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RESUMO

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saide do hospedeiro. O inadequado emprego de antimicrobianos conferiu resisténcia aos
microrganismos patogénicos, tornando necessdria a descoberta de novas alternativas de compostos
antimicrobianos. Existem intimeros relatos de que diversas espécies do género Lactobacillus sdo
produtoras de substancias antimicrobianas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
antimicrobiano de extratos obtidos a partir do microrganismo probidtico Lactobacillus acidophillus
via fermentacao submersa sobre a bactéria Escherichia coli. Os meios de cultivo foram armazenados a
35-37°C, e a atividade antimicrobiana dos mesmos foi determinada para o tempo zero, 24 h, 48 h, 72 h
e 96 h, sendo que a mesma foi feita em duplicata. Além disso, foi realizada a determinag@o do pH e da
acidez dos meios de cultivo. Demonstrou-se que o Lactobacillus acidophillus possui atividade

antimicrobiana contra a Escherichia coli.
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1 INTRODUCAO

Os probidticos sao microrganismos vivos que, administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saide do hospedeiro. A influéncia benéfica dos probidticos
sobre a microbiota intestinal humana inclui fatores como efeitos antagdnicos, competi¢io e
efeitos imunoldgicos, resultando em um aumento da resisténcia contra patdgenos. A bactéria

pertencente ao género Lactobacillus € freqiientemente empregada como suplemento
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probidtico para alimentos, uma vez que tem sido isolada de todas as porcdes do trato
gastrintestinal do humano saudavel (SAAD, 2006).

O inadequado emprego de antimicrobianos sob forma medicamentosa e a adi¢do de
antibidticos nas ragdes de animais, conferiu resisténcia aos microrganismos patogénicos,

N

tornando necessdria a descoberta de novas alternativas de compostos antimicrobianos
(TRABULSI e ALTERTHUM, 2004).

Os lactobacilos representam um grupo de bactérias dcido-laticas com capacidade de
crescimento em qualquer habitat que contenha agucares fermentdveis, produtos hidrolisados
de proteinas, vitaminas, fatores de crescimento e baixa disponibilidade de oxigénio. Além
disso, por serem bons produtores de dcido latico, e em algumas vezes, produtores de
substancias antimicrobianas, tendem a dominar numericamente e limitar ou impedir o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos (Rodriguez et al., 2007). Varios autores
relatam que diversas espécies do género Lactobacillus, sdo produtoras de substincias
antimicrobianas (RACCACHI, MCGRATH, DAFTARIAN, 1989; EL-ZINEY et al., 1999;
PEREIRA ¢ GOMEZ, 2007).

Objetivou-se avaliar o potencial antimicrobiano de extratos obtidos a partir do
microrganismo probidtico Lactobacillus acidophillus via fermentagdo submersa sobre a

bactéria Escherichia coli.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Material e Métodos

2.1.2 Microrganismos

O microrganismo probidtico utilizado foi uma cultura comercial liofilizada de
Lactobacillus acidophilus, obtida do Laboratério de Fermenta¢des do curso de Engenharia de
Alimentos da UPF (Universidade de Passo Fundo), cedida pela empresa Globalfood. O
microrganismo patogénico utilizado nos testes de atividade antimicrobiana foi a Escherichia
coli ATCC 25922, obtida do banco de cepas do Laboratério de Microbiologia do curso de
Farmécia da UPF.
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2.1.3 Producio de compostos com atividade antimicrobiana

A ativacdo da cultura probidtica foi realizada conforme metodologia descrita por
Pereira e Gémez (2007), com algumas modificacdes. A cultura probidtica foi mantida a -18°C
em sua forma liofilizada. Para sua ativagdo, a cultura probidtica liofilizada foi inoculada em
100 mL de leite desnatado estéril. Apés 24 h, o cultivo obtido foi utilizado para a inoculagao
de 5 erlenmeyers contendo cada um, 90 mL de meio MRS (Man Rogosa & Sharpe) estéril.
Adicionou-se 10 mL de inéculo em cada erlenmeyer, e os cultivos foram incubados a 37°C,
em aerobiose, sendo que nos tempos zero, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h, os cultivos foram retirados
da estufa e armazenados em refrigerador a 5°C a fim de paralisar o processo fermentativo. Os
meios foram centrifugados durante 20 min a 3000 rpm. O sobrenadante obtido foi utilizado

nos experimentos de inibicao.

2.1.4 Teste de atividade antimicrobiana

A ativag@o do microrganismo patogénico indicador (Escherichia coli), foi realizada
conforme metodologia decrita por Pereira e Gémez (2007), com algumas adaptacdes, bem
como o teste de atividade antimicrobiana. O microrganismo patogénico indicador
(Escherichia coli), foi colocado em um tubo de ensaio contendo caldo tioglicolato, e levado a
incubagdo em estufa a 35°C-37°C, por 24 h. Decorrido o periodo de incubacdo, foi feita a
semeadura em placas de dgar Mac Conkey, com auxilio de alca de platina e levado a
incubacdo em estufa a 35°C-37°C por 24 h.

Os extratos centrifugados obtidos a partir do cultivo com o Lactobacillus acidophillus
foram adicionados em discos de papel filtro de 5 mm estéreis. Cada disco foi impregnado com
5 uL do extrato contendo a substancia antimicrobiana, sendo o procedimento de impregnacao
repetido 5 vezes, realizando-se a secagem dos discos a 50°C entre cada procedimento. Os
discos foram mantidos a temperatura ambiente até sua utilizacdo. Os discos foram colocados
na superficie do dgar Muller Hinton contendo a Escherichia coli, que foi previamente
semeada através de swab. A semeadura do microrganismo patogénico indicador, foi feita
através da utilizacdo de solucdo salina estéril, inoculada com as colonias de Escherichia coli,
utilizando como comparativo um tubo contendo a concentracdo de 0,5 na escala de Mac

Farlan. As placas foram incubadas em estufa a 35°C-37°C, sendo que as leituras das mesmas



‘ ? SIMPOSIO DE
(\ I ALIMENTOS 148/450

Engenharia 4. T PARAARecROsUL
“Alimentos YUPF. Passo Fundo, 23 & 24 ae abril o 2009

foram feitas no tempo de 24 h e 48 h apds a incubacdo. O teste de atividade antimicrobiana foi

feito em duplicata para cada tempo de fermentagdo.

2.1.5 Determinacio do pH e acidez

As determinagdes de pH e acidez durante o processo fermentativo foram realizadas

conforme AOAC (1995).

2.2 Resultados e Discussao

O Lactobacillus acidophillus apresentou atividade antimicrobiana contra a Escherichia

coli, o que pode ser observado pela formagdo dos halos de inibi¢do mostrados na Figura 1.

Figura 1 Halos de inibicdo frente a E. coli para os extratos obtidos da fermentacdo latica com

o L. acidophillus, no tempo de 24 h

Foram realizadas leituras dos halos nos tempos 24 h e 48 h, apds a aplicacdo dos
discos, sendo que os halos de inibi¢do obtidos foram de 0,69 + 0,10 cm e 0,63 = 0,06 cm,
respectivamente, devido ao maior crescimento do microrganismo patogénico em 48 h de
incubacgdo. No estudo realizado por Chioda et al. (2007), foram obtidos halos de 12 a 15 mm
de diametro. Segundo os autores a inibicdo do crescimento e atividade bactericida de L.
acidophilus sobre E.coli ocorreu devido a producdo de dcido latico e a reducdo do pH

(CHIODA et.al., 2007).
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O percentual de é4cido latico produzido pelo Lactobacillus acidophillus foi maior no
tempo de 24 h (0,36%) e o pH do caldo de fermentagcdo foi de 3,52. Os halos de inibi¢do
obtidos neste tempo devem-se a atividade antimicrobiana do 4cido latico.

Estudos apontam que existem vdrias substincias antimicrobianas que podem ser
produzidas pelo grupo das bactérias dcido-l4cticas, como &cidos organicos (como o dcido
lactico), peréxido de hidrogénio, diéxido de carbono, diacetil, acetaldeido e bacteriocinas
(NETO et al., 2005).

Sobre este aspecto, alguns dcidos, principalmente o 4cido latico e acético, tém sido
utilizados como conservantes de alimentos, juntamente com um pH mais baixo, para inibir o
crescimento de microrganismos contaminantes e patogénicos (PEREIRA ¢ GOMEZ, 2007).
Além desta aplicacdo em produtos lacteos, sugere-se que os compostos antimicrobianos
produzidos pelo Lactobacillus acidophillus, poderiam ser utilizados em produtos sanitizantes.
Lopes (1998) relata, a inibicdo de Escherichia coli ATCC 11229 e Staphylococcus aureus
ATCC 6538, com eficiéncia bactericida de 99,999% em 30 segundos, utilizando um produto
preparado a base de acido latico, sendo que neste caso, o mesmo foi utilizado na concentragao
de 94,76 mM , com um surfactante (sédio capril lactato) a 1,25 mM (PEREIRA e GOMEZ,
2007).

Estes produtos sanitizantes, seriam formulacdes que teriam a capacidade de reduzir o
nimero de microrganismos, porém nao seriam prejudiciais aos seres humanos, sendo que uma
das aplicagdes dos mesmos seria na assepsia das bancadas de industrias de alimentos, bem
como na assepsia das maos, evitando dessa forma indmeros casos de dermatites de contato,

induzidas pela utilizagao do alcool 70%.

3 CONCLUSAO

O Lactobacillus acidophilus produz compostos com atividade antimicrobiana frente a
Escherichia coli, indicando uma possivel aplicacdo destes compostos frente a microrganismos
na industria de alimentos, visto serem compostos de baixa toxicidade ao ser humano em

compara¢do com 0s sanitizantes atualmente utilizados.
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