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RESUMO

As bactérias acido-laticas realizam a fermentag@iandnossacarideos e dissacarideos produzindo
acidos como o latico, o acético e o propibnicomalde perdéxido de hidrogénio, bacteriocinas e
peptideos bacterianos. Estes metabdlitos despartarasse pelo potencial antimicrobiano que podem
apresentar, atuando na membrana celular de micliergas patogénicos indicadores de Boas Préticas
de Fabricacdo (BPF) na industria de alimentostfariado na permeabilidade e inibindo o transporte
ativo de sua membrana citoplasmatica. Objetivopreduzir e avaliar o potencial antimicrobiano de
compostos produzidos por bactérias lacticas fraogemicrorganismos patogénidescherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella@pnicrorganismd.actobacillus acidophillugoi cultivado em

trés diferentes meios de cultivos: MRS, leite @ siw leite. A fermentacéo foi realizada no periddo

72 h na temperatura de 42 °C. Ao final do procésguentativo, os cultivos foram centrifugados e o
extrato simples obtido foi testado quanto ao setenmial antimicrobiano. Com o extrato simples,
realizou-se a precipitacdo das proteinas com sulfatamonia, e a ressuspensdo do precipitado com
EDTA, sendo o extrato purificado testado quantseopotencial antimicrobiano utilizando o teste de
difusdo em discos. Os extratos antimicrobianos fipados, obtidos das fermentacdes com o
Lactobacillus acidophilusios trés meios de cultivo, apresentaram atividadienicrobiana frente as
culturas deEscherichia coli Staphylococcus aurewsSalmonella sputilizados como microrganismos
alvo.

Palavras-chave:Antimicrobianos; bacteriocinas; conservacao deeiitos.
1 INTRODUCAO

A utilizacdo de antimicrobianos produzidos por Baas lacticas tais como
bacteriocinas, tem sido sugerida como uma alteagatra a preservacao de alimentos. Estas

substancias produzidas por microrganismos posstigidaale bactericida ou bacteriostatica
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contra membros da mesma espécie ou espécies miakonps a linhagem produtora. A
producdo de antimicrobianos, como as bacterioci@asn fator de protecdo utilizado por
muitos microrganismos.

As bacteriocinas sédo proteinas ou complexos deipad com atividade antibibtica,
produzidas por determinadas linhagens de bactééieticas que se caracterizam por
apresentarem espectro de acao restrito aos miaisngas Gram positivos (SOCCOL et al.,
2007).

As bactérias lacticas sdo cocos ou bacilos Granthms e catalase negativos,
capazes de fazer a conversao de carboidratos dofereientativo em acido lactico, sendo
sua principal funcdo nos alimentos a acidificagéstes produtos até um pH proximo a 4,0 o
que impede o desenvolvimento de bactérias indesisj@ela producdo de acidos organicos
(BROCK et al., 1994). As espécies com esta capdeidpertencem aos géneros
Streptococcus, Lactococcus, Heterococcus, Vandaspcdactobacillos, Pediococcus,
Leoconostoc e CarnobateriumDentro de cada género que contem linhagens
filogeneticamente préximas, existem linhagens retogénicas e patogénicas. Por exemplo,
Streptococcus thermophillus e Lactococcus lasdis usadas na producao de iogurte e queijo,
respectivamente, enquartreptococcus pneumoniae e Lactococcus garsémeagentes da
pneumonia e da mastite, respectivamente.

As bactérias lacticas do génetmctobacillus sdo estudadas pela producdo de
compostos com atividade de inibicdo de bactéri&sgpaicas, como &cidos organicos (como
o acido lactico), perdéxido de hidrogénio, diéxide darbono, diacetil, acetaldeido e
bacteriocinas (substancias antimicrobianas de emdysrotéica) (CLOSE, 2000).

As propriedades inibidoras das bactérias acidodsfialiado ao seu uso histérico em
produtos fermentados, tornam estes microrganisirasivas para serem utilizados como
biopreservativos, que consistem em compostos pigakipor microrganismos benéficos e
que apresentam atividade antimicrobiana contraamganismos patdgenos (SOCCOL et al.,
2007). Os antibidticos apresentam restricbes pam am alimentos, e as bacteriocinas
produzidas pelas bactérias lacticas sdo um grupeessante de biomoléculas com atividade
antimicrobiana, podendo representar uma alterndeéuvaso vidvel (SOCCOL et al., 2007).

Os microrganismos probioticos sdo extensivameiiteados na industria alimenticia,
veiculados em produtos lacteos. O génerctobacillusé o mais amplo dos géneros incluidos

dentro deste grupo, sendo que diversas espéciesordmleradas produtoras de substancias
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antimicrobianas. Tais substancias ajudam na magédeda qualidade do produto lacteo
processado, suprimindo o crescimento tanto de nganismos deteriorantes, quanto de
bactérias potencialmente patogénicas. Sobre gstetas alguns acidos, como acido lactico e
acético, tém sido utilizados como conservantes lileeatos, junto com a queda do pH,
inibindo o crescimento de microrganismos contantggme patogénicos. Com isso, torna-se
de grande interesse pratico a continuidade de Easjuue visam a identificacdo de culturas
lacticas para a producdo de compostos antimicrobjanonsiderando sua aplicagdo na
preservacgao dos alimentos.

Objetivou-se produzir e avaliar o potencial antimoitano de compostos produzidos
por bactérias lacticas, frente aos microrganismasogeénicos Escherichia coli,

Staphylococcus aureus e Salmonellaisgicadores de BPF na industria de alimentos.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram:

a) Bactérias lacticas probidticas do génémrctobacillus cedidas pela empresa
Globalfood;

b) microrganismos patogénicischerichia coli, Staphylococcus aureus e Salmanell
spobtidos do banco de cepas do Laboratério de Miclogia do curso de Farméacia da UPF.

2.2.2 Testes preliminares: determinacéo da cindadarmentacéo

A fim de determinar-se o tempo necessario paradifiaacdo do meio e consequente
producdo de acidos organicos com atividade antibiana, foi determinada a cinética de
producdo destes compostos. Os cultivos foram catholsiza 42°C durante 14 h e

determinados durante o processo o pH, a acidezaom@entracdo de acgucares redutores. A
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cinética de fermentacao foi conduzida utilizandanasos MRS (Man-Rogosa-Sharpe) e soro

de leite.

2.2.2.1 Preparo do in6culo
O preparo do indculo foi realizado em erlenmeyentendo 100 mL de leite estéril,
ao qual adicionou-se o microrganismo liofilizado e@ncentracdo de 1x4QWFC/mL. O

inoculo foi incubado por 24 h a temperatura de@p&ra a ativacao das células.

2.2.2.2 Preparo do meio de cultivo

O caldo MRS foi preparado pesando-se 10 g/L deopeptlO g/L de extrato de carne,
5 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de glicosgy/ll de Tween 80, 2 g/L de fosfato de
potassio, 5 g/L de acetato de sédio, 0,05 g/L dfateude magnésio, 0,05 g/L de sulfato de
manganés e 2 g/L de citrato tri-amoénio. O meicekierilizado em autoclave a 121 °C por 20
min.

O soro de leite foi proveniente de uma industrialateinios da regidao de Passo
Fundo.

2.2.2.3 Fermentacéo lactica
Os meios de cultivo foram inoculados na razao d&l0olume de inoculo/volume de

meio) e incubados a 42 °C durante 14 h.

2.2.2.4 Determinacdes analiticas

2.2.2.4.1 Determinacgéo do pH do meio
O pH foi determinado através de leitura em peagémettirando-se aliquotas em

tempos pré-estabelecidos.

2.2.2.4.2 Determinacéo de acidez
Para a determinacdo da acidez foram pesadas 10 mgeto fermentativo em um
erlenmeyer de 125 mL previamente tarado. Foramamdidos 10 mL de agua destilada, 3

gotas de fenolftaleina e titulados com NaOH 0,1ENte procedimento foi realizado em
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2.2.2.4.3 Determinacéo de agucares redutores

Os acucares redutores (glicose ou lactose) foraermdimados ao longo do processo
fermentativo a fim de estimar o consumo do sulisfpara a geracao de acido lactico pelos
microrganismos.

A curva padréo de glicose foi obtida com concedgacde 0,02 mg.mL-1 a 0,2
mg.mL-1. A glicose foi seca previamente por 1 he=mtufa a 60 °C. A leitura foi realizada a
546 nm em espectrofotbmetro.

Em cada tempo de amostragem foi coletado 1 mL des@anem baldo volumétrico
de 25 mL, ao qual foi adicionado 1 mL de Carrez1 mL de Carrez Il (precipitacao de
interferentes). A seguir o volume do balédo volumétfoi completado com agua destilada. O
conteudo foi filtrado em papel filtro. A partir ddtrado foi realizada a determinacéo de
acucares redutores em duplicata, adicionando-seilens de ensaio 1 mL do filtrado, 1 mL
de NaOH 1 M e 1 mL de DNS. Os tubos foram levadobamho-maria a 100 °C por 5 min e
a seguir, adicionados de 7 mL de agua destiladés Aqi realizada a leitura da absorbéancia
em espectrofotdmetro a 546 nm.

2.2.3 Producéo de compostos com atividade antifigna

O microrganismd_actobacillus acidophilludoi cultivado em trés meios de cultivos
diferentes, MRS, leite e soro de leite. O prepavorsbculo e a fermentacao latica foram
conduzidos conforme descrito previamente. A feragia foi realizada durante 72 h.

Ao final do processo fermentativo, os cultivos foraentrifugados 3000 rpm por 20
min e o extrato simples obtido foi testado quardosau potencial antimicrobiano frente a

microrganismos indicadores.
2.2.4 Obtencéo dos extratos antimicrobianos padbs
Apos a obtencdo do extrato simples, realizou-seeaiptacdo das proteinas com

sulfato de amoénia, e a ressuspensao do preciptado EDTA, o extrato purificado foi

testado quanto ao seu potencial antimicrobiandadramicrorganismos indicadores.
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2.2.5 Atividade antimicrobiana dos extratos

A determinacao da atividade antimicrobiana dosa¢osrda fermentacao foi realizada
utilizando o teste de difusdo em discos segundonadvi2 — A8, aprovada pelo Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003).

Para a realizagcdo da atividade antimicrobiana forgitizadas placas de Petri
contendo o Agar BHI (Brain Heart Infusion Brothyepiamente esterilizado, com espessura
homogénea de 3 a 4 mm por placa. Com auxilio de algzaestéril foram coletadas 3 a 4
coldnias bacterianas isoladas em um meio de cultwstas foram transferidas para tubos de
ensaio contendo de 3 mL a 5 mL de caldo BHI paepgmar as suspensdes das bactérias a
serem testadad;scherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmandlktas suspensfes
foram lidas em espectrofotbmetro, num comprimergoodda de 625 nm, sendo que as
absorbancias das mesmas deveriam estar entre 0,08.a

Apds 15 min do ajuste das suspensfes foi realiaanaersdo de um swab estéril
promovendo rotacdes contra a parede do tubo ptirar re excesso de fluido. Realizou-se a
semeadura na superficie do Agar BHI com o aux#iacha alca de drigalski. Apos 15 min da
semeadura, os discos impregnados com os extratdsrmantacdo foram adicionados as
placas contendo os microrganismos indicadores lados.

As placas foram incubadas em estufa, a 36 °C +,p0€18 h — 24 h. A inibig&o foi
detectada pela presenca de halos ao redor dosdAsdeituras dos diametros dos halos de

inibicdo foram efetuadas por meio de um paquimetro.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Testes preliminares de cinética da fermeataca

As Tabelas 1 e 2 apresentam o pH, a acidez e ordoma absorbancia versus tempo
de incubagdo dd.. acidophillus nos meios soro de leite e MRS durante 14 horas de
incubacéao.

A cinética das fermentagcbes demonstrou que indepéeaddo meio de cultivo

utilizado (soro de leite ou MRS), os cultivos apregaram pH final de 3,2 a 3,6 no tempo de
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14 h a 42 °C. Entretanto, o tempo de fermentacabide foi insuficiente para a formacao de
compostos antimicrobianos em concentracdo adeqpada inibir 0s microrganismos

patogénicos. Assim realizaram-se fermentacbes paraprodugcdo dos compostos
antimicrobianos durante 72 h.

Tabela 1: Resultados de pH, acidez e absorban@aopaultivo dd.. acidophillusem soro de

leite
Tempo % acidez
(h) pH (gac.léticolloog) Abs

Média DP*  Media DpP* Média DP*

0 6,33 0,24 0,205 0,007 0,495 0,036
1 5,7 0,06 0,195 0,021 0,502 0,006
2 5,69 0,17 0,215 0,007 0,449 0,069
3 5,32 0,01 0,23 0 0,471 0,007
4 5,01 0,02 0,275 0,007 0,483 0,013
5 4,62 0,01 0,35 0 0,483 0,003
6 4,33 0 0,43 0,014 0,447 0,013
7 4,17 0,01 0,445 0,007 0,432 0,013
8 3,92 0,01 0475 0,007 0,429 0,025
9 3,84 0,05 0,57 0 0,436 0,016
10 3,63 0,21 0,645 0,035 0,418 0,018
11 3,47 0,06 0,705 0,007 0,38 0,005
12 3,42 0,03 0,8 0,028 0,334 0,061
13 3,34 0,01 1,615 0,007 0,337 0,008

14 3,22 0,01 1,875 0,007 - -

*DP: desvio padréo

Abs: absorbancia
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Tabela 2: Resultados de pH, acidez e absorban@aopaultivo dd.. acidophillusem MRS

Tempo % acidez

(h) pH (Qac.1aticd 100Q) Abs
Média DP* Meédia DP* Média DP*

0 6,1 0,97 0,545 0,021 0,194 0,02
1 5,8 0,94 0,575 0,007 0,247 0,018
2 5,63 0,95 0,535 0,007 0,248 0,065
3 5,52 0,95 0,575 0,035 0,271 0,019
4 5,68 0,96 0,575 0,007 0,244 0,049
5 5,29 1,01 0,605 0,007 0,257 0,067
6 5,14 1,03 0,695 0,021 0,212 0,011
7 4,93 1,04 0,72 0,014 0,24 0,018
8 4,7 1,04 0,675 0,064 0,23 0,003
9 4,48 1,02 0,845 0,007 0,225 0,011
10 4,18 1 0,92 0,085 0,19 0,007
11 4,02 0,97 0,74 0 0,161 0,024
12 3,9 0,94 1,15 0,014 0,142 0,002
13 3,79 0,9 1,265 0,064 0,078 0,004

14 36 085 1,61 0,014 - ]

*DP: desvio padréo

Abs: absorbancia

2.3.2 Producéo de compostos antimicrobianos

A Tabela 3 apresenta os diametros dos halos forsnaelos extratos antimicrobianos
obtidos durante as fermentacdes Lldoacidophillusnos meios leite, soro de leite e MRS,
frente ao crescimento dos microrganismos patogénico

Através da Tabela 3 pode-se avaliar que os extpatiiicados apresentaram halos de
inibicdo superiores aos formados com os extratoples. Os extratos simples apresentam em
sua composicdo acidos organicos formados duraptecesso fermentativo, entre eles, acido

lactico, acético e propibnico. Estes acidos possaiividade antimicrobiana conhecida e séo
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utilizados como conservantes de alimentos. A fofnagestes acidos ocasiona a queda do

pH, inibindo o crescimento de microrganismos colriamtes e patogénicos.

Tabela 3: Halos formados pelos extratos antimienots obtidos durante as fermentac¢ées do

L. acidophillusnos meios leite, soro de leite e MRS, frente asamento dos

microrganismos patogénicos

Microrganismo

Halos de inibicdo (mm)

Extrato Meio de cultivo L
patogénico Média DP*
Purificado Leite Escherichia coli 2,81 2,51
Purificado Leite Salmonella sp 1,50 0,52
Purificado Leite Staphylococcus aureus 4,13 0,89
Purificado Soro Salmonella sp 3,00 1,03
Purificado Soro Staphylococcus aureus 3,50 0,82
Purificado Soro Escherichia coli 5,13 1,45
Purificado MRS Salmonella sp 3,31 1,25
Purificado MRS Staphylococcus aureus 4,75 0,86
Purificado MRS Escherichia coli 4,25 1,18
Simples Soro Escherichia coli 3.63 1,15
Simples Soro Staphylococcus aureus - -
Simples Soro Salmonella sp 1,50 0,73
Simples MRS Salmonella sp 1,00 0,00
Simples MRS Staphylococcus aureus - -
Simples MRS Escherichia coli 2,81 1,17
Simples Leite Escherichia coli - -
Simples Leite Salmonella sp - -
Simples Leite Staphylococcus aureus - -

*DP: desvio padréo

-2 sem halo de inibicdo
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Os extratos purificados foram obtidos apds a remdegd células dos microrganismos,
seguida da precipitacéo fracionada de proteinasiltizZra sobrenadante pela adicéo do sulfato
de amobnio. Segundo Soccol et al. (2007) os compasparados através desta metodologia
podem ser bacteriocinas, proteinas biologicamenteasa que exibem propriedades
antimicrobianas.

Os extratos purificados obtidos a partir do acidophillusem leite apresentaram
potencial antimicrobiano frente aos trés microrganus patogénicos, com maior halo de
inibicdo frente adtaphylococcus aureid,13 mm). Utilizando o soro de leite como meio de
cultivo o maior halo de inibicdo foi obtido freragescherichia coli(5,13 mm). Com o meio
MRS, os maiores halos de inibicdo foram obtidosté@oStaphylococcus aureifg,75 mm).

Os extratos simples, obtidos com meio de cultivoSViRsoro de leite apresentaram
halos de inibicdo contra os microrganismischerichia coli e Salmonella sgrara o
Staphylococcus aureursio foi possivel a leitura dos halos formados.

As Figuras 1 e 2 apresentam os halos de inibigdoafdos com os extratos purificados
obtidos utilizando os meios MRS e soro de leieente aE. coli.

As médias dos halos de inibicdo obtidos com osadrpurificados frente a inibicdo
dos microrganismos patogénicischerichia coli Staphylococcus aureus e Salmonella sp
variaram de 1,50+0,73 a 5,13 + 1 mm. No estudazadd por Passos (2009), utilizando a
mesma metodologia usada neste trabalho, foramasbiidlos de 6,90 £ 1 mm frent&aoli
utilizando os extrato simples da fermentacao. ilstliica que, no presente trabalho, halos de
inibicdo maiores poderiam ter sido formados. Istdepter ocorrido devido a problemas na
incubacédo das placas contendo 0s microrganismogégratos.

Ja no estudo realizado por Chioda et al. (2007ancobtidos halos de 12 a 15 mm de
didametro. Para tanto, foi utilizado o teste deigé@ib através do método de dupla camada em
triplicata para avaliar zonas de inibicdo de crasato. Segundo o0s autores a inibicdo do
crescimento e atividade bactericidaldeacidophilussobreE.coli ocorreu devido a producéo
de acido latico e a reducao do pH.

Com relagéao aos meios de cultivo utilizados, o slerteite possibilitou a formacao de
halos de inibicdo superiores ao meio sintético (MRSue contribui para a diminuicdo dos

custos de producao .
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Figura 1: Halos de inibicdo do extrato purificad&igura 2: Halos de inibicdo do extrato purificado
obtido no cultivo dé.. acidophillusem meio obtido no cultivo dé.. acidophillusem meio soro
MRS, frente &scherichia coli de leite, frente &scherichia coli

3 CONCLUSAO

Todos os meios de cultivo utilizados para o cresoim da bactéria lactica
demonstraram ser eficientes para a producéao deasiagpantimicrobianos. Os maiores halos
de inibicdo foram obtidos apds o processo de pagfio dos extratos, caracterizando a
presenca da atividade antimicrobiana de bacteascin

O Lactobacillus acidophilugproduziu substancias que apresentaram acao irgbido
sobre culturas d&scherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmarsglutilizados como

microrganismos alvo.
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