%3D576&usg=__3tJszAR5DvbmFQaEmfNAFKvGuqE=&h=450&w=675&sz=86&hl=pt-BR&start=30&tbnid=zm8CX0E9Mci9xM:&tbnh=92&tbnw=138&prev=/images?q%3Dblue%2Bcheese%26gbv%3D2%26ndsp%3D18%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DN%26start%3D18


HOLDBAC™ YM-B 
e YM-B Plus

HOLDBAC™ YM-C 
e YM-C Plus

HOLDBAC™  LC

Composição Propionibacterium 
freudenreichii subsp. 
shermanii
Lactobacillus rhamnosus

Propionibacterium 
freudenreichii subsp. 
shermanii
Lactobacillus paracasei

Lactobacillus rhamnosus

Doses     
(DCU/100 l 
leite)

▪ iogurte, leite fermentado, 
creme ácido : 10-20 DCU      
▪ Cottage: 5-10 DCU **

▪ Iogurte e leites fermentados:          
10 DCU-20 DCU
▪ Creme ácido: 10-30 DCU
▪ Minas Frescal: 2.5 a 5 DCU
▪ Cottage: 5-10 DCU **

▪ Minas Frescal: 2.5 a 5 DCU
▪ Queijo de coalho: 2.5 a 5 DCU
▪ Queijos duros e semi duros –

10-15 DCU

Modo de 
uso

▪ inocular no mesmo momento 
da adição do cultivo 
principal/”starter”

▪inocular no mesmo momento 
da adição do cultivo 
principal/”starter”

▪ inocular no mesmo momento 
da adição do cultivo 
principal/”starter”

Linha HOLDBAC™ para produtos lácteos

** Sugestão de que o dressing do cottage também possa ser adicionado da cultura protetora



HOLDBAC™ YM-
XPM

HOLDBAC™ YM-
XPK

HOLDBAC™  
Listeria dairy

Composição Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum Lactobacillus plantarum

Doses     
(DCU/100 l 
leite)

▪ iogurte, leite fermentado, 
creme ácido : 10-20 DCU      
▪Cottage: 5-10 DCU **

▪Queijos semi-duros e duros –
10 DCU/100 litros
▪ Cottage: 5-10 DCU **

Sob consulta

Modo de 
uso

▪ inocular no mesmo momento 
da adição do cultivo 
principal/”starter”

▪inocular no mesmo momento 
da adição do cultivo 
principal/”starter”

▪ diferentes formas de 
Aplicação - consultar

Linha HOLDBAC™ para produtos lácteos

** Sugestão de que o dressing do cottage também possa ser adicionado da cultura protetora



Perguntas….
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