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RESUMO

AVALIAGCAO DO EFEITO ANTAGONICO DE ESPECIES DE Lactobacillus
SOBRE Escherichia coli 0157:H7 e Listeria monocytogenes. Larissa
Batista Poppi. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pdés-Graduacdao em
Biotecnologia Industrial, Departamento de Biotecnologia, Faculdade de
Engenharia Quimica de Lorena, Orientador: Dr. Ismael Maciel de Mancilha
(Departamento de Biotecnologia. FAENQUIL, CP 116, Lorena, SP, Brasil).
Banca Examinadora: Dr. Ant6nio José P. Ferreira e Dra. Maria das Gragas A.
Felipe. Agosto de 2005.

Os probidticos sdo conhecidos por promover o equilibrio da flora
microbiana intestinal afetando beneficamente o hospedeiro, destacando-se
as bactérias lacticas como seus principais componentes. Entre os efeitos
benéficos se destacam a supressdo de bactérias indesejaveis, bem como a
producdo de substancias antimicrobianas como acido lactico, perdéxido de
hidrogénio e bacteriocinas. O estudo do efeito de microrganismos
probidticos sobre a inibicdo de patégenos é de grande interesse, uma vez
que estas bactérias sdao agentes causadores de toxinfecgdes alimentares,
como Escherichia coli 0157:H7 e Listeria monocytogenes.

No presente trabalho avaliou-se o efeito antagbnico de oito cepas de
Lactobacillus pertencentes as espécies L. casei subsp. pseudoplantarum
(30b e 30c), L. plantarum (11fb, 22c e 41b), L. reuteri (18fa e 19fa), L.
delbrueckii subsp. delbrueckii (17fb) sobre Escherichia coli O157:H7 e
Listeria monocytogenes. Para tanto avaliou-se o efeito das culturas de
Lactobacillus sobre os microrganismos patogénicos utilizando a metodologia
do agar ‘“spot test”. A presenca de substancias antimicrobianas no
sobrenadante foi avaliada acompanhando o crescimento celular dos
patdégenos por turbidimetria quando em contato com os mesmos. Através
da técnica do agar “spot test” verificou-se maior efeito de inibicdo pelas
cepas de Lactobacillus na auséncia de bicarbonato de sddio, sugerindo que
os acidos orgéanicos sao responsaveis pelo efeito. Verificou-se efeito
bacteriostatico sobre os microrganismos patogénicos na presenca dos
sobrenadantes com pH natural de todas as cepas de Lactobacillus e efeito
bactericida dos sobrenadantes das cepas L. reuteri (19fa) e L. delbrueckii
subsp delbrueckii (17fb) e do pool sobre Escherichia coli 0157:H7. Avaliou-
se também o efeito dos sobrenadantes dos cultivos de Lactobacillus sobre
as suspensoes celulares das mesmas, verificando-se que os sobrenadantes
das cepas L. casei subsp. pseudoplantarum (30b e 30c) estimularam e as
demais interferiram negativamente no crescimento das cepas de
Lactobacillus estudadas.




ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTAGONISTIC EFFECT OF LACTOBACILLUS
SPECIES ON ESCHERICHIA COLI O157:H7 AND LISTERIA
MONOCYTOGENES. Larissa Batista Poppi. Master degree Dissertation.
Post-Graduation Program in Industrial Biotechnology. Department of
Biotechnology. Chemical Engineering Faculty of Lorena. Supervisor: Dr.
Ismael Maciel de Mancilha (Department of Biotecnology, FAENQUIL, Lorena,
SP, Brazil). Examining Board: Ismael Maciel de Mancilha (Chair), Dr.
Antonio José Piantino Ferreira and Dra. Maria das Gracas de Almeida Felipe.
August, 2005.

The probiotics are known by promoving the equilibrium of the
microbial intestinal transit, beneficially affecting the host, distinguishing the
lactic bacteria as their main components. The benefic effects such as the
suppression of undesired bacteria and the production of anti-microbial
substances like lactic acid, peroxide of hydrogen and bacterocins are stood
out. The study of the effect of probiotic microorganisms on the inhibition of
pathogenes is highly interesting, once these bacteria, mainly the Escherichia
coli O157:H7 and Listeria monocytogenes, are important agents that cause
alimentary toxic infections.

The present work evaluated the antagonistic effect of eight
Lactobacillus strains belonging to the L. casei subsp. pseudoplantarum (30b
and 30c), L. plantarum (11b, 22c, and 41b), L. reuteri (18fa and 19fa), L.
delbrueckii subsp. delbrueckii (17fb) species on Escherichia coli O157:H7
and Listeria monocytogenes. For this purpose, the effect of the substances
present in the supernatant of Lactobacillus cultures on the pathogenic
microorganisms was evaluated by using the “spot test” agar methodology
and the cell growth of the pathogenes when in contact with the
supernatants was accomplished by turbidimetry.

The highest inhibition effect was caused by the evaluated strains in
the sodium bicarbonate absence, thus suggesting that the organic acids are
responsible for this observed effect. A bacteriostatic effect on pathogenic
microorganisms in the presence of supernatants with natural pH was
verified for all Lactobacillus strains and bactericidal effect on Escherichia coli
0157:H7 was verified in the presence of supernatants of the strains L.
reuteri (19fa), L. delbrueckii subsp delbrueckii (17fb) and pool of eight
species of Lactobacillus. The effect of the supernatants of Lactobacillus
cultures on their cell suspensions was also evaluated, verifying that the
supernatants of L. casei subsp. pseudoplantrum (30b and 30c) stimulated
and the others negatively interfered the cell growth of the evaluated
Lactobacillus strains.
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Introducido

1 INTRODUCAO

O termo probidtico foi proposto por Parker em 1974 para descrever
0S microrganismos vivos cuja acao produzia efeito oposto aqueles exercidos
pelos antibiéticos. De uma maneira geral os probidticos promovem o
equilibrio da flora microbiana intestinal afetando beneficamente o
hospedeiro, destacando-se as bactérias lacticas como seus principais
componentes, que também sdo constituintes da microbiota normal do

homem e outros animais.

Nas ultimas décadas, varias pesquisas vém sendo desenvolvidas
buscando elucidar o mecanismo de acdo das bactérias lacticas, consideradas
GRAS, no organismo hospedeiro. Os efeitos descritos até o momento
compreendem a supressao de bactérias e virus indesejaveis; estimulacdo da
imunidade local e sistémica; alteracdo da atividade metabdlica microbiana
intestinal; producdao de substédncias antibacterianas como acido lactico,
peroxido de hidrogénio e bacteriocinas; competicao por sitios de adesao;
promocao da producdo de muco intestinal e competicdo por nutrientes.

O estudo do efeito causado por probidticos sobre a inibicdo de
patégenos é de grande interesse, uma vez que, tais bactérias sao
importantes agentes causadores de doencas do trato gastrintestinal. Dentre
0s microrganismos patogénicos de importancia, no tocante a seguranca
alimentar, Escherichia coli desempenha papel importante na veiculagao de
doencas, que poderao apresentar-se agravadas, em funcao da cepa
envolvida. Varios surtos de toxinfeccdo alimentar envolvendo
principalmente o consumo de carne mal cozida, tém sido registrados,
apontando E. coli como principal agente etiolégico.

Escherichia coli 0157:H7 pertence ao grupo EHEC
(enterohemorragicas), que apresenta caracteristica peculiar quanto ao tipo
de sintomas desencadeados por sua agao, manifestando-se sob a forma de
diarréia sanguinolenta nos individuos acometidos e progredindo para
quadros mais graves, como, colite hemorragica e sindrome urémica
hemolitica.

A carne bovina é uma das principais fontes potenciais de E. coli

0O157:H7, uma vez que o trato intestinal desses ruminantes é tido como
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reservatorio desta bactéria. Isto constitui-se num grave problema em
frigorificos, pois a contaminacao da carne pode ocorrer durante o abate do
animal, comprometendo todo o processo. Em estudo recente, pesquisadores
verificaram que animais tratados com probidticos, exibiram uma diminuicdo
nos niveis de E. coli 0157:H7 na ordem de 50 a 60%.

Listeria monocytogenes, agente causador da listeriose, é de grande
importancia para a industria alimenticia, pois esta bactéria é capaz de
proliferar-se em ambientes refrigerados, condicdes que normalmente sao
estocados os alimentos. Os individuos acometidos por listeriose podem
contrair infeccdo intra-uterina, meningite e septicemia. A incidéncia da
listeriose é baixa, mas especial atencdo tem sido dada devido sua alta taxa
de mortalidade e seqielas deixadas nos individuos, tendo em vista que esta
infeccao afeta o sistema nervoso central.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito antagdnico de
bactérias lacticas, que apresentam propriedades probidticas, sobre bactérias
patogénicas, em particular Escherichia coli 0157:H7 e Listeria

monocytogenes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microbiota intestinal

Antes de nascer o feto é estéril, porém com o nascimento ocorre um
final abrupto desta esterilidade e a colonizacdo microbiana comecga
imediatamente apdés o0 nascimento. Ocorre uma transferéncia de
microrganismos natural a crianca através da vagina materna e depois estes
microrganismos sao adquiridos do meio ambiente. Na fase adulta a
microbiota intestinal é relativamente estavel, entretanto em individuos
idosos ocorre uma desestabilidade desta microbiota (GILL, 2003).

A microbiota normal do intestino atua como um mecanismo de defesa
do individuo, ainda pouco explorado. Apesar das bactérias estarem
distribuidas por todo o intestino, a maior concentracdo de microrganismos
e, consequentemente maior atividade metabdlica é encontrada no intestino
grosso, sendo que mais de 500 espécies podem ser encontradas neste
ambiente em um adulto humano (ISOULARI et al., 2004). Esses
microrganismos convivem em relagdes simbidticas ou antagonicas,
crescendo a partir dos alimentos que sao ingeridos ou das secregdes do
trato gastrintestinal do hospedeiro (MITSUOKA, 1992).

De acordo com ADLERBERTH et al., (2000) a microbiota desempenha
uma funcdao importante que € a protecao contra a entrada de
microrganismos indesejaveis no organismo. Estudos tém demonstrado que
animais sem germes sao mais susceptiveis as infeccbes, portanto a
microbiota intestinal é considerada um importante constituinte de defesa da
mucosa. Esta observacao é conhecida como resisténcia a colonizacao tendo
em vista que as bactérias da mucosa intestinal competem pelos mesmos
sitios de ligacdo que as bactérias patogénicas, metabolizam os mesmos
nutrientes e produzem compostos inibidores para o crescimento de
patégenos ou impedem a entrada de bactérias transientes que nao
participam da microbiota intestinal.

ISOULARI (2004) mencionou que a interacdo entre bactéria e mucosa
inata e sistema imune adaptado fornece uma base para a compreensao da

funcdo da microbiota intestinal em alcancar um organismo livre de
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enfermidades, mesmo este sendo desafiado com a presenca constante no
limen intestinal de uma grande quantidade de antigenos provenientes de
alimentos e microrganismos.

A importancia da microbiota intestinal tem atraido muito interesse
nos ultimos anos, principalmente com respeito a diferentes maneiras que
esta pode ser manipulada para melhorar a salde. Os probidticos sdo
suplementos que contém microrganimos vivos que podem mudar tanto a
composicao como a atividade metabdlica da microbiota, ou modular a
reatividade do sistema imune de uma maneira benéfica (MACFARLANE &
CUMMINGS, 2002).

MITSUOKA (1992) relatou que em diferentes regides do trato
gastrintestinal estao presentes grupos especificos de microrganismos, que
sao capazes de produzir uma grande variedade de compostos que
apresentam diferentes efeitos na fisiologia intestinal, assim como outras
influéncias sistémicas. De acordo com este autor podem ser produzidas
também varias enzimas, que podem atuar metabolicamente no intestino e
na conversao de substdncias em compostos que podem ser benéficos ou
nocivos ao hospedeiro. Esses compostos podem afetar a nutricao, a
fisiologia, a eficacia de drogas, a carcinogénese, o processo de
envelhecimento, assim como a resisténcia do hospedeiro a infecgao além de
alguns poderem causar doencas.

As bactérias nocivas podem formar compostos téxicos para o
hospedeiro destacando-se as substancias putrefativas (amonia, H,S,
aminas, fenol, indol e outros) e acidos biliares secundarios. Essas
substancias podem prejudicar o intestino diretamente e sdo também
parcialmente absorvidas, contribuindo ao longo da vida do hospedeiro, para
o processo de envelhecimento, cancer e outros problemas geriatricos
(MITSUOKA, 1992).




Revisdo Bibliografica

2.2 Microrganismos Patogénicos

2.2.1 Escherichia coli 0157:H7

Dentre as diversas espécies de microrganismos patogénicos
Escherichia coli, pertencente ao grupo das Enterobactérias, é capaz de
produzir potentes toxinas, dentre elas a “Shiga-like” que causa danos a
parede do intestino.

O género Escherichia compreende seis espécies: E. coli, E.
adecarboxylata, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris e E. blattae. E. coli
classificada como bastonete Gram negativo é o organismo aerdbio mais
comum no trato gastrintestinal dos homens e de muitos outros animais e
sua presenca em alimentos e agua é indicadora de poluicdo fecal (KUNTZ,
1999).

Contudo em anos recentes E. coli tem sido reconhecida como uma
espécie patogénica causadora de doencas intestinais. Existem as E. coli:
Enteropatogénicas (EPEC), Enterotoxigénicas (ETEC), Enteroenvasivas
(EIEC), Enterohemorragicas (EHEC), Enteroaderentes-agregadas (EA-
AggEC), sendo que E. coli enterohemorragica é causadora de dois tipos de
enfermidades graves: colite hemorragica e sindrome urémica hemolitica
(HUS) (VARNAM e EVANS, 1991, KUNTZ, 1999).

Segundo PADHYE & DOYLE (1992) a colite hemorragica apresenta um
periodo de incubacdo de 3 a 4 dias, mas em idosos pode durar até 8 dias e
em criancas canadenses houve casos com duracao de 1 a 14 dias. Os
primeiros sintomas sdao fortes dores abdominais, diarréia, vOmitos e
nauseas, seguidos de diarréia sanguinolenta por um ou dois dias. O
individuo contaminado pode apresentar quadro febril nos primeiros dias,
mas nem sempre esse sintoma se manifesta. A diarréia sanguinolenta é
caracteristica das espécies enterohemorragicas e associada principalmente
ao sorotipo O157:H7.

A sindrome urémica hemolitica (HUS) se manifesta inicialmente com
diarréia seqguida de anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e
falha renal aguda. A HUS pode causar problemas neurolégicos e quando

associada ao sorotipo O157:H7 pode provocar diarréia sanguinolenta e
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febre alta. Os principais riscos das complicacdes sistémicas estdo associados
a toxina Shiga-like (LIOR, 1993).

Escherichia coli O157:H7 possui trés diferentes fatores virulentos,
que parecem desempenhar papel crucial na patogénese. O primeiro é a
producdo da toxina citotoxica “Shiga-like” (SLT I e II), o segundo é a
producdo de hemolisina a qual esta relacionada com a alfa hemolisina de
outras espécies de Escherichia e o Ultimo é a capacidade que esta bactéria
tem de aderir-se e colonizar a superficie intestinal. A fixacdo na superficie
da mucosa previne a perda da bactéria por peristaltismo e promove um
aumento na concentracdo toxinas liberadas pela célula (KUNTZ, 1999).

E. coli O157:H7 foi isolada pela primeira vez em 1975 de uma mulher
californiana que apresentou diarréia sanguinolenta intensa (RILEY,et al.
1983). Esta bactéria foi responsavel por varios surtos, destacando-se dentre
esses um de mais de 500 individuos contaminados, incluindo 4 mortos no
noroeste dos Estados Unidos (GRIFFIN et al., 1991; DOYLE, 1991; PADHYE
et al., 1992). Outros surtos menores aconteceram nos estados da
Califérnia, Nevada e Idaho (TARR, 1993). No Canada também se registrou
histérico de surtos provocados pela ingestdo de E. coli 0157:H7 (GRIFFIN et
al., 1993).

As caracteristicas especificas de E. coli 0157:H7 permitem a facil
disseminacdo desta bactéria, como sobrevivéncia em valores de pH
menores que 2 em temperaturas menores que 5°C e dose infectante muito
baixa, associada ao consumo de menos de 50 células (KUNTZ, 1999,
CLEARY, 2004).

As doencas causadas por E. coli O157:H7 estao relacionadas ao
consumo de carnes mal cozidas, leite, agua, maca e maionese (GRIFFIN et
al., 1991; LIOR, 1993; MADDEN, 1993; RICE,1993). A contaminacdo se da
pelo contato entre pessoas, adgua de piscinas e lagos quando se banham
nestes locais contaminados (GRIFFIN et al., 1991). Em estudos conduzidos
por CLEARY (2004) verificou-se que quando uma crianca esta infectada,
outros membros da mesma familia adoecem ou ficam colonizados. DENG et
al., 1998 verificaram que E. coli 0157:H7 é encontrada em maiores
quantidades quando o pH dos alimentos é alto e KUDVA et al., 1996

relacionou a incidéncia de E. coli 0157:H7 com a variacdo do clima,
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constatando maior incidéncia em climas quentes, sendo que nos Estados
Unidos, nos meses de junho a novembro, esta incidéncia é 31% maior que
nos demais meses do ano .

No Brasil, no estado do Rio de Janeiro, em pesquisa realizada por
CERQUEIRA et al., (1999), se isolou pela primeira vez Escherichia coli
0157:H7, quando 197 amostras de reto bovino foram analisadas. As
amostras provenientes de gado de leite, gado de corte e de abatedouro
foram utilizadas para a deteccdo de E. coli produtoras da toxina “Shiga-
like”, sendo encontrada uma incidéncia de 71% nas amostras. Trés
amostras, sendo uma isolada de gado de corte e duas de gado leiteiro
foram positivas para E. coli 0157:H7, sendo reportado pela primeira vez o
isolamento dessa bactéria em nosso pais.

Para se determinar a ocorréncia, sorotipos e viruléncia de cepas de
Escherichia coli produtoras da toxina “Shiga-like” (STEC), 153 amostras de
fezes de gado de 6 fazendas no estado de Sdo Paulo foram analisadas.
Encontrou-se 202 cepas de STEC, sendo que a porcentagem minima de
contaminacdo foi de 3,8 e a maxima de 84,6%, dependendo da fazenda
analisada, sendo que dentre estas, somente duas cepas de Escherichia coli
0157:H7 (0,6%) foram isoladas e ndo apresentaram atividade citotdxica
(IRINO, 2005).

A temperatura 6tima de crescimento da E. coli é de 37°C, podendo
variar de 4 a 449C, sendo que E. coli 0157:H7 é capaz de sobreviver em
carne moida por nove meses a uma temperatura de -20°C. Este sorotipo é
caracterizado por nao ser capaz de fermentar sorbitol em 24 horas (MENG
et al., 1994).

A progressao dos sintomas da colite hemorragica e HUS ndo podem
ser prevenidas, e experimentos “in vitro” sugerem que os antibidticos
aumentam a producdo das toxinas pelas bactérias enterohemorragicas,
podendo agravar os casos (KUNTZ, 1999; CLEARY, 2004).

2.2.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes, agente causador da |listeriose, foi

reconhecida como patdégeno animal em 1924 em Cambridge por Murray
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(MENA et al., 2004 e MCLAUCHLIN et al., 2004), mas em 1980 com o
aumento da ocorréncia desta doenca, que pode ser fatal, o interesse por
esse microrganismo se renovou (BARBALHO et al., 2005; MCLAUCHLIN et
al., 2004).

O género Listeria compreende seis espécies: L. monocytogenes, L.
ivanovii, L. grayi, L. seeligeri, L. innocua e L. welshimeri (BELL &
KYRIAKIDES, 1998). Todas as espécies de Listeria sdao amplamente
distribuidas na natureza e tém sido isoladas do solo, vegetacdao, esgoto,
agua, alimentagdo animal, carnes frescas e congeladas incluindo a de aves,
e fezes de animais saudaveis incluindo o homem (MCLAUCHLIN et al.,
2004).

Dentre os alimentos que veiculam estas espécies de microrganismos
destacam-se carnes cruas ou congeladas de boi, porco e aves, leite e
derivados, produtos marinhos, frutas e outros vegetais (OKUTAMI et al.,
2004, LIN & CHOU, 2004).

Listeria ~monocytogenes ¢é um microrganismo Gram-positivo,
anaerdbio facultativo, podendo crescer em pH que varia de 4,1 a 9,2 e a
temperaturas de 1 a 45°C (MURPHY et al., 2004; LIN & CHOU, 2004). Essa
bactéria também ¢é capaz de sobreviver e proliferar-se em alimentos
refrigerados, embalados a vacuo, em atmosfera modificada e em ambientes
com pouca quantidade de agua; medidas comumente utilizadas como
técnicas de conservacdao de alimentos. O numero de bactérias nestes
alimentos pode aumentar de 100 células/grama, que é a maior dose aceita
para pessoas saudaveis, para mais de 10* células/grama, num periodo de 3
a 4 semanas, que é o tempo de vida de prateleira de muitos produtos,
como a carne. Produtos congelados prontos para consumo, que sao
estocados sob refrigeracao por 10-15 dias, representam um grande risco
para se contrair listeriose, quando consumidos sem o devido aquecimento
para a eliminacdo das células bacterianas (GUDBJORNSDOTTIR et al.,
2003).

Também foi reportado por GUDBIORNSDOTTIR et al., (2003) que
Listeria monocytogenes apresenta um curto tempo de geragao em produtos
marinhos (pH 6,1-7,6) quando comparado a produtos carneos (pH 5,1-6,2).

Isto se deve, em parte, ao pH dos produtos marinhos ser préximo ao ideal
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para o crescimento de Listeria monocytogenes, que ocorre melhor em pH
proximo do neutro.

Em adultos a listeriose pode ocorrer na forma invasiva ou nao
invasiva. Os sintomas iniciais sao parecidos com os da gripe (febre, fadiga,
mal-estar, nausea, cdlicas, vomitos e diarréia) e a listeriose invasiva em
adultos é caracterizada por septicemia e meningite (WALLS & BUCHANAN,
2005). Mulheres gravidas acometidas por listeriose podem apresentar no
feto infeccdo sistémica grave e na forma invasiva pode ocorrer aborto
espontaneo. Em adultos e jovens, a doenca se apresenta principalmente
como septicemia ou infeccao do sistema nervoso central (MCLAUCHLIN et
al. 2004). Estao mais susceptiveis a infeccdo, além de gravidas, recém-
nascidos, idosos e pessoas com o sistema imune comprometido (WAARD et
al., 2002; WALLS & BUCHANAN, 2005).

A maioria dos casos de listeriose em adultos e jovens ocorre entre
imunossuprimidos, pacientes submetidos a terapia com esterdides ou
citotoxicos ou ainda com neoplasmas malignos. Outro grupo de risco inclui
pacientes com AIDS, diabéticos, individuos com valvulas no coracao,
alcodlatras e acometidos por cirrose. Listeriose cutdnea e ocular podem
ocorrer, especialmente depois do contato com o animal ou material
infectado, podendo resultar em séria infeccao sistémica (MCLAUCHLIN et
al., 2004).

Enquanto a incidéncia de listeriose em humanos ¢é baixa (2-
15/milhdao) a mortalidade é estimada entre 20-40%, e os sobreviventes,
particularmente aqueles que apresentaram alteragcdo no sistema nervoso
central, podem desenvolver sequelas (MCLAUCHLIN et al., 2004; MENA et
al., 2004). No entanto, o numero de incidéncias pode ser alterado se
levarmos em consideracao os estudos realizados por MCLAUCHLIN et al.,
(2004) nos quais relataram que muitos casos de listeriose nao sao
diagnosticados porque as devidas analises microbioldégicas ndao sao
efetuadas. Os autores afirmam que alguns casos sé sdao diagnosticados por
necropsia, que ndo é realizada em todos os pacientes, que fetos perdidos no
inicio da gestacdo sdo raramente investigados, assim como individuos
acometidos por diarréia febril. Geralmente estes casos quando sdo

diagnosticados ndo sdo comunicados aos 6rgdos especializados.
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No Brasil, em estudo realizado por BARBALHO et al., (2005) foram
encontradas amostras contaminadas por Listeria monocytogenes em
indUstrias de beneficiamento de aves. Esse contaminante foi observado em
carcaga de frango e nas maos e luvas dos trabalhadores em diferentes
etapas do processo.

HOFER et al., (2000) utilizando técnicas fenotipicas, caracterizaram
espécies e sorotipos de 3112 isolados de Listeria de diferentes origens de
infeccdo, em humanos (7,9%) e animais (7,6%), como também de varios
veiculos, como alimentos (74,8%) e meio ambiente (9,55) e em diferentes
regides do Brasil coletados no periodo de 1971 a 1997. Os resultados
revelaram que 24,8% das cepas isoladas foram identificadas como Listeria
monocytogenes, sendo 95,9% de origem humana, 40,2% de origem
animal, 12,3% de alimentos e 19,9% do meio ambiente.

A incidéncia de Listeria monocytogenes em alimentos e sua alta taxa
de mortalidade tém contribuido para que esse patdégeno seja considerado
um risco para a saude publica (MENA et al., 2004).

Um elevado numero de estudos referentes a medidas para se avaliar
os alimentos, prevenir a contaminagdao por Listeria monocytogenes e
prevenir o crescimento desta em alimentos prontos para consumo indicam
que se deve: a) adequar embalagens com tratamentos listericidas, b)
reduzir o tempo de prateleira e/ou c) usar microrganismos competitivos
para minimizar o crescimento da bactéria patogénica (WALLS & BUCHANAN,
2005).

2.3 Probioéticos

2.3.1 Definicao e Composicao

A palavra probidtico, pro (a favor) e bio (vida), foi citada pela
primeira vez por Lilley and Stiwell em 1965 caracterizando substancias
secretadas por um microrganismo, as quais estimulavam o crescimento de
outro. Porém, Metchnikoff no inicio do século passado ja havia notado efeito
benéfico em individuos que consumiam iogurte contendo lactobacilos
(FULLER, 1992a; VANBELLE et al., 1990).
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A definicao de probidtico tem sofrido alteragdes conforme os avancos
alcangcados nas pesquisas. Em 1974 Parker reformulou o conceito de
probidticos como sendo organismos e substancias que contribuem para o
equilibrio microbiano intestinal. As bactérias probidticas também foram
definidas como bactérias viaveis, em cultura Unica ou mista, afetando
beneficamente o hospedeiro em razdao de promover a melhora das
propriedades da microflora indigena (DONOHUE et al., 1998, HAVENAAR &
VELD, 1992). Entretanto GUARNER & SCHAAFSMA (1998) definiram
probidtico como microrganismos vivos, que ingeridos em certa quantidade,
exercem efeito benéfico no hospedeiro além da nutricao basica inerente, a
qual tem recebido grande aceitacdo no meio cientifico.

Os principais microrganismos que apresentam propriedades
probiodticas sdao as bactérias lacticas que apresentam algumas caracteristicas
comuns, a saber: sao Gram positivas, normalmente catalase negativa,
asporogénicas, desprovidas de flagelos, possuindo forma bacilar ou
cocobacilar, e produtoras de acido lactico (FERREIRA, 2003, GOMES et al.,
1999). As bactérias lacticas, através da fermentagao, transformam alguns
aclcares especialmente a lactose, em acidos orgéanicos tais como Aacidos
lactico e acético.

De acordo com FERREIRA (2003) o termo “bactéria acido lactica”
inclui atualmente 15 géneros: Aerococcus, Atopobium, Bifidobacterium,
Brochothrix, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetrogenococcus,
Vagococcus, Weissella. Os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sao
correntemente utilizados em preparagoes probidticas em nivel tecnoldgico
sendo nao patogénicas e consideradas como GRAS (Generally Reconised As
Safe) (GOMES et al., 1999).

No tocante as leveduras, em algumas espécies ndao patogénicas do
género Saccharomyces, tem sido observado estimulagdo do crescimento de
outros microrganismos, incluindo bactérias lacticas; por fornecer
metabolitos essenciais como piruvato, aminoacidos e vitaminas. Tém sido
reportado (JESPERSEN, 2003) que Saccharomyces cerevisiae, bem como
outras espécies de leveduras sao pectinase ativas, que desempenham um

papel importante na disponibilizacao de substratos para outros
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microrganismos e consequentemente a degradacdao de moléculas
complexas.

Segundo JESPERSEN (2003), as leveduras do género Saccharomyces
tém demonstrado efeito probidtico. Em experimentos clinicos estas
mostraram ser efetivas contra gastroenterites agudas infantis e diarréia
seguida de tratamento com antibidticos e possuir efeito de inibicdo sobre
Candida albicans, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri e Clostridium
difficile, bem como ser capaz de modular o sistema imune estimulando a
producao de IgA e o sistema de fagocitose em camundogos (RODRIGUES et
al., 2000).

As espécies mais pesquisadas incluem Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces boulardii, mas outras menos comuns tais como
Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica,
Issatchenkia orientalis também apresentam propriedades probidticas (MAIA
et al., 2001; LARA-FLORES et al., 2003; COSTALOS et al., 2003).

Segundo FULLER, (1992b) os produtos probidticos devem conter uma
ou mais linhagens de microrganismos e oferecidos aos animais na forma de
pd, capsulas, tabletes, granulos ou pasta. Podem ser administrados por
insercdo direta na boca, na dieta ou dgua dos animais.

As preparacdes probidticas podem conter uma ou mais espécies de
microrganismos e sdo definidas como cepa Unica (que contém somente uma
cepa de certa espécie), multicepas (que contém mais de uma cepa da
mesma espécie ou pelo menos do mesmo género) ou multiespécies (que
contém cepas de diferentes espécies pertencentes a géneros diferentes)
(TIMMERMAN et al., 2004).

Para que exerca a fungdo desejada deve-se escolher cuidadosamente
a cepa a ser utilizada e as bactérias devem possuir determinadas
caracteristicas, tais como a capacidade de passar pelo trato gastrico sem
perder suas fungdes, atingindo a mucosa intestinal, onde desempenharao o
papel benéfico interferindo no desenvolvimento de microrganismos
patogénicos no trato intestinal do hospedeiro (FULLER, 1992b).

FULLER (1992b) também afirmou que um probidtico se mostra
adequado quando existe a possibilidade de prepara-lo e estoca-lo como

produto vidvel em escala industrial, tendo assim que permanecer viavel e
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estavel por um longo periodo. O probidtico também deve sobreviver, ndo
necessariamente crescer, no intestino e produzir efeito benéfico ao
hospedeiro.

Segundo FIORAMONTI et al., (2003) e MACFARLANE et al., (2002) no
processo de selecao das cepas de microrganismos com fungdo probidtica
deve-se considerar alguns parametros importantes tais como:

e Ser totalmente seguro ao hospedeiro (ndo-patogénica e ndo-tdxica);

e Ser resistente a acidez gastrica e as secrecdes pancreaticas;

¢ Aderir as células epiteliais;

e Garantir protecao contra microrganismos patogénicos através do
processo de exclusao competitiva;

e Secretar substancias inibidoras como acidos;

¢ Resistir aos antibioticos;

e Tolerar aos aditivos alimentares;

e Ser estavel nos alimentos;

e Contribuir para a nutricao do hospedeiro, como, por exemplo,
produzir vitaminas.

Para a demonstracdo da atividade probidtica de certas cepas de
microrganismos estudos com humanos devem ser realizados (duplo-cego,
controle com placebo). Estudos “in vitro” ou com animais como teste de
resisténcia aos sais biliares, adesdao a mucosa intestinal, efeitos das células
imunocompetentes ou antimutagénicas, sao muito Uteis na pré-selecao das
cepas, porém deve ser demonstrada a eficdcia em humanos (GUARNER &
SCHAAFSMA, 1998).

Segundo MOTTET & MICHETTI (2005) para assegurar qualidade e
confianca no uso de probidticos em humanos, foram publicados pela unido
entre FAO (Food and Agriculture Organization) e WHO (World Health
Organization) alguns critérios € normas de extrema relevancia que incluem:
a) identificacdo do género e cepa por métodos aceitos internacionalmente
como hibridizagdo DNA-DNA ou seqliéncia do DNA codificando 16SrRNA e
identificacao da cepa por eletroforese; b) os produtos devem conter rotulos
estipulando o género, espécie e cepa, quantidade (numero viavel de cada
cepa probidtica), formulacdo (liquido, pd, micro-encapsulado, bactéria

revestida), condicbes de estocagem, indicacdo da quantidade minima para
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ingestdo diaria para conferir o efeito benéfico e o nivel de comprovacao do
efeito benéfico; c) testes de seguranca incluindo a de resisténcia a
antibioticos, producao de toxinas, atividade hemolitica, a de infeccdao em
modelos animais imunosuprimidos, bem como registrar efeitos nos
consumidores e d) ter os beneficios avaliados em experimentos

aleatorizados prospectivos duplo-cego com controle ao acaso.

2.3.2 Mecanismos de Acao

Desde os anos 90 um grande numero de estudos tém reportado e
sustentado que a nossa saude pode ser afetada pelo consumo diario de
bactérias especificas, como os probidticos, considerados uma das categorias
de maior sucesso entre os alimentos funcionais (SAXELIN et al., 2005).

Os probidticos podem ser considerados como uma maneira original
para fornecer constituintes ativos contra alvos no trato gastrintestinal.
Probidticos naturais ou geneticamente modificados sdao as origens destes
constituintes, agindo também como vetores, protegendo a atividade do
acido no estdbmago e atuando nos sitios do intestino onde serdo ativos
(MARTEAU et al., 2002).

Os probidticos atuam afetando o sistema imune, reforcando a
barreira da mucosa, por exclusao competitiva e suprimindo as inflamacodes
intestinais segundo SAXELIN et al., (2005).

De acordo com diversos autores (VANBELLE et al., 1990; HAVENAAR
et al.,, 1992; LINK-AMSTER et al., 1994; ISOLAURI et al., 1998;
OUWEHAND, 1998; NICOLI et al.,, 2003) o mecanismo de acao dos
probidticos ainda ndo esta totalmente esclarecido, no entanto, as pesquisas
desenvolvidas visando seu esclarecimento sugerem os seguintes efeitos:

e Probidticos inibem a proliferacdo de bactérias patogénicas pela
producdo de acidos organicos e substancias antibiéticas, ou pela reducao do
pH;

e Produzem H,0, e previnem a adesao de bactérias patogénicas;

e Produzem metabdlitos capazes de neutralizar toxinas bacterianas in

situ ou pela inibicao de sua producgao;
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e Produzem enzimas que auxiliam na digestao e utilizagdao dos
alimentos, ou promove a detoxificagcao resultante da presenca de
metabdlitos produzidos pela flora intestinal;

e Estimulam o sistema imunoldgico;

e Produzem vitaminas e aumentam a atividade celular no tocante a
sintese de lactase, sacarase e maltase;

e Proliferam-se no trato digestivo do hospedeiro e competem com as
bactérias patogénicas;

e Reduzem o catabolismo microbiano, promovendo melhor equilibrio da
flora microbiana tendo como conseqiéncia a redugdo na producdo e
adsorcao de substancias como amoénia e aminas;

e Garante melhor protecdo pelos sais biliares e acidos graxos contra a
sua biotransformacdo em produtos nocivos e téxicos a salde do hospedeiro.

Segundo revisao reportada por MERCENIER et al., (2003) os
probiodticos, considerados alimentos funcionais, apresentam também efeitos
benéficos ao hospedeiro no tocante a:

e Intolerancia a lactose

e Influéncia positiva na microflora intestinal

e Prevencao de infecgdes no trato intestinal

e Melhora do sistema imune

e Reducdo de reacdes inflamatoérias e alérgicas

e Efeito anticarcinogénico

e Efeito hipocolesterolémico

e Efeito antihipertensivo

e Reducao de infecgOes urogenitais

¢ Prevencao ou inibicdo de infeccao causada por Helicobacter pylori

e Sensacao de bem-estar
2.4 Exclusao competitiva
A microbiota intestinal contribui na protecao do hospedeiro contra

patdégenos exdgenos, prevenindo o estabelecimento desses microrganismos

no trato gastrointestinal. Waaij em 1971 caracterizou esse efeito como
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resisténcia a colonizacdo e Lloyd em 1977 como exclusdo competitiva
(HAVENAAR & VELD 1992).

Segundo SERVIN et al., (2003), KALANTZOPOULQOS (1997) e JIN et
al., (1996) as bactérias lacticas apresentam grande efeito inibitorio sobre o
crescimento e a producdo de toxinas de muitas outras espécies de
bactérias. Esta atividade antagbnica pode ser resultado de competicdo por
nutrientes; diminuicdo do potencial redutor; producao de acido lactico e
acido acético, resultando num decréscimo de pH. Outras propriedades
incluem a producao de compostos inibidores como peréxido de hidrogénio;
diéxido de carbono e diacetil; producdo de compostos antimicrobianos,
como bacteriocinas e antibidticos; destruicao de estruturas moleculares
basicas dos acidos nucléicos e proteinas celulares; adesdao as células da
mucosa e epitélio do intestino.

Os agentes antimicrobianos sdo definidos como substancias que
matam ou previnem o crescimento de microrganismos. As denominacgdes
bactericida, fungicida, viricida indicam o tipo de microrganismo destruido e
bacteriostatico se refere aos agentes que apenas inibem o crescimento das
bactérias, bem como fungiostatico, dos fungos (PELCZAR et al., 2003).

Em estudo realizado por GAGNON et al., (2004) com espécies de
bifidobactéria de origem humana, foi verificado, utilizando o método do
“spot test”, atividade antagOnica desta espécie sobre Escherichia coli
0157:H7. Os autores sugeriram que a acao antagonica se deve a producao
de acidos tais como lactico, pois quando bicarbonato foi adicionado ao agar,
ocorreu uma consideravel reducao na atividade de inibicdo. Neste mesmo
estudo os autores avaliaram também a aderéncia de bifidobactéria as
células Caco-2, verificando boa adesdao e alto potencial em reduzir
Escherichia coli 0157:H7. Contudo o mecanismo pelo qual bifidobactérias
inibem a adesdao de patdgenos as células humanas “in vitro” ndo foi
totalmente esclarecido.

Seis espécies de bifidobactérias isoladas de fezes de criangas
mostraram eficaz efeito antagonico sobre Listeria monocytogenes “in vitro”.
Contudo os sobrenadantes neutralizados de culturas de bifidobactérias
apresentaram baixa inibicdo sobre o microrganismo patogénico testado. Os

sobrenadantes foram concentrados 10 vezes e testados quanto ao seu
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efeito inibitério. Os resultados demonstraram que dos seis sobrenadantes
testados, trés foram capazes de inibir o crescimento de L. monocytogenes,
indicando que os sobrenantes nao concentrados apresentavam baixa
concentragdo de compostos inibidores. Os autores reportaram que o
mecanismo de acdo de bifidobactérias sobre L. monocytogenes nao esta
totalmente esclarecido, mas é independente do pH, e o aquecimento do
sobrenadante nao interfere no seu modo de agdao. Por outro lado, os
sobrenadantes quando tratados com as enzimas tripsina, proteinase K e
pronase E tiveram o efeito antagdnico completamente eliminado (TOURE et
al., 2003).

CHAVEERACH et al., (2004) demonstraram que Lactobacillus (P93)
possui propriedades de inibicdo sobre espécies de Campylobacter, sugerindo
que este efeito antagoOnico se deve a combinacdao de acidos organicos e a
producao de peptideos que apresentam agdo antimicrobiana.

LEE (2005) comparou a capacidade fermentativa de cepas de
Lactobacillus isoladas e em culturas mistas em batelada. O estudo foi
realizado em meio MRS com as seguintes espécies de Lactobacillus, L.
delbruecki supb. lactis (ATCC 12315), L. casei (NRRL-B1445), L. delbruecki
(NRRL-B445), L. helveticus (NRRL-B1937) e L. casei (NRRL-B1922) e
analisou crescimento celular, utilizacdo de glicose, sintese de acido lactico e
producdao de aminodacidos. Os resultados mostraram que a cepa B-1445 foi
a melhor produtora de acido lactico, quando cultivadas isoladamente. Foi
verificado um efeito benéfico quando todas as cepas de Lactobacillus foram
cultivadas no mesmo meio com relacdao a producdo de acido lactico. O
rendimento na producgdo de acido lactico em relagdo ao consumo de glicose
foi de 85,8% para a cepa B-1445 e 95% para a cultura mista, sendo a
velocidade de produgdao maior para a cultura mista, indicando uma
interacao sinérgica entre estas cepas para a producao de acido lactico.

JIN et al., (1996) estudaram a capacidade de Lactobacillus, isolados
do intestino de aves, em inibir microrganismos patogénicos, incluindo cinco
do género Salmonela e trés sorotipos de Escherichia coli. Os resultados
mostraram que os 12 isolados de Lactobacillus foram capazes de inibir o
crescimento dos patdgenos testados em graus varidveis. Os autores

salientaram que os Lactobacillus ndao sé se fixam no epitélio intestinal e
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bloqueiam os sitios de aderéncia onde os patdgenos poderiam estar
aderidos, mas também os inibem pela producdo de substancias que
interferem no crescimento dos mesmos no intestino, como os &acidos
organicos. Observou-se também que peréxido de hidrogénio ou
bacteriocinas ndo causaram efeito inibitério, pois quando testados na
presenca de catalase e tripsina ou pronase, respectivamente, o efeito
antagobnico do sobrenadante ndo se mostrou alterado. Portanto, concluiram
os autores, que o efeito de inibicao observado pode ter sido causado
somente pela producgdo de acidos organicos.

Na Universidade do Alabama nos EUA foi realizada uma pesquisa
utilizando carneiros e microrganismos probidticos. Avaliou-se o efeito de L.
acidophilus, S. faecium, uma mistura de L. acidophilus e S. faecium e uma
mistura de L. acidophilus, S. faecium, L. casei, L. fermentum e L.
plantarum, administradas na dieta dos animais sobre Escherichia coli
0157:H7 presente nas fezes. Os resultados mostraram que a mistura
contendo L. acidophilus, S. faecium, L. casei, L. fermentum e L. plantarum
foi a que melhor reduziu a populagdao de E. coli O157:H7. Segundo os
autores, a reducdao do numero de E. coli 0157:H7 pode ter ocorrido devido
a fixacdo de bactérias probidticas no trato gastrointestinal, promovendo a
secrecdo de metabdlitos inibitéorios a E. coli 0157:H7. O melhor
desempenho zootécnico foi observado quando os animais foram
alimentados com a cultura mista de cinco microrganismos probioticos, o que
pode ter repercutido favoravelmente no balanco da microbiota do intestino
resultando na reducdo de microrganismos patogénicos. Contudo este
mecanismo de acao deve ser elucidado (LEMA et al., 2001).

SHU et al., (2002) estudaram o efeito de Lactobacillus rhamnosus
HNOO1 sobre Escherichia coli O157:H7 in vivo, utilizando camundongos,
onde os animais foram primeiramente alimentados com os probidticos e
posteriormente infectados com o patdgeno. Os resultados demonstraram
gue a alimentacdo dos animais com L. rhamnosus reduziu a incidéncia de E.
coli O157:H7, sugerindo que essa redugdao pode estar associada com o
aumento da resposta imune humoral e celular dos animais. Os autores
observaram também uma alta fagocitose no grupo de animais que recebeu

o probiotico, quando comparado com o controle.
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FERNANDEZ et al., (2003) avaliaram o efeito antagénico de duas
cepas de Lactobacillus (L. gasseri e L. acidophilus) e verificaram que estas
eram capazes de inibir Clostridium, Campylobacter e Listeria devido a
producdo de acidos organicos, principalmente o acido lactico, utilizando a
metodologia do agar “spot test”.

PEREIRA et al., (2004) estudando o potencial probidtico de
Lactobacillus plantarum e de Lactobacillus fermentum verificaram que essas
espécies inibiram as cepas EPEC e ETEC de Escherichia coli. Segundo os
autores essa inibicao pode ter sido provocada pela agao de bacteriocinas,
pois utilizou-se uma metodologia na qual o pH se manteve constante,
eliminando assim o efeito de acidificacdo do meio, devido a producao de
acidos; contudo o exato mecanismo pelo qual os lactobacilos inibiram os
patdgenos nao puderam ser elucidados. Neste mesmo estudo verificou-se o
efeito dos sobrenadantes das culturas de bactérias probidticas, cujos
resultados foram positivos para a inibicdo das cepas EPEC e ETEC de
Escherichia coli.

Pesquisadores do Instituto Americano da Carne (AMI) observaram
que a presenca de bactérias probidticas quando adicionadas a racdo de
gado, além de aumentar sua performance zootécnica, reduziu a incidéncia
de Escherichia coli O157:H7 nas fezes dos animais em 50-60%. Neste
experimento os animais foram divididos em trés grupos e foram
administradas trés dietas diferentes. As fezes dos animais foram analisadas
e 0s animais cuja dieta continha probidticos teve uma incidéncia de E. coli
0157:H7 em média 60% menor que os demais (ROEN, 2002).

2.4.1 Adesao

A presenca de algumas bactérias no trato intestinal é dependente da
sua habilidade em aderir ao epitélio intestinal (FULLER, 1992a). Os
lactobacilos de origem intestinal possuem propriedades adesivas que 0s
permitem inibir a colonizacdo e/ou prevenir a colonizacdo por
microrganismos patogenos (SERVIN, et al. 2003).

Segundo ROSTAGNO et al., (2003) os probidticos competem com os

patdégenos pelos receptores celulares como, por exemplo, a-glucosamina. A
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maioria dos probidticos pode interagir com a membrana intestinal,
formando uma parede de defesa contra os patdgenos invasores, ou seja,
formam uma “pelicula bioldgica” que evita a aderéncia de microrganismos
indesejaveis.

De acordo com SERVIN et al., (2003) o processo de adesao
microbiana de bactérias lacticas inclui, além de outros fatores, interacoes
eletrostaticas, hidrofébicas e acidos lipoteicdicos.

Um dos mecanismos de acdo dos probidticos é a inibicao pela
competicao por sitios de adesdo bacteriana na superficie do epitélio
intestinal. FERNANDEZ et al., (2003) estudaram a aderéncia de
Lactobacillus gasseri e Lactobacillus acidophilus, e verificaram que as duas
cepas apresentaram esta propriedade, sendo a primeira mais fortemente
aderida as células Caco-2. No caso do Lactobacillus gasseri o mecanismo de
aderéncia envolve proteinas e carboidratos, possivelmente glicoproteinas,
enquanto no caso do Lactobacillus acidophilus, parece depender de
carboidratos, sendo que cations divalentes estdo envolvidos neste
mecanismo.

A adesdo de bifidobactérias as células Caco-2 foi avaliada
separadamente ou em competicao com Escherichia coli 0157:H7. Verificou-
se que Bifidobacterium bifidum e B. pseudolongum sao capazes de reduzir a
adesao de E. coli 0157:H7 em mais de 50% (GAGNON et al., 2004).

GOPAL et al., (2001) estudaram as propriedades de adesao “in vitro”
de trés cepas probidticas, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus
e Bifidobacterium lactis, usando diferentes células intestinais humanas
incluindo HT-29, Caco-2 e HT29-MTX. As trés cepas mostraram forte
adesdo, permanecendo fixadas as mono-camadas das células epiteliais
depois de serem extensivamente lavadas, evidenciando que a adesdo é

mais que uma propriedade fisica ndo especifica.
2.4.2 Producao de acidos organicos e peroxido de hidrogénio
O modo de acdo dos acidos organicos (acético, férmico e lactico) é

atribuido pela reducdo direta do pH intracelular por ionizacdo dos acidos ndo
dissociados (BARBOSA & TORRES, 1999). A acdo inibitéria dos acidos
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organicos na forma ndo dissociada é de 100 a 600 vezes maior do que a
forma dissociada. Os acidos organicos nao dissociados podem permear a
membrana celular por difusdo e liberar prétons na célula. O influxo de
protons parece induzir a acidificacdo do citoplasma e dissipar o potencial de
protons da membrana (EKLUND, 1983). Isto induz ao rompimento da forga
proton motora e inibe o mecanismo de transporte de substrato, o processo
de geracdo de energia e a sintese de macromoléculas (DIEZ-GONZALES &
RUSSEL, 1997).

O principal metabodlito produzido pelas bactérias lacticas é o acido
lactico, que pode diminuir o pH do meio, sendo suficiente para exercer
efeito de inibicdo sobre muitos microrganismos. A concentracdo de acido
lactico encontrada em muitos alimentos fermentados pode ser suficiente
para impactar a estabilidade microbiolégica (EARNSHAW, 1992). Em adicao
ao efeito do pH, outros acidos graxos de cadeia curta ndo-dissociados,
mediam o efeito antimicrobiano resultando na diminuicdo do gradiente de
proton, podendo ser letal as bactérias susceptiveis. Os acidos graxos de
cadeia curta sdo frequentemente produtos finais de fermentagoes
anaerobias e podem ser toxicos se o meio ndo estiver tamponado. As
bactérias diferem uma das outras em relacdo a sensibilidade aos acidos
graxos de cadeia curta (RUSSEL, 1991).

Segundo NES et al., (2004) e ROSSLAND et al., (2005) o principal
fator antimicrobiano identificado nas bactérias acido lacticas é a habilidade
que estas tém de produzir acidos organicos e conseqliientemente diminuir o
pH. Outros fatores como a producdo de perdxido de hidrogénio,
bacteriocinas e etanol podem contribuir para garantir a integridade de
alimentos fermentados, porém a contribuicdo destes é secundaria.

O acido acético e o acido propidnico sdo produzidos em quantidades
tracos por bactérias lacticas. Os Aacidos acético e propibnico possuem
valores de pK; mais altos que o do acido lactico e por essa razao possuem
uma maior proporcdo de moléculas ndo-dissociadas quando comparados
com o acido lactico em um dado pH (EARNSHAW, 1992).

Algumas espécies de Lactobacillus e Lactococcus apresentam
atividade lipolitica e sobre determinadas condicdes produzem significantes

concentraces de acidos graxos, que apresentam atividade antimicrobiana.
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Os acidos graxos com cadeias carbonicas de 12 a 16 atomos de carbono sdo
mais efetivos. (EARNSHAW, 1992).

Conforme DAESCHEL (1989) os lactobacilos tém a capacidade de
gerar peroxido de hidrogénio por diversos mecanismos. Pelo fato dos
lactobacilos ndao possuirem a enzima catalase, ocorre um acumulo de
peroxido de hidrogénio no meio de cultivo, podendo reagir com outros
compostos formando substancias inibitorias (BUCHANAN & GIBBSONS,
1974).

Em estudo realizado por SAMELIS et al., (2005) verificou-se o efeito
de nisina (bacteriocina) na presenca e auséncia de acidos organicos (acético
e lactico) ou sais (acetato de sddio ou diacetato) como inibidores de Listeria
monocytogenes em embutido de carne de porco. O embutido foi inoculado
com a bactéria patogénica e recebeu os tratamentos antes de ser embalado
a vacuo e estocado a 4°C por 120 dias. Neste estudo mostrou-se que o
efeito de nisina combinada com &acido acético, diacetato de sddio e benzoato
de potassio é mais efetivo que a de acido lactico, acetato de sddio e sorbato
de potdssio, sendo esses dois tratamentos mais efetivos que nisina

adicionada isoladamente.

2.4.3 Bacteriocina

Bacteriocinas sao substéancias antimicrobianas de estrutura protéica
com um estreito espectro de atividade quando comparada aos antibiéticos.
As bacteriocinas sao sintetizadas ribossomicamente, ndao sendo letais para
as células que as produzem (DE MARTINIS et al., 2002a).

Bacteriocinas sao secretadas por bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, patogénicas e nao patogénicas (BARBOSA & TORRES, 1999),
podendo competir com outros microrganismos que se desenvolvem no
mesmo meio. A producao de bacteriocinas é fortemente dependente de pH,
fonte de nutrientes e temperatura de incubacao (TODOROV et al., 2005).

As bacteriocinas constituem uma fragao dos compostos inibidores
produzidos pelas bactérias lacticas (NAVARRO et al., 1999). Deste modo
essas substancias podem exercer efeito benéfico ao hospedeiro por inibir o

crescimento de bactérias patogénicas em alimentos e no intestino.
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KALANTZOPOULOS (1997) verificou que Lactobacillus acidophilus e
Streptococcus thermophilus podem neutralizar a acao de enterotoxinas
produzidas por cepas patogénicas de Escherichia coli no intestino, através
da producao de bacteriocinas especificas, e também pela capacidade dessas
bactérias aderirem a parede intestinal.

De acordo com KLAENHAMER (1982) as bactérias lacticas produzem
bacteriocinas que podem ser classificadas em: I - Lantibidticos, II -
Peptideos pequenos estaveis ao calor, III - Proteinas grandes
termosensiveis e IV - Proteinas complexas que requerem adicionalmente
carboidratos ou lipideos na molécula para expressarem a atividade
antimicrobiana.

Os mecanismos de acao das bacteriocinas ainda nao estao
esclarecidos, segundo DE MARTINIS et al., (2002b). De acordo com estes
autores, supde-se que a acdo letal das bacteriocinas se processe em trés
estagios: (1) ligacdo de bacteriocina ao receptor da membrana, que
garantird sua entrada na célula; (2) transporte através da membrana, de
mecanismo ainda desconhecido; (3) morte celular, pela formagao de poros
na membrana.

KALCHAYANAND et al., (1992) sugeriu uma hipotese de mecanismo
de acdo para as moléculas de bacteriocinas. As bacteriocinas seriam
adsorvidas na superficie celular e entrariam nas células de bactérias Gram
positivas sensiveis e destabilizariam a fungdao da membrana. As ligagdes das
moléculas de bacteriocinas nos receptores da superficie celular de células
sensiveis provavelmente prejudicam as fungdes da parede celular e causam
alteracdo conformacional. Entdo as moléculas de bacteriocinas conseguiriam
entrar nas células através da parede prejudicada. Em células Gram positivas
nao produtoras, mas resistentes, as bacteriocinas sdao adsorvidas pela
superficie celular, porém a conformacao da parece celular ndo é alterada.
Em células produtoras de bacteriocinas, proteinas especificas Ihes conferem
imunidade para proteger a conformacao da parede celular em condicdes
normais.

As células de bactérias Gram negativas e Gram positivas resistentes
as bacteriocinas foram submetidas ao aquecimento, congelamento e

exposicdo a acidos fracos. As células que sobreviveram a estes tratamentos
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foram colocadas em contato com bacteriocinas e tornaram-se sensiveis
(KALCHAYANAND et al., 1992).

LASH et al., (2005) estudaram o efeito da temperatura e do pH na
atividade antimicrobiana do sobrenadante de Lactobacillus plantarum ATCC
8014 sobre quatro patdgenos, incluindo bactérias Gram-positiva e Gram-
negativa. Para isso o sobrenadante foi incubado em temperaturas diferentes
e o pH ajustado para valores que variaram de 1 a 14, de uma em uma
unidade. Entdo os sobrenadantes foram colocados em contato com as
supensdes de células dos microrganismos patogénicos. Verificou-se que em
temperaturas acima de 30°C e pH menor que 4 ou acima de 5 a atividade
do sobrenadante do Lactobacillus plantarum foi completamente inibida. O
sobrenadante também foi tratado com enzimas proteoliticas (pepsina,
tripsina ou a-quimotripsina) e a atividade antimicrobiana foi eliminada
quando o mesmo foi tratado com quaisquer destas enzimas. Os autores
explicam que a inativacdo pela temperatura e pelo pH pode ser devido ao
fato da proteina ter um alto peso molecular (122KDa), sendo assim,
degradada mais rapidamente por mudancas de temperatura ou pH.

AVONTS et al., (2004) observaram a degradacao de uma bacteriocina
produzida por Lactobacillus gasseri, que se iniciou simultaneamente a morte
celular. Os autores sugerem que a lise celular causando a liberagao de
proteases intracelulares pode ter degradado a bacteriocina. Neste estudo
também observou-se uma maior estabilidade na atividade de bacteriocinas,
produzidas por varias espécies de Lactobacillus, cultivadas em leite, quando
comparadas com as bacteriocinas produzidas em caldo MRS. Esta
observacao pode estar associada com a adsorcao da bacteriocina pelas
células produtoras em caldo MRS, enquanto no leite, componentes
especificos deste meio podem ter interferido na adsorcdo resultando em
niveis de bacteriocina mais estaveis.

Em estudo realizado por MARTINEZ & DE MARTINIS (2005) a
atividade anti-listeria de bacteriocina produzida por Lactobacillus sakei 1 foi
avaliada em temperaturas de 8°C e 15°C. Foi utilizado o agar “spot test”
como metodologia. Os autores concluiram que a inibicdo de Listeria

monocytogenes pela bacteriocina em questdao foi dependente da
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temperatura, pois na temperatura de 15°C a atividade antimicrobiana foi
parcialmente desativada.

TODOROV et al., (2005) estudou a producao de duas bacteriocinas
(ST28MS e ST26MS) por Lactobacillus plantarum em diferentes meios.
Quando L. plantarum cresceu em caldo BHI foi detectada baixa producao de
bacteriocina, mesmo com o bom crescimento da bactéria, sugerindo que
nutrientes especificos sdo requeridos para a producdo de bacteriocina.
Também pode ser observado que em caldo MRS detectou-se bacteriocina
depois de 5 horas de crescimento, sugerindo que este peptideo é um
metabdlito primario. Com relacdo a fonte de nitrogénio, o maximo nivel de
bacteriocina foi atingido quando se utilizou triptona como Unica fonte de
nitrogénio, ja os carboidratos glicose, sacarose, maltose e manose
atingiram os niveis maximos de producao desta substancia. Com 5 ou 10
g/L de KH;PO, ou K,;HPO, como fonte de potdssio os maiores niveis de
bacteriocina foram atingidos.

MESSI et al., (2001) testaram 134 bactérias acido laticas isoladas de
embutidos italianos quanto a producdo de substdncias antimicrobianas.
Lactobacillus plantarum se mostrou produtor de bacteriocina, denominada
plantaricin 35d, capaz de antagonizar Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes. Levando em conta a atividade bactericida, natureza
protéica, resisténcia ao aquecimento e baixo peso molecular plantaricin 35d
pode ser classificada como peptideos pequenos estaveis ativos contra
Listeria, pertencentes a classe II de acordo com a definicao de
KLAENHAMMER (1982).

Lactobacillus plantarum BS isolado de risoto de camarao se mostrou
um potente produtor de bacteriocina, sendo esta estavel a pH que varia de
4,0 a 7,0, com atividade reduzida em pH 2,0 e 9,0. Testes iniciais com
respeito ao espectro de atividade antimicrobiana de substancias presentes
no sobrenadante de umas suspensdo celular deste probidtico foi realizado
utilizando a metodologia do agar “spot test” e observou-se efeito inibitorio
sobre o desenvolvimento de Listeria monocytogenes (ELEGADO et al.,
2004).

NES & JOHNSBORG (2004) relataram que como o observado com os
tradicionais antibidticos, a exposicdo de células bacterianas a algumas
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bacteriocinas resultou em desenvolvimento de resisténcia. A habilidade de
desenvolver mecanismos de resisténcia é provavelmente causado sobre a
habilidade das células de mudar a composicao lipidica da membrana, porém

nao se sabe se este resultado é devido a mutagdo espontanea.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Ornitopatologia
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade
de Sao Paulo - USP.

3.1 Microrganismos

Foram avaliadas oito cepas de Lactobacillus caracterizadas como
probidticas, pertencentes as espécies L. casei subsp. pseudoplantarum (30b
e 30¢), L. plantarum (11fb, 22c e 41b), L. reuteri (18fa e 19fa), L.
delbrueckii subsp. delbrueckii (17fb) da colecdo de culturas do Laboratorio
de Ornitopalogia da FMVZ - USP, Sao Paulo. Uma cepa patogénica de
Listeria monocytogenes foi obtida da mesma colegcao e Escherichia coli
0157:H7 foi cedida pelo Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario
Geraldo di Biase - Volta Redonda-RJ.

3.2 Condicoes de manutencao dos microrganismos

As bactérias probidticas foram mantidas sob congelamento a -20°C
em Leite Desnatado Reconstituido (LDR) 10% contendo 5% de glutamato
de sédio. Durante os experimentos os microrganismos foram mantidos
refrigerados a 4°C em placas com agar Man, Rogosa e Sharpe (MRS)
constituido por 10 g/L de peptona (BACTO™), 8 g/L de extrato de carne
(BBL™), 4 g/L de extrato de levedura (OXOID), 20 g/L de glicose (SYNTH),
2 g/L de fosfato dipotdssico (RIEDEL-DE HAEN), 5 g/L acetato de
sodio-3H,0 (SYNTH), 2 g/L de citrato triamoniacal (SYNTH), 0,2 g/L sulfato
de magnésio-7H,O0 (RIEDEL-DE HAEN), 0,05 g/L de sulfato de
manganés-4H,0 (ECIBRA), 1 mL/L de Tween 80 (SYNTH) e agar 15 g/L, a
pH 6,2.

As cepas de Escherichia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes foram
conservadas em agar semi-solido LB (Luria Bertani) sob refrigeracao a 4°C,
composto por 10 g/L de peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L NaCl e
8 g/L agar e mantidas em placas contendo agar BHI (Brain Heart Infusion),
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constituido por 20 g/L de infusdo de cérebro de vitelo, 25 g/L de infusdo de
coragao bovino, 10 g/L de peptona proteose, 2 g/L de dextrose, 5 g/L de
cloreto de sédio e 2,5 g/L de fosfato dissddico.

3.3 Ativacao dos microrganismos

Para a ativagao dos microrganismos as culturas de lactobacilos foram
descongeladas a temperatura ambiente e repicadas trés vezes consecutivas
em tubo de ensaio contendo 4 mL de caldo MRS, esterilizado a 121°C/20
min, e incubados por 18 horas a 37°C sob agitacao de 40 rpm em
incubadora SUPEROHM. Aliquotas de 1 mL da suspensdo celular foram
retiradas e diluidas em série em tubos de ensaio contendo 9 mL de agua
peptonada 0,1% e plaqueadas em agar MRS para a determinacdo da
populacao bacteriana.

As culturas das bactérias patogénicas mantidas em agar semi-sélido
foram repicadas trés vezes consecutivas em caldo BHI esterilizado a
121°C/20 min e incubadas em condicdoes aerdbias a 37°C por 18 horas
conforme descrito por GAGNON et al., (2004) e TOURE et al., (2003).

3.4 Testes para confirmacao das caracteristicas das culturas

As col6nias que apresentaram caracteristicas tipicas das espécies
estudadas, tais como tamanho da col6nia (2-5 mm), formato convexo,
superficie lisa, brilhosa, e sem pigmentos (KLANDER & WEISS, 1986) foram
submetidas as provas bioquimicas, como verificacdo da producdo de
catalase, coloracdo de Gram (MADIGAN et al., 2000) e fermentacdao dos
principais agucares.

Para os lactobacilos foi utilizado caldo base contendo 10 g/L de
peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de fostado dipotassico, 2 g/L
de citrato de amoénio, 5 g/L de acetato de sédio, 0,5 g/L sulfato de
magnésio-7H,0, 0,2 g/L sulfato de magnésio-7H,0, 1 mL/L de Tween 80,
0,5 g/L de vermelho de fenol (MERCK) e 10 g/L do acucar teste (arabinose,
celobiose, frutose, galactose, glicose, lactose, maltose, manitol, manose,

melezitose, melibiose, rafinose, rhamnose, salicina, sorbitol, sacarose,
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trealose e xilose) a partir de solugdes a 20% esterilizadas por filtragao em
membranas de 0,22 ym (Sartorius, Minisart High-Flow). Um volume de 1,9
mL deste meio foi transferido para tubos de ensaio estéreis que receberam
em seguida 0,1 mL do acucar teste e duas alcadas da suspensdao dos
microrganismos ativados. Na sequéncia os tubos foram incubados em estufa
a 37°C, durante 7 dias para observacao da mudanca de coloracao em
funcdo da reducdo do vermelho de fenol pelo acucar teste (KLANDER &
WEISS, 1986).

Para caracterizacao de Listeria monocytogenes e Escherichia coli
0157:H7 seguiu-se o mesmo procedimento utilizando o caldo fosfato
triptose contendo 20 g/L de triptose (DIFCO), 5 g/L de cloreto de sédio
(MERCK), 0,5 g/L de vermelho de fenol (MERCK) e 2 g/L de aglcar teste em
solucdes a 20% esterilizadas por filtragdo em membranas de 0,22 pum
(Sartorius, Minisart High-Flow). Os aglUcares arabinose, galactose, glicose,
lactose, manitol, melezitose, melibiose, rhamnose, sacarose, sorbitol e
xilose foram utilizados para caracterizacao de L. monocytogenes e para E.
coli O157:H7 arabinose, celebiose, glicose, lactose, maltose, melibiose,
manitol, rafinose, rhamnose, salicina, sorbitol, sacarose, trealose e xilose.

A atividade da catalase foi determinada em laminas através da
transferéncia de colb6nias recém ativadas dos lactobacilos e das bactérias
patogénicas, que foram gotejadas, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur,
com solucdo de H,0, 30% para observacao do desprendimento de oxigénio
(MAC FADDIN, 1980).

3.5 Obtencao de células de Lactobacillus

O concentrado de células das cepas individuais de lactobacilos foi
obtido através da ativacdo das mesmas em caldo MRS a 37 °C/18 horas em
shaker a 40 rpm e posterior centrifugacao a 10000 x g por 10 min a 4°C
(Centrifuga 5804R, EPPENDORF). Os pellets obtidos foram lavados trés
vezes consecutivas em solugao PBS (Phosphate Buffer Saline) 0,1 M, pH
7,4, ressuspensos em solucao de sacarose 20% e congelados a -80°C em

microtubos de 1,5 mL (Eppendorf).
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A obtencdo do concentrado de célula para a formacdao do pool de
Lactobacillus foi realizada de duas maneiras, denominadas pool/ A (PA) e
pool B (PB). Para a obtencao do pool/ A cada cultura foi ativada trés vezes
consecutivas em caldo MRS nas mesmas condigdes descritas no item 3.3, e
do ultimo repique foram retiradas aliquotas de 4 mL, que foram transferidas
para um unico frasco estéril. Em seguida, a suspensao de células resultante
desta mistura foi inoculada em frasco com tampa rosqueavel contendo 288
mL de caldo MRS estéril e incubado a 37°C por 18 horas sob agitacao de 40
rpm, obtendo-se o respectivo poo/ A de lactobacilos. Para a obtengao do
pool B as oito cepas de Lactobacillus foram individualmente ativadas em
caldo MRS nas mesmas condigdes e ao final reunidas (32 ml) em um
mesmo tubo previamente esterilizado. Posteriormente, as suspensodes
celulares do PA e PB foram centrifugadas a 10000 xg por 10 min a 4°C,
lavadas trés vezes consecutivas em solugdo PBS 0,1M, pH 7,4,
ressuspensas em solucdo de sacarose a 20% e congeladas -80°C em

microtubos de 1,5 ml (Eppendorf).

3.6 Obtencao do sobrenadante dos cultivos de Lactobacillus

Aos sobrenadantes resultantes da centrifugacdo das suspensOes
celulares das cepas de lactobacilos individuais e do PA e PB, conforme
descrito no item anterior, foram adicionados inibidores de proteases, nas
concentracdes de 0,3 mg de acido etilenodiamino tetra acético - EDTA, 2 ug
de aprotinina e 0,7 ug de pepstatina por mL de sobrenadante.

Os inibidores de proteases sao utilizados adicionando-os aos
sobrenadantes em concentracdes pré-determinadas para evitar a
degradacdo das proteinas, com énfase para as bacteriocinas, produzidas
pelos Lactobacillus devido a acao de proteases (BOLLAG et al., 1996).

Os Lactobacillus podem produzir substancias protéicas que exercem
efeito de inibicao, denominadas bacteriocinas, que podem ser degradadas
pela acdo proteolitica das proteases ou pela adsocao as células produtoras
(AVONTS et al., 2004).
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O pH dos sobrenadantes foi medido em pHmetro (Ultra Basic
Benchtop, DENVER Instrument) sendo que parte deste sobrenadante teve o
pH ajustado para 7,0 e parte foi mantido a pH natural, sendo
posteriormente filtrados em membranas 0,45um (Sartorius, Minisart High-
Flow) e acondicionados em microtubos de 1,5 ml (Eppendorf) a -80°C.

Os sobrenadantes que ndo tiveram o pH ajustado foram
caracterizados quanto a sua composicao em acido lactico por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (Waters 786), nas seguintes condicdes: coluna
BIO RAD Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm); temperatura da coluna 45°C;
detector de indice de refracdo WATERS 410, eluente H,SO, 0,01, fluxo de
0,6 mL/min; volume de amostra injetada, 20 pL. As amostras, apos
devidamente diluidas, foram filtradas em filtro Sep Pak C18 (Millipore) e o
eluente filtrado a vacuo em membrana HAVP 0,45 pm de poro, 47 mm de
diametro (Millipore) e simultaneamente desgaseificado por ultra-som

(Thorton) por 25 minutos.

3.7 Determinacao do crescimento das bactérias patogénicas

Primeiramente, algcadas das suspensodes individuais de células de L.
monocytogenes e E. coli 0157:H7, previamente ativadas, conforme descrito
no item 3.3, foram transferidas para tubos de ensaio contendo 4 mL de
caldo BHI e em seguida retiradas aliquotas de 500 pL que foram
transferidas para cubetas descartaveis, estéreis (uvette - EPPENDORF) e
incubadas a 37°C, onde foi monitorada a leitura da densidade otica a 600
nm em espectrofotdmetro Biomate 3, THERMO SPECTRONIC, em intervalos
de uma hora por um periodo de 7 horas, utilizando-se 500 pL de caldo BHI

como branco.

3.8 Avaliacdo do efeito dos inibidores de proteases sobre as

bactérias patogénicas

Os inibidores de proteases, EDTA, pepstatina, aprotinina e PMSF (fenil
metil sulfonil fluoreto) nas concentragdes de 0,3 mg, 0,7 ug, 2 ug e 174 ug

por mL de suspensao celular, respectivamente, foram adicionados
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individualmente e conjuntamente, em tubos de ensaio contendo os cultivos
de E. coli O157:H7 e L. monocytogenes em caldo BHI, para verificar se
estes inibidores de proteases interferem no desenvolvimento das bactérias
patogénicas, para evitar que os resultados fossem “mascarados”. Em
seguida os tubos foram incubados a 37°C por 18 horas e as respectivas
suspensdes celulares foram plaqueadas em dagar BHI nas mesmas

condigoes.

3.9 Avaliacdo do efeito de espécies de Lactobacillus sobre

Escherichia coli 0157:H7 e Listeria monocytogenes

A deteccao da atividade antimicrobiana dos microrganismos
probidticos sobre E. coli O157:H7 e L. monocytogenes foi avaliada
empregando-se o método do agar “spot test” com uma repeticao.

As culturas puras de lactobacilos mantidas em solucdo de sacarose
20% e o concentrado de culturas correspondentes ao pool A e pool B, foram
descongeladas a temperatura ambiente e inoculadas (2uL) em “spots” em
placas de Petri contendo dgar MRS. O mesmo procedimento foi adotado
com agar MRS adicionado de 3 g/L de bicarbonato de sdodio para
neutralizacdo dos acidos produzidos pelas bactérias lacticas. As placas com
os “spots” foram mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos e em
seguida foram incubadas a 37°C por 18-24 horas. Apds este periodo foram
adicionados as placas 10 mL de meio BHI contendo 1% de agar a 45°C e
3% (v/v) de uma suspensao de E. coli O157:H7 ou de L. monocytogenes
previamente ativadas, sendo que no ultimo repique a ativacdo durou 7
horas para L. monocytogenes e 5 horas para E. coli 0157:H7. Em seguida
as placas foram incubadas a 37°C aerobiamente por 18 horas e observadas
as zonas de inibicao pela formacdo de halos ao redor das col6nias de
lactobacilos conforme descrito por GAGNON et al., (2004) e TOURE et al.,
(2003).

Aliquotas de 1 mL das respectivas suspensdes celulares foram
diluidas em série em tubos de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada

0,1% e plagqueadas em agar BHI para a contagem das células.




Material e Métodos

3.10 Avaliacao do efeito de substancias antimicrobianas produzidas
pelas cepas de Lactobacillus sobre Escherichia coli 0157:H7 e

Listeria monocytogenes

As culturas individuais e o pool de lactobacilos que apresentaram
atividade antagonica sobre E. coli 0157:H7 e L. monocytogenes, conforme
descrito no item anterior, foram avaliados quanto a producao de
substancias inibitérias presentes no sobrenadante. Para tanto empregou-se
a metodologia semelhante a proposta por LASH et al., (2002), que consitiu
em acompanhar a o crescimento celular por turbidimetria da bactéria
patogénica quando em contato com os sobrenadantes das cepas de
Lactobacillus.

Os sobrenadantes das respectivas suspensdes de células das oito
cepas de lactobacilos e do pool/ A e B, com e sem ajuste de pH, foram
descongelados a temperatura ambiente. Aliquotas de 300 pL destes
sobrenadantes foram transferidas para cubetas estéreis juntamente com
300 pL das suspensdes dos microrganismos patogénicos e incubadas a
37°C/7 horas.

A suspensdo celular de E. coli 0157:H7 foi obtida apds 2 horas e a de
L. monocytogenes apds 3 horas de crescimento em caldo BHI, sendo que
aliquotas de 1 mL destas foram retiradas e diluidas em série, em tubos de
ensaio contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% e plaqueadas em agar BHI
para contagem das células.

Como controle 1 foram transferidos para as cubetas 300 uL de caldo
MRS e 300 pL da suspensdo de células patogénicas e como controle 2
apenas 600 pL das referidas suspensdes em caldo BHI. Utilizou-se como
branco uma mistura de 300 pL de caldo MRS e 300 uL de caldo BHI. As
cubetas foram incubadas a 37° C e as respectivas densidades 6tica foram
monitoradas a 600 nm em intervalos de 1 hora durante 7 horas. Em
seguida as culturas foram plagueadas em agar BHI para se verificar o
crescimento destes microrganismos.

Com vistas a se verificar o efeito do pH sobre o desenvolvimento dos

microrganismos patogénicos, realizou-se testes com os caldos BHI e MRS
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com pH ajustados para 3,60 e 4,20, em substituicao aos sobrenadantes

seguindo o mesmo procedimento descrito acima.

3.11 Avaliacdao do efeito cruzado do sobrenadante sobre o

desenvolvimento de cepas de Lactobacillus

Para verificar se o sobrendante das cepas de Lactobacillus exerce
efeito de inibicdo sobre as células do mesmo género, com o objetivo de se
definir um procedimento adequado para compor o pool foram realizados
testes, em microplacas de fundo chato contendo 96 pogos, em triplicata.
Para tanto foram transferidos para cada pogo 75 pL da suspensao celular de
cada lactobacilos pré-ativados e 75 pL dos sobrenadantes (item 3.6)
conforme demonstrado na TABELA 1. O controle foi constituido de 75uL de
caldo MRS estéril + 75 pL da suspensdao das respectivas cepas de
lactobacilos. Avaliou-se ainda o crescimento dos lactobacilos em caldo MRS
a pH 3,60, empregando-o em substituicdo ao sobrenadante. Utilizou-se
como branco 150 pL de caldo MRS. As microplacas foram incubadas 37°C
sob agitacao de 40 rpm.

O crescimento microbiano foi verificado através da leitura da
densidade otica a 600 nm em leitor de ELISA (ELx800, Universal Microplate

Reader, BIO-TECK Instruments) em intervalos de 1 hora, durante 8 horas.
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TABELA 1: Esquema representativo das microplacas utilizadas para a
verificacdo do efeito antagdnico entre as cepas de Lactobacillus. Onde: C

corresponde a suspensao celular e S ao sobrenadante.

Ciifb | C1ifb | C1ifb | C1ifb | C1ifb | C1ifb | C1ifb | C1ifb C1ifb Clifb

+ + + + + + + + Branco Ciifb + +
S1ifb | S17fb | S18fa | S19fa | S22c S30b S30c S41b MRS MRS pH 3,6
C17fb | C17fb | C17fb | C17fb | C17fb | C17fb | C17fb | C17fb C17fb C17fb

+ + + + + + + + C17fb + +
S1ifb | S17fb | S18fa | S19fa | S22c S30b S30c S41b MRS MRS pH 3,6
C18fa | C18fa | C18fa | C18fa | C18fa | C18fa | C18fa | C18fa C18fa C18fa

+ + + + + + + + C18fa + +
S1ifb | S17fb | S18fa | S19fa | S22c S30b S30c S41b MRS MRS pH 3,6
C19fa | C19fa | C19fa | C19fa | C19fa | C19fa | C19fa | C19fa C19fa C19fa

+ + + + + + + + C19fa + +
S1ifb | S17fb | S18fa | S19fa | S22c S30b S30c S41b MRS MRS pH 3,6
C22c C22c C22c C22c C22c C22c C22c C22c C22¢ C22c C22c

+ + + + + + + + + +
S1ifb | S17fb | S18fa | S19fa | S22c S30b S30c S41b MRS MRS pH 3,6
C30b C30b C30b C30b C30b C30b C30b C30b C30b C30b C30b

+ + + + + + + + + +
S1ifb | S17fb | S18fa | S19fa | S22c S30b S30c S41b MRS MRS pH 3,6
C30c C30c C30c C30c C30c C30c C30c C30c C30¢ C30c C30c

+ + + + + + + + + +
S1ifb | S17fb | S18fa | S19fa | S22c S30b S30c S41b MRS MRS pH 3,6
C41b C41b C41b C41b C41b C41b C41b C41b caib C41b C41b

+ + + + + + + + + +
S1ifb | S17fb | S18fa | S19fa | S22c S30b S30c S41b MRS MRS pH 3,6
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacao da populacdao e caracterizacao dos

microrganismos avaliados

As espécies de Lactobacillus que apresentam propriedades
probidticas, avaliadas no presente trabalho, foram devidamente ativadas
em caldo MRS, cujas populagcbes e pH dos cultivos encontram-se
apresentados na TABELA 2. Observa-se uma variacdo na ordem de 10’ e

10° UFC/mL entre as cepas de Lactobacillus estudadas.

TABELA 2: Lactobacillus cultivados em caldo MRS por 18 horas

Cepas de Lactobacillus Populacao pH
Lactobacillus plantarum - 11fb 6,2*10° 4,10
Lactobacillus plantarum - 22c¢ 8,9*108 3,83
Lactobacillus plantarum - 41b 3,9*108 3,88
Lactobacillus delbruecki supb delbruecki - 17fb 1*10° 3,86
Lactobacillus reuteri - 18fa 2,2 ¥108 4,29
Lactobacillus reuteri - 19fa 1*10’ 3,96
Lactobacillus casei supb pseudoplantarum - 30b 3,3*10° 3,95
Lactobacillus casei supb pseudoplantarum - 30c 7,9%10° 3,98
Pool A 8,3*10°® 3,93
Pool B 9%108 3,90

Estes resultados sdao semelhantes aqueles obtidos por AVONTS et al.,
(2004) que avaliaram o crescimento celular de 7 cepas de Lactobacillus
empregadas em produtos comerciais, em fermentador de 15 L em caldo
MRS e verificaram uma populacdo maxima de 6,3x10° UFC/mL para L. casei
YIT 9029 e minima para L. acidophilus ACC e L. acidophilus 1BB 801 de
7,9x107 UFC/mL.

OSTLIE et al., (2005) estudaram o efeito da temperatura no
crescimento de bactérias probidticas em leite UHT (Ultra High Temperature)
e verificaram que na temperatura de 37°C todas as cepas de Lactobacillus
avaliadas (L. acidophilus La5 e 1748, L.johnsonii LA1, L. rhamnosus GG e L.
reuteri SD2112) atingiram populagdes de células vidveis que variaram de
4,5x10% a 1,6x10° UFC/mL, em periodo de incubacdo de 12 a 24 horas.
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Neste mesmo estudo verificou-se que o pH inicial do meio caiu de 6,7 para
valores de 3,9 a 4,4 dependendo da cepa envolvida.

GARRO et al., (2004) estudando o efeito da temperatura no
crescimento de Bifidobacterium longum CRL 849 e Lactobacillus fermentum
CRL 251 em ‘“leite de soja”, verificaram que o maximo crescimento foi
obtido a 37°C e que Lactobacillus fermentum alcangou uma populagao
maxima de 1,95x10° e Bifidubacterium longum 1,52x10°, sendo o pH final
de 4,5 para ambos cultivos.

Apds a ativacdo, as cepas de Lactobacillus foram devidamente
caracterizadas, cujos resultados confirmaram que estes microrganismos
apresentam as caracteristicas especificas de Lactobacillus, ou seja, sao
Gram-positivos, catalase negativos, com morfologia e perfil de fermentagao
de Lactobacillus plantarum, L. reuteri, L. delbruecki subp. delbruecki e L.
casei subp. pseudoplantarum, de acordo com KLANDLER & WEISS (1986).

As bactérias patogénicas Listeria monocytogenes e Escherichia coli
0157:H7 foram ativadas em caldo BHI e \verificou-se que estes
microrganismos apresentaram caracteristicas tipicas de suas espécies, como
Gram-positiva para Listeria e Gram-negativa para Escherichia, catalase
positivas, com morfologia e perfil de fermentacdo caracteristicos, de acordo
com os critérios descritos por SEELIGER & JONES (1986) e BRENNER
(1986).

As curvas de crescimento de Listeria monocytogenes e Escherichia
coli 0157:H7 em caldo BHI, representadas na FIGURA 1, demonstram que
L. monocytogenes inicia a fase exponencial de crescimento apds trés horas
de cultivo atingindo uma populacdo de 1,7x10° UFC/mL e E. coli O157:H7
ap6s 2 horas com 3x10° UFC/mL. Estas informacdes foram importantes
para definir os procedimentos de avaliacao da inibicdo do crescimento
destes microrganismos.

Verifica-se que Listeria monocytogenes apresenta crescimento mais
lento quando comparada a Escherichia coli 0157:H7 (FIGURA 1).
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FIGURA 1: Curva de crescimento de A- Listeria monocytogenes e B-
Escherichia coli O157:H7
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TAMPLIN et al., (2005) estudando o crescimento de Escherichia coli
0157:H7 em carne moida em diferentes temperaturas verificaram que na
temperatura de 40°C a fase log se inicia aproximadamente apds 2 horas de
cultivo. ROBINSON et al., (2005) verificaram que numa concentragao salina
de 0,9 Me 1,2 M em meio TSB (Triptone Soya Broth) a fase lag de Listeria
monocytogenes varia de 2,87 a 3,91 horas na temperatura de 37°C.

A influéncia da viscosidade do meio TSB sobre o desenvolvimento de
Listeria monocytogenes foi estudada por STECCHINI et al., (2004) e
observou-se que a fase lag desta bactéria aumentou conforme o aumento
da viscosidade do meio, variando de 1,62 a 8,0 horas a temperatura de
300°C.

4.2 Avaliacao do efeito de inibidores de proteases sobre as bactérias

patogénicas

Avaliou-se o efeito de EDTA, aprotinina, pepstatina e PMSF (LOPES et
al., 1999) sobre o desenvolvimento de Listeria monocytogenes e Escherichia
coli O157:H7, cujos resultados encontram-se demonstrados na TABELA 3.
Verifica-se que EDTA, pepstatina e aprotinina ndao apresentaram efeito de
inibicdo sobre o desenvolvimento destes microrganismos, o que nao foi
observado na presenca de PMSF (fenil metil sulfonil fluoreto). Desta forma,
o efeito de inibicao observado na presenca dos inibidores em conjunto se

deve provavelmente a presenca de PMSF.

TABELA 3: Crescimento das bactérias patogénicas na presenca de

inibidores de proteases.

i i Escherichia coli
Inibidores de Protesases Listeria
monocytogenes 0157:H7

EDTA - _

Pepstatina - -
Aprotinina - -

PMSF + N

EDTA + Pepstatina +
+ +

Aprotinina + PMSF

(-) sem efeito de inibicao (+) com efeito de inibicao
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Devido ao efeito de inibicdo causado pelo PMSF sobre as bactérias
patogénicas, este ndo foi adicionado aos sobrenadantes do Lactobacillus.

Em pesquisa realizada por STEFANOVA et al. (2002) estudou-se a
enzima bacteriana PBP 5 (“penicillin-binding protein” 5) presente em
Escherichia coli quanto a sua estabilidade em diferentes pH, cinética de
reacao, inibicdo por reagentes ativos diretamente nos sitios. Esta enzima é
uma das responsaveis pela biossintese da parede celular e o efeito da
inibicdo de sua atividade foi testado na presenca de varios inibidores de
proteinas, dentre estes PMSF. Verificou-se um leve efeito inibidor da enzima
em questdo. O mesmo pode ter ocorrido no presente trabalho, porém em

maiores proporgoes, afetando o crescimento de Escherichia coli 0157:H7.

4.3 Avaliacdao do efeito de inibicao de espécies de Lactobacillus

sobre Escherichia coli 0157:H7 e Listeria monocytogenes

O efeito de inibicdo das espécies de Lactobacillus sobre L.
monocytogenes e E. coli 0157H7 foi avaliado empregando-se a técnica
conhecida como agar “spot test”, cujas FIGURAS 2, 3, 4 e 5 mostram os
halos de inibicdo sobre os microrganismos patogénicos formados ao redor
das colbnias dos Lactobacillus e os resultados encontram-se representados
na FIGURA 6. A populacgao de células das cepas avaliadas, expressa em UFC
presente em 2 pL foi de 1,2x107 para Lactobacillus plantarum (11fb), 2x10’
para L. delbruecki supb. delbruecki (17fb), 4,4x10° para L. reuteri (18fa),
2x10° para L. reuteri (19fa), 1,8x10’ para L. plantarum (22c), 6,6x10’ para
L. casei supb. pseudoplantarum (30b), 1,6x10® para L. casei supb.
pseudoplantarum  (30c), 7,8x10° para L. plantarum (41b) e 1,7x10’
para o pool A. Para Listeria monocytogenes e Escherichia coli O157:H7 o
indculo foi de aproximadamente 10® UFC adicionadas em 10 mL de BHI

semi-solido.
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17fb 11fb 30b 22c

FIGURA 2: Efeito de inibicao de Lactobacillus sobre Escherichia coli
0157:H7

17fb 11fb 30b 22c

FIGURA 3: Efeito de inibicao de Lactobacillus sobre Escherichia coli

0157:H7, na presenca de bicarbonato de sddio

18fa 19fa 30c poolA 41b

17fb 11fb 30b 22c

FIGURA 4: Efeito de inibicdo de Lactobacillus sobre Listeria monocytogenes
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FIGURA 5: Efeito de inibicio de Lactobacillus sobre Listeria

monocytogenes, na presenca de bicarbonato de sédio

Verifica-se que os maiores efeitos de inibicdo foram observados com
as cepas L. plantarum 22c e L. casei supb. pseudoplantarum 30b sobre E.
coli 0157:H7 (A), na auséncia de bicarbonato de sédio. Por outro lado, nas
placas cujo agar continha bicarbonato de sdédio observou-se a formacdo de
menores halos de inibicdo, com excecao para a cepa L. reuteri 19fa que
apresentou o mesmo efeito de inibicdo independente da presenca de
bicarbonato de sddio. A cepa L. plantarum 41b apresentou maior efeito de
inibicdo na presenca de bicarbonato de sédio. As cepas L. delbruecki supb
delbruecki 17fb e L. reuteri 18fa nao cresceram na presenca de bicarbonato
de sddio. Isto pode ter ocorrido devido ao pH do meio em 6,9, desfavoravel
para o crescimento destas cepas de Lactobacillus.

No que diz respeito a L. monocytogenes (B) observa-se que o0s
resultados foram mais homogéneos, porém com efeito de inibicdo menor do
gue o observado para E. coli 0157:H7. Nota-se que a cepa L. reuteri 19fa
foi a que exerceu maior efeito de inibicdo na auséncia de bicarbonato de
sodio. O efeito antagdnico observado na auséncia de bicarbonato de sddio
se deve provavelmente a presenca de acidos organicos, principalmente ao
acido lactico, produzidos pelas cepas de Lactobacillus.

O bicarbonato de sédio tem a funcdao de neutralizar os acidos

produzidos no metabolismo das bactérias lacticas, portanto, a inibicdo
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FIGURA 6: Efeito de inibicao de cepas de Lactobacillus sobre A -
Escherichia coli O157:H7 e B -Listeria monocytogenes na presenca (m) e

auséncia (=) de bicarbonato de sédio no meio MRS.
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causada pelas cepas de Lactobacillus sobre as bactérias patogénicas na
presenca de bicarbonato de sddio, pode ter ocorrido devido a presenca de
outras substéncias que ndo os acidos, como por exemplo perdxido de
hidrogénio ou substancias protéicas, conhecidas como bacteriocinas.

Em estudo realizado por GAGNON et al., (2004), empregando-se a
mesma metodologia, verificou-se que dez cepas de bactérias lacticas do
género Bifidobacterium foram capazes de inibir o crescimento de E. coli
0157:H7. O diametro dos halos observados variaram de 13 a 30 mm, sendo
que na presencga de bicarbonato de sddio estes autores observaram uma
significante reducdao no diametro dos halos, entretanto estes né&o
despareceram, sugerindo que a producao de acidos (acético e lactico) nao
foi o Unico fator que colaborou para a atividade antag6nica observada.

Em pesquisa realizada no Brasil por DE MARTINIS et al., (2003) vinte
amostras de produtos carneos foram avaliadas para verificar a presenca de
bactérias lacticas produtoras de substancias antimicrobianas. Observou-se
que Leuconostoc sp. e Lactobacillus sakei foram capazes de inibir o
crescimento de nove cepas de Listeria monocytogenes utilizando a
metodologia do agar “spot test”. Como na metodologia utilizada o efeito de
acidos e peroxido de hidrogénio foi eliminado por neutralizagdo e adicdo de
catalase, respectivamente, os pesquisadores sugeriram que bacteriocinas
causaram o efeito antimicrobiano.

ELEGADO et al., (2004) estudaram a capacidade de Lactobacillus
plantarum BS em inibir bactérias como Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes
pela metodologia do agar “spot test”. Os resultados demostraram que
dentre as cepas avaliadas L. monocytogenes foi a Unica inibida por L.
plantarum. Avaliou-se também o efeito do extrato de bacteriocina semi-
purificado, onde as bacteriocinas foram parcialmente purificadas por
precipitacao por (NH4),SO, e cromatografia de filtragado em gel. Os
resultados com o extrato de bacteriocinia semi-purificada diferiram daqueles
dos obtidos com as células. Quando as células foram colocadas em contato
direto com os microrganismos patogénicos ndao se observou o efeito de
inibicdo, o que foi observado quando em contato com o extrato de

bacteriocina purificado, indicando que as células dos microrganismos alvos
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nao foram afetadas devido provavelmente a quantidade insuficiente de
bacteriocina presente na suspensao de L. plantarum.

Cepas de Lactobacillus acidophilus UO001 e Lactobacillus gasseri
UO002 foram testadas contra Listeria, Campylobacter e Clostridium
utilizando a técnica do agar “spot test”, cujos resultados demostraram uma
forte inibicdo de ambas as bactérias lacticas sobre estes patdégenos. Para
caracterizar os compostos inibidores produzidos pelas cepas de Lactobacillus
o sobrenadante das culturas foi avaliado quanto a presenca de bacteriocinas
e acidos organicos por difusdo em agar (well difusion). Os resultados
mostraram que os acidos organicos, provavelmente o acido lactico,
produzidos no metabolismo homofermentativo das espécies de Lactobacillus
em questdo, foram os responsaveis pelo efeito antagonico observado, e que
nao houve inibicao quando o sobrenadante foi tratado com a enzima lactato
desidrogenase que atua no acido lactico (FERNANDEZ et al., 2003).

HEIKKILA & SARIS (2003) isolaram bactérias do leite de mulheres
saudaveis no periodo de amamentacdo, destacando-se bactérias acido
lacticas das espécies Lactobacillus rhamnosus, L. crispatus, Lactococcus
lactis e Leucnostoc mesenteroides e demostraram que essas espécies
exercem um forte efeito de inibicado sobre Staphylococcus aureus

empregando-se a metodologia do agar “spot test”.

4.4 Avaliacdao do efeito de substancias antimicrobianas presentes
nos sobrenadantes de culturas de Lactobacillus sobre Escherichia

coli 0157:H7 e Listeria monocytogenes

Sabe-se que as bactérias acido lacticas, dentre elas, os Lactobacillus,
sao produtoras de substancias capazes de antagonizar microrganismos
patogénicos, como o0s acidos organicos, peréxido de hidrogénio e
substancias antimicrobianas de natureza protéica, conhecidas como
bacteriocinas. Com o intuito de verificar a producdo de substancias
antimicrobianas pelas cepas de Lactobacillus e averiguar se estas inibiam
Listeria monocytogenes e Escherichia coli 0157:H7 foi colocado em contato
o sobrenadante das cepas de Lactobacillus com as suspensdes celulares das

bactérias patogénicas em questdo. O crescimento destas bactérias
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patogénicas foi acompanhado por turbidimetria em intervalos de 1 hora por
7 horas, cujos resultados encontram-se apresentados nas FIGURA 7 e
FIGURA 8.

Observa-se que o crescimento de L. monocytogenes na presenga dos
sobrenadantes, a pH 7,0 das oito cepas de lactobacilos foi semelhante ao
controle (FIGURA 7A). Nota-se que o pool B (composto pelo sobrenadante
das suspensdes de células das oito cepas de Lactobacillus ativados
individualmente) parece ter estimulado o crescimento da bactéria
patogénica, observando-se maior crescimento na presenca deste
sobrenadante quando comparado ao controle.

Os Lactobacillus sao produtores de aminoacidos, sendo que algumas
cepas produzem estes metabodlitos em grandes variedades e quantidades
(LEE, 2005). Desta forma, existe a possibilidade do poo/ B ter estimulado o
crescimento de L. monocytogenes devido a diversidade de aminoacidos
presentes no meio, uma vez que foi formado a partir da juncdao dos
sobrenadantes das oito cepas de Lactobacillus.

Verifica-se também que os sobrenadantes que tiveram seus valores
de pH ajustados para 7,0 ndao exerceram efeito inibitorio sobre L.
monocytogenes diferente dos resultados obtidos quando se plaqueou a
bactéria patogéncia em questdo na presenca de bicarbonato de sddio,
conforme demostrado na FIGURA 6, onde o bicarbonato de sddio tem a
funcdo de neutralizar os acidos produzidos pelos Lactobacillus. Esta
observacdo sugere que os acidos produzidos nao foram totalmente
neutralizados pelo bicarbonato de sddio.

Segundo LASH et al., (2005) o método de anédlise usado, que envolve
o acompanhamento do crescimento celular, € mais sensivel quando
comparado com as técnicas do agar “spot test” e difusdo em pocos, onde o
diametro do halo é o indicador de inibicdo, pois analisa a atividade
antibacteriana diretamente entre os sobrenadantes de lactobacilos e a
cultura teste em meio liquido.

Nota-se que os sobrenadantes dos cultivos das cepas de Lactobacillus
cujos pH nao foram ajustados exerceram efeito de inibicao sobre o
desenvolvimento de L. monocytogenes conforme demonstrado na FIGURA

7B. Este efeito pode ser considerado bacteriostatico, pois quando este




Resultados e Discussao

1200 -

1,000 -

Densidade ética (600nm)

Tempo (h)

1200

1000

0,800

0,600

0,400

Densidade éfica (600nm)

0,200

Tempo (h)

FIGURA 7: Curva de crescimento de L. monocytogenes na presenca dos
sobrenadantes de Lactobacillus A- a pH 7,0 e B- sem ajuste de pH.
Sobrenadantes de Lactobacillus: A- 11fb, A- 17fb, - 18fa, A- 19fa, A-
22c, A- 30b, A- 30c, A-41b, A- pool A, A- pool B, A-controle 1 e A-

controle 2.
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microrganismo esta em contato com o sobrenadante ndo se multiplica. Apos
sete horas de contato das células de Listeria monocytogenes e os
respectivos sobrenadantes das cepas de Lactobacillus, estas foram
plaqueadas em 4d4gar BHI e observou-se o crescimento da bactéria
patogénica em todos os casos conforme apresentado na TABELA 4.
PLEASANTS et al., (2001) estudaram o comportamento de uma cepa
produtora de bacteriocina, Lactobacillus sake 706, na presenca de L.
monocytogenes. As duas cepas foram cultivadas isoladamente e em co-
cultura em meio MRS e tiveram seu desenvolvimento, pH e produgdo de
bacteriocina acompanhados. Os resultados revelaram que a presenca de
bacteriocina causa grande impacto no desenvolvimento de L.
monocytogenes, reduzindo rapidamente o nimero deste microrganismo na

populagao mista.

TABELA 4: Efeito de substancias presentes nos sobrenadantes, a pH

natural, sobre L. monocytogenes e E. coli 0157:H7

Listeria
monocytogenes

Escherichia coli
0157:H7

Cepas de Lactobacillus

Lactobacillus plantarum - 11fb

Lactobacillus plantarum - 22c

Lactobacillus plantarum - 41b

Lactobacillus delbruecki supb. delbruecki - 17tfb
Lactobacillus reuteri - 18fa

Lactobacillus reuteri - 19fa

Lactobacillus casei supb. pseudoplantarum - 30b
Lactobacillus casei supb. pseudoplantarum - 30c
Pool A

Pool B

Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bactericida
Bacteriostatico
Bactericida
Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bactericida

Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bacteriostatico
Bacteriostatico

No que diz respeito ao desenvolvimento de E. coli O157:H7 na
presenca dos sobrenadantes de Lactobacillus com pH ajustado (FIGURA
8A), verifica-se que o crescimento da bactéria patogénica ndo se altera,
quando comparado ao controle 1 (E. coli 0157:H7 + MRS).

As células de Escherichia coli 0157:H7 na presenca dos respectivos

sobrenadantes sem ajuste de pH de Lactobacillus, FIGURA 8B, ndo se
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FIGURA 8: Curva de crescimento de E. coli O157:H7 na presenca dos
sobrenadantes de Lactobacillus A- a pH 7,0 e B- sem ajuste de pH.
Sobrenadantes de Lactobacillus: A- 11fb, A- 17fb, - 18fa, 4- 19fa, A-
22c, A- 30b, A- 30c, A-41b, A- pool A, A- pool B, A-controle 1 e A-

controle 2.
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ndo se desenvolvem. Verifica-se (TABELA 4) que substéancias presentes nos
sobrenadantes exerceram efeito bacteriostatico sobre esse patégeno. Nota-
se ainda, efeito bactericida exercido por duas cepas (Lactobacillus
delbruecki supb. delbruecki - 17fb e Lactobacillus reuteri - 19fa) e pelo pool
B de lactobacilos, visto que ndo se observou a formagao de colonias em
meio especifico.

Nota-se que os sobrenadantes das cepas de L. delbruecki supb.
delbruecki - 17fb, L. reuteri - 19fa e do pool B sé exerceram efeito
bactericida sobre a bactéria gram-negativa. Sugere-se que as substancias
antimicrobianas produzidas por estes microrganismos podem afetar
bactérias gram-positivas e nao gram-negativas devido as diferengas
observadas na estrutura da parede celular destes microganismos.

TIMMERMAN et al., (2004) estudaram um pool/ formado por doze
cepas de lactobacilos incubadas em co-cultura. Os autores observaram que
havia competicdo entre as cepas de Lactobacillus e que o pool resultante da
fermentacao destas cepas foi um produto final diferente do obtido com as
cepas individuais. Os autores sugeriram também que a fermentacdao deve-
se proceder separadamente, seguida da mistura das culturas, para assim
aumentar a funcionabilidade das multicepas de probidticos.

Produtos constituidos de varias cepas de microrganismos probidticos
podem atingir um amplo espectro de atividade antimicrobiana. Estes podem
conter bactérias lacticas que apresentam efeito bactericida contra diversos
patdogenos, uma vez que na literatura é raro encontrar uma cepa de
microrganismo que possui alta atividade antimicrobiana sobre diferentes
patdgenos.

Lactobacillus reuteri é capaz de produzir uma substancia denominada
reuterina. Esta substancia apresenta um baixo peso molecular, pH neutro,
ndo é protéica, é solluvel em &gua e possui atividade antibacteriana,
antimicética e antiprotozoaria (SUNG et al., 2003). Esta pode ser a
substancia responsavel pelo efeito bactericida sobre E. coli O157:H7
causado pelo sobrenadante da bactéria acido lactica Lactobacillus reuteri
19fa utilizada no presente trabalho.

Bactérias lacticas isoladas de queijo produzido na Espanha foram

avaliadas quanto a atividade antagonica sobre L. monocytogenes e outras
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bactérias patogénicas. A metodologia utilizada foi a de difusdo em agar
(well difusion) e nenhuma das bactérias lacticas que incluiam cepas de
Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. casei subp. casei, Lactococcus lactis
subp lactis, Lactococcus subp cremosis, Leuconostoc mesenteroide subp.
dextranicum e Leuconostoc mesenteroides subp. mesenteroides foi capaz
de antagonizar Listeria monocytogenes e outros patdégenos testados
(HERREROS et al., 2005).

Foi observado por LASH et al., (2005) que Lactobacillus plantarum
exerce efeito inibitério sobre um amplo espectro de microrganismos,
incluindo bactérias Gram positivas e Gram negativas, dentre elas Listeria
innocua e Escherichia coli. Estes autores avaliaram o efeito de inibicao do
sobrenadante, quanto a sua estabilidade frente a diferentes temperaturas,
pH e enzimas proteoliticas, sobre espécies de bactérias patogénicas. Os
resultados revelaram que o sobrenadante da suspensao de L. plantarum
perdeu a atividade antimicrobiana em temperaturas superiores a 30°C e o
mesmo ocorreu quando o pH foi ajustado para valores maiores que 5,0 e
menores que 4,0, sugerindo que o composto causador da inibicao foi ativo
somente nessa faixa de pH.

O mesmo efeito pode ter ocorrido no presente trabalho quando duas
cepas de Lactobacillus (17fb e 19fa) e pool/ B mostraram efeito bactericida
sobre E. coli 0157:H7. Notou-se que na presenca do sobrenadante que teve
o pH ajustado a 7,0, a bactéria patogénica se desenvolveu e, na presenca
do sobrenadante sem ajuste de pH verificou-se o efeito bactericida. O
composto que pode ter exercido o efeito provavelmente é ativo em
determinada faixa de pH, no caso acido.

O efeito antimicrobiano causado por bactérias lacticas sobre
microrganismos patogénicos é bastante relatado na literatura. Em estudo
realizado por OGAWA et al., (2001) foi verificado que Lactobacillus casei
Shirota e Lactobacillus acidophilus YIT 0070 exercem efeito inibitério sobre
o crescimento de Escherichia coli O157:H7. A atividade antimicrobiana foi
avaliada em co-cultura e verificou-se que os valores de pH no meio de
cultura de E. coli em co-cultura com L. casei e L. acidophilus foram menores
quando comparados com a cultura da bactéria patogénica. Os autores

sugeriram que o efeito bactericida causado por Lactobacillus sobre E. coli
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depende da produgao de acido lactico, tendo como conseqiiéncia a reducao
do pH. Neste experimento foi testado também o efeito de inibicdo de
Lactobacillus brevis sobre E. coli O157:H7 que nao mostrou o mesmo
comportamento, o que demonstra, como no presente trabalho, que o efeito
de inibicdo é dependente da espécie de Lactobacillus.

ARICIA et al., (2004) isolaram 21 cepas de Lactobacillus de fezes de
criancas recém-nascidas, que foram avaliadas quanto a producdo de acidos,
resisténcia a antibidticos, producao de H,S e atividade antimicrobiana sobre
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ATCC28213, S. aureus ATCC2392,
Yersinia enterocolitica e Bacillus cereus. Para a avaliagao da atividade
antimicrobiana, parte do sobrenadante do cultivo de Lactobacillus foi
mantido em pH natural e parte foi neutralizado com NaOH 1N a pH 6,5 para
se verificar a presenca de metabdlitos como bacteriocinas, utilizando-se a
técnica de difusdo em agar. Os autores observaram que em sobrenadante
com pH ajustado a 6,5 e presenca de catalase, uma reducdo no efeito de
inibicdo sobre os microrganismos patogénicos e concluiram que a atividade
antibacteriana das cepas estudadas é afetada pela producao de H,0, e
acidos.

BREDHOLT et al., (1999) isolaram cepas de Lactobacillus sakei de
amostras de carnes que foram testadas na prevencao de contaminagdao por
Listeria monocytogenes e Escherichia coli O157:H7 em presunto. Os
resultados mostraram que as bactérias lacticas foram capazes de inibir o
crescimento dos microrganismos patogénicos. Dentre as cinco cepas
testadas, apenas uma produziu bacteriocina e o efeito de inibicao causado
por essa cepa nhao diferiu das demais, portanto, o efeito observado,
segundo os autores, parece nao ter sido provocado por bacteriocinas. Desta
forma, concluiram que novos estudos devem ser realizados a fim de se
identificar a causa do efeito inibitério observado. Na etapa de selecdo das
cepas destas bactérias lacticas avaliou-se a velocidade de crescimento na
temperatura de armazenamento do produto, sendo selecionadas as que
apresentaram maior velocidade. Portanto os autores sugeriram que a
disputa por nutrientes pode ter favorecido o desenvolvimento das bactérias

acido lacticas no presunto. Outro fator que foi considerado € o aumento na
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concentracdo de acido lactico, que pode ser responsavel pelo efeito de
inibicdo sobre os microrganismos patogénicos.

TYOPPONEN et al.,, (2003) estudaram o efeito de bioprotecao
provocado por culturas de Lactobacillus rhamnosus E-97800, L. rhamnosus
LC-750, L. plantarum ALCO1 e Pediococcus pentosaceus RM2000 sobre
Listeria monocytogenes em embutidos. Para tanto as culturas lacticas e a
bactéria patogénica foram inoculadas na fase de preparo do produto, cujos
resultados demostraram que as cepas bioprotetoras preveniram o
crescimento de L. monocytogenes e resultou em produtos livres de Listeria
na fase final de maturacdo. Os autores concluiram que esta observacao se
deve provavelmente a producdo de substancias antimicrobianas, porém
novos estudos devem ser conduzidos a fim de se avaliar este efeito.

GOPAL et al., (2001) estudaram o efeito antimicrobiano de trés cepas
probidticas consistindo de Lactobacillus rhamnosus, L. acidophilus e
Bifidobacterium lactis sobre E. coli 0157:H7. Observaram que as trés cepas
reduziram a populacdo da bactéria patogénica e que substancias secretadas
no meio pelas bactérias lacticas foram parcialmente afetadas por
tratamentos com as enzimas lactato desidrogenase, tripsina e proteinase K,
sugerindo que a inibicdo pode ser devido a agdo sinergistica entre o acido
lactico e substancias protéicas.

A\

A avaliacdo do efeito antagdnico ndo se limita a experimentos “in
vitro”, uma vez que cepas ja testadas desta maneira sao posteriormente
avaliadas em animais e em humanos para terem seu efeito validado.
WAARD et al., (2002) estudaram o efeito da ingestdo de Lactobacillus
casei Shirota YIT9029 em ratos quando desafiados com Listeria
monocytogenes. Os ratos foram infectados oralmente com 0,5 mL de uma
suspensdo contendo 10° células vidveis de L. monocytogenes, sendo que
nos trés dias que antecederam a infeccdo os mesmos haviam recebido
doses didrias de 10° células vidveis de Lactobacillus. Verificou-se que a
suplementagcao com L. casei reduziu a populagcao de Listeria no trato
gastrintestinal bem como no baco e figado e que os mesmos sao capazes de
aumentar a resisténcia do hospedeiro frente a esse patogeno.
Camundongos foram alimentados com Lactobacillus rhamnosus

HNOO1 (DR20) para avaliacdao da protecao imune mediada pelos mesmos.
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Para tanto os animais receberam um dieta suplementada com Lactobacillus
(3x10® UFC/g) antes e depois do desafio oral com E. coli 0157:H7. Os
resultados mostraram que o probidtico fornecido aos camundongos pode
reduzir severamente a infecgao por E. coli 0157:H7 e se sugere que esta
reducao se deve ao aumento da resposta imune humoral e celular dos
animais (SHU & GILL, 2002).

Com o intuito de se avaliar o efeito bactericida e/ou bacteriostatico do
pH sobre as bactérias patogénicas estudadas, foram avaliados os meios
MRS e BHI com pH ajustados a 3,6 e 4,2, cujos resultados encontram-se
representados a FIGURA 9. Nota-se que nessas condicdes L.
monocytogenes e E. coli 0157:H7 nao se desenvolveram, demonstrando o
efeito bacteriostatico do pH. As bactérias patogénicas foram também
plaqueadas em meio BHI apods sete horas de contato com os respectivos
meios acidificados com o objetivo de verificar se o acido apresenta efeito
bactericida. Desta forma verificou-se que os meios acidificados ndao exercem
efeito bactericida sobre L. monocytogenes e E. coli 0157:H7, tendo em
vista que se observou crescimento destes microrganismos em agar BHI.

Segundo PHAN-THAN et al., (2002) o menor pH que Listeria pode
resistir depende da composicao do meio, da cepa e do estado fisioldgico da
mesma. Estes autores estudaram a influéncia do pH, utilizando HCI para
ajuste do pH do meio, no desenvolvimento de duas cepas de L.
monocytogenes e verificou-se que os pH 4,0 (LO28) e 3,5 (EGD) foram os
menores valores que as cepas resistiram, entretanto GIANUZZI et al.
(1996) estudaram o efeito dos acidos ascérbico, citrico e lactico na inibicao
de Listeria monocytogenes em temperatura de refrigeragcao (4° e 10°C).
Estes autores verificaram para ambas as temperaturas, efeito bactericida do
acido lactico sobre Listeria em meio TSB a pH 4,0, 3,5 e 3,0.

KOUTSOUMANIS & SOFOS (2004) estudaram o efeito do pH no
crescimento de bactérias patogénicas, dentre elas Listeria monocytogenes e
Escherichia coli 0157:H7. Estas bactérias foram inoculadas em meio TSB a
pH 3,5 (ajustado com acido lactico) e seu desenvolvimento foi monitorado

durante oito horas. Observou-se que a bactéria mais sensivel ao pH foi
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Listeria monocytogenes seguida de Escherichia coli 0157:H7, porém nao se
observou efeito bactericida.

CHENG et al., (2003) estudaram trés cepas de E. coli 0157:H7 (ATCC
43889, ATCC 43895 e 993) quanto a tolerdncia ao acido em meio TSB com
pH ajustado com HCI a 3,0, 4,0 e 5,0 na temperatura de 37°C. Verificou-se
que o percentual de sobrevivéncia das células de E. coli quando inoculadas
por 120 min em meio acidificado para pH 3,0 foi de 4,2%, porém ndo se
observou efeito bactericida. Em meio a pH 4,0 esse percentual subiu para
aproximadamente 70%. Os autores testaram ainda a influéncia dos acidos
organicos lactico, acético e propionico e observaram que o acido lactico
demonstrou ser o mais letal.

DATTA & BENJAMIM (1999) estudaram E. coli 0157:H7 (AD305)
quanto a sensibilidade ao acido. Verificou-se que a interferéncia do acido no
desenvolvimento da bactéria em questdo é dependente da concentracdo
celular. Observou-se também que células na fase exponencial sdo mais
inibidas do que na fase estacionaria.

No presente trabalho foi quantificado o acido lactico produzido pelas
bactérias lacticas, cujos resultados encontram-se apresentados na TABELA
5.

TABELA 5: Concentracdo de acido lactico produzido pelas cepas de

Lactobacillus cultivados em caldo MRS por 18 horas.

Cepas de Lactobacillus Acido Lactico
(g/L)
Lactobacillus plantarum - 11fb 15,0
Lactobacillus plantarum - 22c 18,39
Lactobacillus plantarum - 41b 18,36
Lactobacillus delbruecki supb. delbruecki - 17fb 17,6
Lactobacillus reuteri - 18fa 16,12
Lactobacillus reuteri - 19fa 17,79
Lactobacillus casei supb. pseudoplantarum - 30b 8,71
Lactobacillus casei supb. pseudoplantarum - 30c 16,72
Pool A 19,14

Pool B 12,43
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Nota-se que a maior quantidade de acido lactico foi obtida com o pool
A, resultante do crescimento das oito cepas de Lactobacillus conjuntamente.
Observa-se que, com excecao de L. casei supb pseudoplantarum - 30b,
todas as demais cepas apresentaram produgao de acido lactico que variou
entre 15 e 19,14 g/L.

O mesmo foi observado por LEE (2005), que verificou maior
concentracdao de acido lactico com cinco cepas de Lactobacillus quando
crescidas em conjunto, produzindo cerca de 110 g/L em 70 horas de
fermentacao contra 90 g/L no mesmo tempo L. casei (NRRL-B1445).
Quando as cepas cresceram separadamente apresentaram valores de 13,5
g/L, 14 g/L, 13,9 g/L, 8 g/L e 13,5 g/L para Lactobacillus delbruecki supb.
delbruecki (ATCC 12315), L. casei (NRRL-B1445), L. delbruecki (NRRL-
B445), L. heveticus (NRRL-B1937) e L. casei (NRRL-B1922)
respectivamente. O autor sugeriu haver um aparente sinergismo entre as
cepas.

Com relacao ao efeito de inibicao provocado pelo pH acido sobre L.
monocytogenes e E. coli 0157:H7, a quantidade de acido lactico produzido
pelas cepas de Lactobacillus parece nao influenciar no efeito bacteriostatico,
pois a adigao de qualquer sobrenadante das cepas de Lactobacilus provocou
este efeito.

GARRO et al., (2004) verificaram que na temperatura de 37°C a
producdo maxima de acido lactico por Lactobacillus fermentum foi de 4,95
g/L e que em cultura mista com Bifidobacterium longum este valor foi o
maximo alcancado quando estas bactérias foram cultivadas em “leite de
soja”.

KOURKOUTAS et al., (2005) quantificaram o acido lactico produzido
por Lactobacillus casei, isolado de um produto comercial, em meio sintético,
que variou de 15,9 a 19,7 g/L numa temperatura de 37°C.

No presente trabalho observou-se (TABELA 4) que L. delbruecki supb.
delbruecki - 17fb, L. reuteri - 19fa e o pool B apresentaram efeito
bactericida sobre E. coli 0157:H7. Este efeito possivelmente se deve a
producdo de outras substancias antimicrobianas, como o H,0, ou
bacteriocinas. A quantidade de acido lactico parece nao influenciar no efeito

bactericida, pois o pool A, que apresentou a maior producdo de acido lactico
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(TABELA 5), ndo exerceu efeito bactericida sobre as bactérias patogéncias

testadas.

4.5 Avaliacao do efeito do sobrenadante sobre o desenvolvimento
de cepas de Lactobacillus

Com o objetivo de melhor entender o comportamento das células que
compdem o pool de Lactobacillus, formado pelo crescimento de todas as
cepas em co-cultura, os sobrenadantes das cepas de Lactobacillus foram
colocados em contato com as células de Lactobacillus. As cepas de
Lactobacillus também foram crescidas em caldo MRS com pH ajustado para
3,60 a fim de se verificar comportamento destes microrganismos em meio
acido. Os resultados encontram-se demonstrados nas FIGURAS 10, 11, 12.

Nota-se que as cepas de lactobacilos apresentaram diferentes
comportamentos, sendo que os sobrenadantes exercem influéncia tanto
positiva, como negativa, no desenvolvimento das mesmas.

Em relagao ao crescimento das cepas de Lactobacillus frente ao meio
acidificado, verifica-se que a cepa 41b foi a que menos sofreu interferéncia,
atingindo 93,13 % do crescimento quando comparado ao controle.

As cepas 17fb, 22c, 19fa, 30c, 18fa, 11fb e 30b apresentaram
crescimento correspondente a 77,95%, 76,34%, 73,31%, 67,78%,
57,10%, 42,66% e 33,76% respectivamente, em relagdo ao controle.

Os resultados demonstraram que todas as cepas de Lactobacillus
quando em contato com sobrenadantes das cepas de Lactobacillus casei
subsp. pseudoplantarum (30b e 30c) tiveram seu crescimento favorecido,
destacando-se as cepas 17fb, 19fa e 22c.

Todas as cepas de lactobacilos apresentaram baixo crescimento
quando em contato com os sobrenadantes das demais cepas, sugerindo
efeito antagbnico, com excecdao das cepas de Lactobacillus casei supb.
pseudoplantarum (30b e 30c) que parecem nao ser afetadas pelos
sobrenadantes dos lactobacilos.

No presente trabalho algumas cepas mostraram-se sensiveis aos
sobrenadantes da mesma espécie, porém um estudo mais aprofundado

deve ser feito para avaliar se algumas destas cepas produzem substancias
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FIGURA 10: Curva de crecimento de A- Lactobacillus plantarum (11fb), B- L.
plantarum (22c), C- L. plantarum (41c) quando em contato com sobrenadantes de
Lactobacillus. A- 11fb, A- 17fb, - 18fa, A- 19fa, A- 22c, A- 30b, A- 30c, A-
41b, A-controle 1 constituido de 150uL de suspensao celular de Lactobacillus e A -
controle 2 constituido de 75uL de suspensdo celular + 75uL de caldo MRS, A- 75
ML de suspensdo celular de Lactobacillus + 75 uL de caldo MRS pH 3,60.
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FIGURA 11: Curva de crescimento de A- Lactobacillus delbruecki supb. delbruecki
(17fb), B- L. reuteri (18fa), C- L. reuteri (19fa) quando em contato com
sobrenadantes de Lactobacillus.: A- 11fb, A- 17fb, - 18fa, A- 19fa, A- 22c, A-
30b, A- 30c, A-41b, A-controle 1 constituido de 150uL de suspensdo celular de
Lactobacillus e A-controle 2 constituido de 75uL de suspensdo celular + 75uL de
caldo MRS, A- 75 uL de suspensdo celular de Lactobacillus + 75 uL de caldo MRS
pH 3,60.
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FIGURA 12: Curva de crescimento de A- Lactobacillus casei supb.
pseudoplantarum (30b), B- L. casei supb. pseudoplantarum (30c).A- 11fb,
A- 17fb, - 18fa, 4- 19fa, A- 22c, A- 30b, A- 30c, A-41b, A-controle
1 constituido de 150uL de suspensdo celular de Lactobacillus e A-controle 2
constituido de 75pL de suspensao celular + 75uL de caldo MRS, A- 75 L
de suspensao celular de Lactobacillus + 75 pL de caldo MRS pH 3,60.
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protéicas com atividade antimicrobiana (bacteriocinas). Provavelmente o
composto causador deste efeito nao foi bacteriocina, pois pela definicdao, os
microrganismos que produzem bacteriocinas nao sao inibidos pelas mesmas
(DE MARTINIS et al., 2002a). Outra hipdtese é que, como as células
produzem as bacteriocinas na fase log, mas sd sdo excretadas ao meio
extracelular no inicio da fase estacionaria (PAPAGIANI, 2003), as células
nesta fase ndao sdo sensiveis as mesmas, porém quando as bacteriocinas
sao colocadas em contato em outras fases, como na lag ou log, as células
podem ainda nao terem desenvolvido proteinas que Ihe conferem imunidade
contras esses peptideos antimicrobianos, sendo consequentemente
sensibilizadas.

Bactérias lacticas isoladas de malte de cevada por VAUGHAM et al.,
(2001) mostraram-se capazes de inibir o crescimento de microrganismos
contaminantes do processo de cerveja. Os autores identificaram e
caracterizaram 11 Dbacteriocinas isoladas de Lactobacillus sakei e
Leuconostoc mesenteroides presentes no malte de cevada, sendo cada cepa
produtora de mais de uma bacteriocina. Os microrganismos indicadores de
inibicdo, Lactobacillus lactis, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus
collinoides, Lactobacillus brevis, Enterococcus faecalis e Pediococcus
damnosus foram inibidos pelas respectivas bacteriocinas. Os autores
utilizaram a mesma metodologia do presente trabalho, avaliando o
crescimento celular por turbidimetria depois de 16 horas de contato entre o
sobrenadante ou bacteriocina isolada e a bactéria indicadora.

A atividade antimicrobiana de Lactobacillus plantarum BS sobre
diferentes espécies de bactérias foi verificada utilizando células ativas e
extrato semi-purificado de bacteriocinas. Dentre as cepas testadas
Lactobacillus casei, L. delbruecki, L plantarum, Leuconostoc mesenteroides,
Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus, Pediococcus sp., Enterococcus
faecalis, Bacillus cereus, B. coagulans, B. subtilis, Listeria monocytogenes e
Listeria grayi mostraram ser sensiveis aos compostos produzidos por L.
plantarum BS, porém algumas cepas foram inibidas somente pelo extrato
semi-purificado de bacteriocinas. Os autores sugeriram que as cepas que sé

foram inibidas pelo extrato semi-purificado de bacteriocina necessitam de
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uma maior concentracdo desta para sensibiliza-las. Segundo ELEGADO et
al., (2004) a atuacdo das bacteriocinas é dependente da concentracdo.

NAVARRO et al., (2000) testaram 42 cepas isoladas no processo de
producdo de vinho do género Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e
Lactococcus quanto a producdo de substancias inibidoras de crescimento,
sendo utilizadas como indicadoras as respectivas 42 cepas e outras 18.
Nove cepas de L. plantarum, constituintes da microbiota predominante em
vinhos tintos da regido de Rioja-Espanha, foram selecionadas como
produtoras de substancias antimicrobianas. Os resultados mostraram que
as cepas de L. plantarum quando avaliadas como indicadoras e produtoras
de bacteriocinas simultaneamente nao foram inibidas. Dentre as nove cepas
de L. plantarum testadas, uma se destacou por apresentar atividade
antimicrobiana contra 31 cepas indicadoras abrangendo todos os géneros
de bactérias lacticas testados, sendo que entre essas encontram-se
algumas contaminantes do processo de fermentagao do vinho.

Um total de 437 isolados caracterizadas como Lactobacillus
provenientes de 70 amostras de fermento de padarias artesanais e
industriais na Italia foram avaliadas quanto a producdo de substancias
antimicrobianas contra 4 cepas indicadoras (Lactobacillus farminis, L. sakei,
L. delbruecki ssp. bulgaricus e Listeria innocua) empregando-se a
metodologia do agar “spot test”. Das 437 isoladas, 85 apresentaram efeito
de inibicao sobre alguns dos microrganismos testados, entao tiveram seus
sobrenadantes tratados com catalase, neutralizados, esterilizados por
filtracdo e posteriormente testados por difusdo em &gar. Somente cinco
espécies de Lactobacillus mantiveram, apos estes tratamentos, sua
atividade antimicrobiana. Dentre os cinco selecionados, todos inibiram L.
sakei, enquanto as demais espécies de Lactobacillus foram inibidas
dependendo da cepa produtora de bacteriocina. Segundo os autores, os
compostos antibacterianos produzidos foram inativados por enzimas
proteoliticas, indicando serem de natureza protéica, caracteristica das
bacteriocinas. A sintese de bacteriocinas e outros compostos
antimicrobianos podem regular a interacao complexa entre os
microrganismos envolvidos no processo de fermentacdao e a microbiota
contaminante dos fermentos (CORSETTI et al., 2004).
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

e As células de Lactobacillus apresentaram maior efeito de inibicao

sobre Escherichia coli 0157:H7 do que Listeria monocytogenes.

e L. plantarum (22c) e L. casei supb pseudoplantarum (30b) na
auséncia de bicarbonato de sédio exerceram maior efeito de inibigao
sobre E. coli O157:H7.

e L. reuteri (19fa) apresentou o maior efeito de inibicao independente

da presencga de bicarbonato de sddio sobre L. monocytogenes.

¢ Os sobrenadantes cujos valores de pH foram ajustados para 7,0 nao
causaram efeito de inibicao sobre Listeria monocytogenes e
Escherichia coli 0157:H7.

e Os sobrenadantes “in natura” dos Lactobacillus exerceram efeito de

inibicao sobre Listeria monocytogenes e Escherichia coli 0157:H7.

e Os sobrenadantes de Lactobacillus delbruecki supb. delbruecki (17fb),
Lactobacillus reuteri (19fa) e do pool B exerceram efeito bactericida
sobre Escherichia coli 0157:H7.

¢ O pool B apresentou maior efeito de inibicao quando comparado ao

pool A.

e Escherichia coli O157:H7 é mais sensivel aos sobrenadantes das

cepas de Lactobacillus quando comparada a Listeria monocytogenes.

e Os sobrenadantes dos Lactobacillus casei supb. pseudoplantarum
(30b e 30c) estimularam os crescimento das demais cepas de

Lactobacillus.
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e As cepas de Lactobacillus casei supb. pseudoplantarum (30b e 30c¢)
se desenvolveram melhor na presenca dos sobrenadantes das demais

cepas de Lactobacillus avaliadas.

Conclui-se ainda que as cepas de Lactobacillus que possuem efeito
inibitério sobre Listeria monocytogenes e Escherichia coli 0157:H7 podem
ser utilizadas, por exemplo, na conservagao de alimentos onde estas
bactérias contaminantes sdao normalmente encontradas e em aditivos de
racdo para animais que sao reservatorios destas bactérias, como bovinos e

aves, porém devem ser testados para estas aplicagdes.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Caracterizar o sobrenadante das cepas Lactobacillus delbruecki supb.
delbruecki (17fb), Lactobacillus reuteri (19fa) e do pool B quanto a

presenca de substancias antimicrobianas, de natureza protéica,

adicionando enzimas proteolicas aos sobrenadante com pH natural.

e Avaliar demais propriedades probidticas das cepas de Lactobacillus
estudadas.
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Manitol
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Rafinose

Ramnose
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Xilose
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APENDICE B: Testes de coloracao de GRAM e catalase para as cepas de

microganismos avaliadas no presente trabalho

Cepas GRAM CATALASE

Lactobacillus plantarum - 11fb

Lactobacillus plantarum - 22c
Lactobacillus plantarum - 41b -
Lactobacillus delbruecki supb delbruecki - 17fb
Lactobacillus reuteri - 18fa

Lactobacillus reuteri - 19fa

Lactobacillus casei supb pseudoplantarum - 30b

Lactobacillus casei supb pseudoplantarum - 30c

+ + + + + + + + +
1

Listeria monocytogenes
Escherichia coli 0157:H7

1
+




APENDICE C: Valores de densidade dtica referentes ao crescimento de

Listeria monocytogenes em caldo BHI

Tempo Listeria monocytogenes
(horas) (densidade dtica - 600nm)

0 0,019

1 0,021

2 0,022

3 0,097

4 0,296

5 0,446

6 0,539

7 0,654

APENDICE D: Valores de densidade otica referentes ao crescimento de
Escherichia coli 0157:H7 em caldo BHI

Tempo Escherichia coli 0157:H7
(horas) (densidade ética - 600nm)

0 0,021
0,012
0,009
0,120
0,305
0,645
0,823
0,906

N o0 1 A W N -




APENDICE E: Didmetro (mm) dos halos de inibicdo causada pelas cepas de

Lactobacillus sobre Escherichia coli 0157:H7

Cepas Escherichia Escherichia
coli i coli
O157:H7 0157:H7
Lactobacillus plantarum - 11fb 11,5 15
Lactobacillus plantarum - 22c - 13
Lactobacillus plantarum - 41b 12,5 19
Lactobacillus delbruecki supb delbruecki - 17fb 15,5 23
Lactobacillus reuteri - 18fa 13 11
Lactobacillus reuteri - 19fa - 13
Lactobacillus casei supb pseudoplantarum - 30b 14 14
Lactobacillus casei supb pseudoplantarum - 30c 15 21
Pool A 19 19

*Meio MRS adicionado de bicarbonato de sddio, - auséncia de crescimento

dos Lactobacillus

APENDICE F: Didametro (mm) dos halos de inibicdo causada pelas cepas de

Lactobacillus sobre Listeria monocytogenes

Escherichia Escherichia

Cepas coli . coli
O157:H7 0157:H7

Lactobacillus plantarum - 11fb 8,5 10,5
Lactobacillus plantarum - 22c - 10,5
Lactobacillus plantarum - 41b 8 11
Lactobacillus delbruecki supb delbruecki - 17fb 11 13
Lactobacillus reuteri - 18fa 6 9
Lactobacillus reuteri - 19fa - 13
Lactobacillus casei supb pseudoplantarum - 30b 11 13,5
Lactobacillus casei supb pseudoplantarum - 30c 9,5 11
Pool A 11,5 13

*Meio MRS adicionado de bicarbonato de sddio, - auséncia de crescimento

dos Lactobacillus



APENDICE G: Valores de densidade 6tica referentes ao crescimento de L. monocytogenes na presenca dos sobrenadantes

das suspensdes de células de Lactobacillus a pH 7,0

Tempo Densidade o6tica (600nm)

(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b pool A pool B controle controle
0 0,057 0,055 0,066 0,057 0,061 0,061 0,053 0,054 0,058 0,102 0,033 0,074
1 0,115 0,102 0,107 0,101 0,108 0,112 0,098 0,102 0,105 0,423 0,077 0,184
2 0,316 0,278 0,287 0,255 0,294 0,275 0,272 0,284 0,295 0,894 0,241 0,432
3 0,470 0,420 0,398 0,341 0,410 0,423 0,443 0,413 0,362 0,967 0,440 0,516
4 0,529 0,484 0,449 0,374 0,440 0,417 0,492 0,454 0,391 0,959 0,465 0,486
5 0,537 0,476 0,479 0,391 0,474 0,489 0,501 0,496 0,416 0,974 0,576 0,668
6 0,574 0,515 0,515 0,433 0,498 0,518 0,587 0,492 0,463 0,982 0,662 0,781
7 0,659 0,560 0,577 0,484 0,553 0,584 0,661 0,530 0,519 0,975 0,742 0,889




APENDICE H: Valores de densidade 6tica referentes ao crescimento de L. monocytogenes na presenca dos sobrenadantes

das suspensdes de células de Lactobacillus a pH natural.

Tempo Densidade otica (600nm)
(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b pool A pool B controle controle 2
0 0,020 0,023 0,031 0,026 0,029 0,027 0,027 0,035 0,119 0,030 0,033 0,074
1 0,016 0,017 0,022 0,024 0,022 0,020 0,018 0,025 0,123 0,020 0,077 0,184
2 0,019 0,024 0,027 0,032 0,032 0,026 0,021 0,031 0,168 0,026 0,241 0,432
3 0,016 0,022 0,023 0,029 0,029 0,020 0,021 0,029 0,138 0,021 0,440 0,516
4 0,021 0,022 0,025 0,028 0,031 0,020 0,018 0,031 0,151 0,020 0,465 0,486
5 0,029 0,032 0,021 0,016 0,025 0,015 0,017 0,031 0,147 0,019 0,576 0,668
6 0,026 0,028 0,025 0,021 0,023 0,015 0,021 0,031 0,153 0,021 0,662 0,781
7 0,031 0,032 0,028 0,022 0,039 0,021 0,024 0,031 0,122 0,030 0,742 0,889




APENDICE I: Valores de densidade 6tica referentes ao crescimento de Escherichia coli O157:H7 na presenca dos

sobrenadantes das suspensdes de células de Lactobacillus a pH 7,0

Tempo Densidade otica (600nm)
(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b pool A pool B controle 1 controle 2
0 0,022 0,017 0,019 0,015 0,015 0,020 0,011 0,013 0,019 0,008 -0,003 0,012
1 0,010 0,005 0,005 0,001 -0,002 0,006 0,009 0,001 0,000 0,020 -0,021 0,034
2 0,109 0,106 0,091 0,096 0,099 0,105 0,102 0,097 0,103 0,076 0,052 0,229
3 0,272 0,257 0,215 0,220 0,225 0,227 0,260 0,230 0,247 0,172 0,164 0,533
4 0,562 10480 0,396 0,444 0452 0,423 0,560 0,462 0,494 0,443 0,372 0,888
5 0,750 0,625 0,555 0,554 0,589 0,618 0,729 0,589 0,610 0,753 0,532 0,947
6 0,819 0,664 0,652 0,612 0,642 0,669 0,791 0,637 0,684 0,859 0,716 0,991
7 o817 0,667 0,681 0,661 0,661 0,683 0,776 0,642 0,686 0,896 0,773 1,002




APENDICE J: Valores de densidade otica referentes ao crescimento de Escherichia coli O157:H7 na presenca dos

sobrenadantes das suspensdes de células de Lactobacillus a pH 7,0

Tempo Densidade otica (600nm)
(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b pool A pool B controle 1 controle 2
0 -0,021 -0,010 -0,014 -0,022 -0,017 -0,027 -0,027 -0,017 0,015 -0,018 -0,003 0,012
1 -0,043 0,016 -0,037 -0,037 -0,041 -0,039 -0,036 -0,042 0,012 -0,039 -0,021 0,034
2 -0,001 0,000 0,001 -0,006 0,000 -0,004 0,002 -0,002 0,028 0,003 0,052 0,229
3 o,001r o,001 0,002 0,012 0,013 -0,006 0,008 -0,004 0,011 0,010 0,164 0,533
4 0,006 0,010 0,007 0,008 0,013 0,005 0,013 0,005 0,021 0,004 0,372 0,888
5 0,004 0,010 0,004 0,008 0,010 0,004 0,015 0,007 0,018 0,004 0,532 0,947
6 0,011 0,014 0,013 0,015 0,016 0,007 0,008 0,012 0,017 0,008 0,716 0,991
7 0,006 0,012 0,012 0,010 0,011 0,006 0,002 0,004 0,020 -0,001 0,773 1,002




APENDICE K: Valores de densidade otica referentes ao crescimento de L. monocytogenes em meios MRS e BHI em

diferentes valores de pH.

Tempo Densidade otica (600nm)
(horas) MRS pH 3,61 MRS pH 4,17 MRS pH 6,33 BHI pH 3,66 BHI pH 4,15 BHI pH 7,38
0 0,045 0,037 0,010 0,021 0,005 0,001
1 0,043 0,026 -0,004 -0,013 -0,002 0,005
2 0,041 0,013 0,006 -0,006 0,000 0,020
3 0,037 0,039 0,029 -0,006 0,005 0,093
4 0,034 0,022 0,128 0,006 0,000 0,369
5 0,018 0,012 0,364 0,007 0,009 0,793
6 0,033 0,014 0,604 -0,010 0,006 0,856
7 0,029 0,008 0,680 0,012 0,009 0,860




APENDICE L: Valores de densidade ética referentes ao crescimento de E. coli 0157:H7 em meios MRS e BHI em diferentes

valores de pH.

Tempo Densidade otica (600nm)
(horas) MRS pH 3,61 MRS pH 4,17 MRS pH 6,33 BHI pH3,66 BHI pH 4,15 BHI pH 7,38
0 0,076 0,117 0,083 0,121 0,094 0,111
1 0,069 0,113 0,093 0,102 0,090 0,279
2 0,068 0,101 0,100 0,101 0,095 0,622
3 0,074 0,110 0,090 0,105 0,099 0,937
4 0,073 0,102 0,113 0,094 0,088 0,924
5 0,087 0,102 0,113 0,093 0,104 0,987
6 0,085 0,100 0,178 0,097 0,121 1,022
7 0,063 0,103 0,212 0,090 0,120 1,015




APENDICE M: Concentracdo de glicose, acido acético, etanol e acido lactico
no meio MRS e nos sobrenadantes resultantes do cultivo da cepas de

Lactobacillus a 37°C por 18 horas.

Concentracao (g/L)

Lactobacillus

D-glicose Acido Acético  Etanol Acido Lactico
11fb 3,34 4,43 nd 15,0
17fb 2,19 4,14 nd 17,6
18fa 0,44 4,96 nd 16,12
19fa 3,61 4,34 nd 17,79
22c 0,90 4,21 nd 18,39
30b 5,35 2,05 nd 8,56
30c 5,95 2,71 nd 16,72
41b 2,77 3,75 nd 18,36
pool A 2,01 2,81 nd 19,14
pool B 5,16 2,77 nd 12,43

meio MRS 15,14 2,03 nd nd




APENDICE N: Valores de densidade 6tica referentes ao crescimento de Lactobacillus plantarum (11fb) quando em contato

com sobrenadantes das suspensdes de células Lactobacillus

Densidade 6tica (600nm)

Tempo Sobrenadantes dos Lactobacillus

(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b controle 1 controle 2 controle 3
0 0,068 0,071 0,068 0,069 0,068 0,068 0,068 0,069 0,096 0,069 0,074
1 0,069 0,071 0,068 0,068 0,069 0,070 0,069 0,068 0,102 0,085 0,075
2 0,075 0,074 0,073 0,073 0,072 0,080 0,080 0,072 0,147 0,135 0,091
3 0,083 0,079 0,076 0,079 0,077 0,093 0,089 0,076 0,242 0,226 0,121
4 0,093 0,084 0,082 0,086 0,083 0,112 0,107 0,081 0,448 0,329 0,163
5 0,094 0,087 0,085 0,089 0,099 0,128 0,123 0,085 0,643 0,506 0,205
6 0,098 0,094 0,093 0,096 0,105 0,151 0,139 0,088 0,727 0,665 0,274
7 0,107 0,103 0,100 0,104 0,110 0,172 0,158 0,094 0,871 0,891 0,338
8 0,114 0,103 0,104 0,110 0,114 0,195 0,176 0,098 0,949 1,036 0,442




APENDICE O: Valores de densidade dtica referentes ao crescimento de Lactobacillus plantarum (22c) quando em contato

com sobrenadantes das suspensdes de células de Lactobacillus

Densidade 6tica (600nm)

Tempo Sobrenadantes dos Lactobacillus

(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b controle 1 controle 2 controle 3
0 0,085 0,086 0,088 0,086 0,084 0,084 0,086 0,085 0,124 0,071 0,099
1 0,093 0,092 0,092 0,090 0,091 0,097 0,094 0,092 0,157 0,113 0,105
2 0,109 0,105 0,103 0,102 0,098 0,113 0,106 0,102 0,247 0,192 0,120
3 0,115 o,119 0,108 0,113 0,108 0,138 0,120 0,112 0,460 0,375 0,159
4 0,118 0,169 0,112 0,122 0,116 0,185 0,142 0,119 0,728 0,608 0,273
5 0,120 0,134 0,114 0,124 0,115 0,262 0,181 0,121 0,919 0,835 0,468
6 0,121 0,135 0,116 0,125 0,119 0,314 0,217 0,123 0,953 0,901 0,623
7 0,121 0,136 0,117 0,126 0,121 0,412 0,282 0,125 0,962 0,990 0,700
8 o,12» 0,137 0,121 0,128 0,123 0,445 0,331 0,126 1,042 1,082 0,826




APENDICE P: Valores de densidade dtica referentes ao crescimento de Lactobacillus plantarum (41b) quando em contato

com sobrenadantes das suspensdes de células de Lactobacillus

Densidade 6tica (600nm)

Tempo Sobrenadantes dos Lactobacillus

(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b controle 1 controle 2 controle 3
0 0,095 0,096 0,094 0,101 0,096 0,097 0,096 0,100 0,147 0,080 0,109
1 0,104 0,103 0,101 0,107 0,102 0,112 0,110 0,105 0,176 0,120 0,121
2 0,126 0,119 0,115 0,119 0,116 0,133 0,130 0,114 0,260 0,192 0,152
3 0,145 0,145 0,133 0,139 0,138 0,177 0,158 0,134 0,458 0,397 0,250
4 0,149 0,162 0,136 0,156 0,155 0,240 0,191 0,148 0,715 0,627 0,424
5 0,150 0,169 0,134 0,162 0,159 0,247 0,200 0,155 0,799 0,811 0,548
6 0,149 0,174 0,134 0,164 0,160 0,311 0,224 0,157 0,883 0,891 0,802
7 0,150 0,176 0,133 0,165 0,162 0,319 0,236 0,159 0,965 0,994 0,942
8 0,149 0,176 0,135 0,167 0,161 0,330 0,251 0,161 1,040 1,107 1,031




APENDICE Q: Valores de densidade 6tica referentes ao crescimento de Lactobacillus plantarum (17fb) quando em contato

com sobrenadantes das suspensdes de células de Lactobacillus

Densidade 6tica (600nm)

Tempo Sobrenadantes dos Lactobacillus

(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b controle 1 controle 2 controle 3
0 0,083 0,082 0,082 0,084 0,082 0,082 0,083 0,083 0,135 0,078 0,092
1 0,090 0,096 0,097 0,099 0,097 0,103 0,107 0,098 0,167 0,121 0,103
2 0,101 0,119 0,116 0,116 0,113 0,133 0,126 0,112 0,263 0,200 0,121
3 0,110 0,137 0,133 0,134 0,132 0,179 0,158 0,126 0,445 0,353 0,164
4 0,115 0,150 0,138 0,146 0,143 0,249 0,201 0,138 0,701 0,555 0,302
5 0,122 0,158 0,144 0,153 0,150 0,297 0,229 0,143 0,887 0,791 0,459
6 0,126 0,167 0,150 0,160 0,152 0,336 0,272 0,148 0,900 0,822 0,569
7 0,132 0,171 0,156 0,163 0,154 0,462 0,366 0,153 0,956 0,959 0,696
8 0,135 0,173 0,161 0,164 0,156 0,465 0,401 0,154 1,022 1,061 0,827




APENDICE R: Valores de densidade 6tica referentes ao crescimento de Lactobacillus plantarum (18fa) quando em contato

com sobrenadantes das suspensdes de células de Lactobacillus

Densidade 6tica (600nm)

Tempo Sobrenadantes dos Lactobacillus

(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b controle 1 controle 2 controle 3
0 0,077 0,078 0,075 0,079 0,077 0,075 0,075 0,077 0,105 0,065 0,076
1 0,079 0,079 0,076 0,080 0,078 0,078 0,079 0,079 0,119 0,093 0,071
2 0,087 0,088 0,084 0,090 0,087 0,095 0,097 0,088 0,188 0,162 0,082
3 0,098 0,098 0,092 0,101 0,097 0,117 0,121 0,098 0,319 0,268 0,117
4 0,108 0,109 0,101 0,111 0,106 0,142 0,136 0,106 0,474 0,397 0,174
5 o116 0,114 0,108 0,118 0,113 0,163 0,160 0,110 0,683 0,586 0,258
6 0,120 0,119 0,113 0,123 0,116 0,180 0,174 0,113 0,710 0,638 0,358
7 0,129 0,123 0,120 0,129 0,125 0,203 0,195 0,118 0,812 0,822 0,443
8 0,136 0,126 0,128 0,135 0,130 0,229 0,216 0,123 0,899 0,958 0,547




APENDICE S: Valores de densidade 6tica referentes ao crescimento de Lactobacillus plantarum (19fa) quando em contato

com sobrenadantes das suspensdes de células de Lactobacillus

Densidade 6tica (600nm)

Tempo Sobrenadantes dos Lactobacillus

(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b controle 1 controle 2 controle 3
0 0,096 0,096 0,095 0,097 0,097 0,095 0,095 0,096 0,146 0,083 0,106
1 0,100 0,105 0,103 0,105 0,102 0,109 0,109 0,106 0,178 0,125 0,112
2 0,123 0,123 0,122 0,121 0,116 0,136 0,135 0,121 0,279 0,212 0,131
3 0,138 0,145 0,138 0,139 0,132 0,184 0,169 0,136 0,499 0,385 0,174
4 0,146 0,160 0,148 0,155 0,146 0,284 0,236 0,150 0,742 0,617 0,276
5 0,151 0,174 0,157 0,164 0,153 0,372 0,314 0,155 0,933 0,867 0,459
6 0,154 0,183 0,158 0,173 0,160 0,433 0,361 0,164 0,931 0,888 0,545
7 0,157 0,184 0,165 0,177 0,162 0,508 0,454 0,168 0,965 0,975 0,643
8 0,157 0,18 0,167 0,179 0,163 0,534 0,498 0,168 1,046 1,083 0,794




APENDICE T: Valores de densidade 6tica referentes ao crescimento de Lactobacillus plantarum (30b) quando em contato

com sobrenadantes das suspensdes de células de Lactobacillus

Densidade 6tica (600nm)

Tempo Sobrenadantes dos Lactobacillus

(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b controle 1 controle 2 controle 3
0 0,075 0,075 0,076 0,076 0,076 0,078 0,077 0,076 0,112 0,068 0,082
1 0,084 0,083 0,085 0,084 0,082 0,095 0,090 0,088 0,149 0,106 0,083
2 0,103 0,112 0,116 0,103 0,103 0,129 0,122 0,117 0,237 0,183 0,100
3 0,126 0,141 0,158 0,143 0,136 0,178 0,176 0,159 0,387 0,319 0,134
4 0,157 0,181 0,198 0,180 0,176 0,236 0,240 0,200 0,520 0,480 0,164
5 0,178 0,204 0,219 0,192 0,191 0,261 0,260 0,216 0,641 0,627 0,216
6 0,193 0,224 0,225 0,212 0,219 0,312 0,286 0,204 0,747 0,697 0,206
7 0,203 0,231 0,234 0,237 0,251 0,344 0,309 0,221 0,843 0,843 0,234
8 0,212 0,249 0,257 0,264 0,282 0,392 0,346 0,248 0,907 0,933 0,315




APENDICE U: Valores de densidade dtica referentes ao crescimento de Lactobacillus plantarum (30b) quando em contato

com sobrenadantes das suspensdes de células de Lactobacillus

Densidade 6tica (600nm)

Tempo Sobrenadantes dos Lactobacillus

(horas) 11fb 17fb 18fa 19fa 22c 30b 30c 41b controle 1 controle 2 controle 3
0 0,085 0,088 0,087 0,087 0,087 0,087 0,089 0,089 0,134 0,077 0,099
1 0,110 0,110 0,105 0,101 oO,105 O,111 0,112 0,110 0,174 0,113 0,112
2 0,132 0,154 0,134 0,125 0,135 0,153 0,140 0,132 0,279 0,153 0,160
3 0,162 0,214 0,198 0,192 0,200 0,243 0,223 0,217 0,428 0,304 0,250
4 0,209 0,289 0,275 0,259 0,274 0,332 0,298 0,272 0,616 0,455 0,367
5 0,10 0,317 0,312 0,290 0,298 0,375 0,322 0,268 0,735 0,589 0,458
6 0,198 0,289 0,293 0,297 0,312 0,397 0,353 0,301 0,757 0,600 0,480
7 0,178 0,279 0,290 0,321 0,338 0,449 0,407 0,328 0,790 0,689 0,542
8 0,206 0,287 0,290 0,340 0,357 0472 0,437 0,361 0,838 0,745 0,568







