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RESUMO

PERIN, Luana Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de 2011.
Caracterizacdo de fatores interferentes na producao de bacteriocinas por Bactérias
Acido Laticas isoladas de leite cru e queijo. Orientador: Luis Augusto Nero. Co-
orientadores: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira e Paulo Sérgio de Arruda Pinto.
Bactérias acido laticas (BAL) sdo constituintes naturais da microbiota do leite cru,
exercendo importante papel na seguranca alimentar, devido agdo antimicrobiana sobre
microrganismos deteriorantes e patogenos, como Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus. Varias espécies de BAL ja foram isoladas e identificadas como produtoras de diversas
bacteriocinas. Porém, pesquisas devem ser conduzidas a fim de otimizar a utilizacdo e a
producdo dessas substancias antimicrobianas, visando o controle de patdgenos e deteriorantes.
Considerando a viabilidade de aplicagcdo das bacteriocinas em industrias de alimentos, este
trabalho teve como objetivo verificar a natureza protéica e a interferéncia de condigdes de
incubagdo na produgdo de substancias antimicrobianas por isolados de Bactérias Acido
Laticas (BAL) de leite cru e queijo. As substancias antimicrobianas produzidas foram
caracterizadas quanto a sensibilidade enzimatica, atividade antimicrobiana contra diferentes
cepas de Listeria spp., Staphylococcus spp. e BAL, e avaliadas quanto a interferéncia de oito
variagdes de meios de cultura (MRS, MRS modificado - MRSm, M17, e BHI, adicionados ou
ndo de solucdo de cisteina) e oito combinagdes de tempo e temperatura de incubagdo (25 e 35
°C por 12, 24, 48 e 72h). As substancias antimicrobianas produzidas por 80 isolados de BAL
apresentaram natureza protéica, as caracterizando como bacteriocinas. Lactococcus spp. foi o
género que apresentou melhor desempenho de atividade antimicrobiana e Listeria spp. foi o
género mais sensivel. Os meios de cultura MRS e MRSm e a combinagao de 25 °C por 24h, e
a 35 °C por 12h de incubacdo, foram as condigdes que apresentaram melhor performance de
atividade antimicrobiana. Assim, foi possivel conhecer alguns aspectos relevantes em relagdo a
producdo de bacteriocinas por alguns géneros de BAL, direcionando estudos complementares

para sua futura aplicagdo em produtos lacteos.
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ABSTRACT

PERIN, Luana Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2011.
Characterization of interfering factors in the bacteriocin production by lactic acid
bacteria isolated from raw milk and cheese. Adviser: Luis Augusto Nero. Co-advisors:
Maria Aparecida Scatamburlo Moreira and Paulo Sérgio de Arruda Pinto.

Lactic acid bacteria (LAB) occur naturally as indigenous microbiota in raw milk,
and play an important role in the microbial ecology of this product due to their
antimicrobial activity against spoilage and pathogenic microorganisms, such as Listeria
monocytogenes and Staphylococcus aureus. Several LAB species were already isolated
and identified as producers of some bacteriocins. However, researches should be
conducted to optimize the antimicrobial substances production to control the development
of foodborne pathogens and spoilage microorganisms. Considering the bacteriocins
application viability in the food industry, the aim of this work was to verify the
proteinaceus nature and the culture conditions interference on production of antimicrobial
substances by Lactic Acid Bacteria (LAB) cultures isolated from raw milk and cheese. The
antimicrobial substance produced were characterized for sensibility of different enzymes,
for antimicrobial action against Listeria spp., Staphylococcus spp. and LAB cultures, and
the effect of eight variations of culture media (MRS, modified MRS - mMRS, M17, and
BHI, added or not with cistein solution) and eight combinations of time and temperature of
incubation (25 and 35 °C for 12, 24, 48 and 72h) were evaluated. The antimicrobial
substances produced by 80 LAB cultures presented a proteinaceous nature, indicating the
bacteriocin production. Lactococcus spp. was the genera with better antimicrobial activity
and Listeria spp. was the most sensitive genera. The culture media MRS and mMRS and
the incubation conditions of 25 °C for 24h, and to 35 °C for 12h presented better
antimicrobial activity performance. Considering the obtained results, it was possible to
understand some important aspects in relation to the bacteriocin production by some

genera of LAB, leading further studies to their future application in dairy products.



INTRODUCAO GERAL

Bactérias acido laticas (BAL) constituem um grupo de microrganismos que estdo
naturalmente presentes na microbiota de diversos alimentos, inclusive leite e derivados.
BAL sao bastante conhecidas pela capacidade de produzir uma série de substancias
desejaveis para a industria de alimentos, podendo ser utilizadas como iniciadoras na
producdo de derivados fermentados, e por serem capazes de produzir diversas substincias
antimicrobianas. As substancias antimicrobianas produzidas por BAL incluem 4&cidos
organicos, peroxido de hidrogénio, diacetil, diéxido de carbono, peptideos antifingicos,
substancias de baixo peso molecular e bacteriocinas. As bacteriocinas sdo peptideos
biologicamente ativos que apresentam atividade antimicrobiana contra diversos
microrganismos deteriorantes e patdogenos frequentemente associados a alimentos.

A aplicacdo das bacteriocinas na bioconservacdo dos alimentos oferece muitos
beneficios, que tém estimulado o desenvolvimento de diversas pesquisas que visam o
isolamento e identificacdo de novos isolados de BAL naturalmente presentes em alimentos
que sejam capazes de produzir bacteriocinas. Muitos estudos tém reportado que produtos
lacteos sdo importantes fontes de novas cepas de BAL bacteriocinogénicas.

Um estudo inicial finalizado em 2009 visou a selecao e identificagdo precisa de
microrganismos naturalmente presentes em leite cru e queijo, especialmente BAL,
produtoras de substancias com atividade antimicrobiana em relagdo a Listeria
monocytogenes. Esses isolados de BAL foram caracterizados como potenciais produtores
de bacteriocinas. Dessa forma, foi necessaria a continuidade desse estudo, visando a
caracterizagdo detalhada desses isolados. Assim, as substancias antimicrobianas produzidas
por BAL identificadas como antagonistas foram caracterizadas quanto a natureza protéica,
permitindo a classificagdo desses isolados como produtores de bacteriocinas, quanto a
verificacdo da atividade antimicrobiana em relagcdo a 36 microrganismos indicadores
(Listeria spp., Staphylococcus spp. ¢ BAL), e foi verificada a interferéncia de alguns
fatores na producdo dessas substincias, como a utilizacdo de diferentes meios de cultura,
tempo e temperatura de incubagao.

Essa caracterizagdo detalhada ¢ muito importante para identificagdo de novos
isolados de BAL que possuam potencial aplicacio em industrias de alimentos como
ferramenta alternativa na garantia da qualidade e seguranga microbioldgica de leite e

derivados.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Bactérias Acido Laticas e deteccdo da atividade antimicrobiana

O leite cru possui uma microbiota autdctone extremamente rica, composta por
diferentes grupos de microrganismos que indicam as condi¢des de produ¢do, além do
status sanitario dos animais produtores (Wouters et al., 2002; Herreros et al., 2007; Asteri
et al., 2010). Ainda, alguns microrganismos deteriorantes e patdégenos sdo frequentemente
associados a esse produto, representando preocupacdes em relacdo a sua qualidade e
seguranca microbiologica. Porém, muitos trabalhos realizados demonstraram que a
microbiota natural desse produto exerce uma atividade inibitéria consideravel sobre
microrganismos patogénicos (Cordano & Rocourt, 2001; Kongo et al., 2008; Nero et al.,
2008; Bello et al., 2010; Ortolani et al., 2010a). Os principais promotores dessas
interferéncias em alimentos sdo as bactérias acido laticas (BAL), que possuem uma
participacdo relevante na microbiota de diversos alimentos, inclusive produtos lacteos.
Esses microrganismos estdo naturalmente presentes nos ambientes de ordenha e
processamento, o que facilita a contaminacdo da matéria-prima e produtos beneficiados
(Casalta & Montel, 2008; Franciosi et al., 2009; Ortolani et al., 2010a).

BAL constituem um grupo de microrganismos que possuem caracteristicas
morfologicas, metabdlicas e fisiologicas em comum. Sdo descritos como bacilos ou cocos
Gram-positivos, ndo formadores de esporos, € que possuem o acido latico como principal
produto do metabolismo de carboidratos (Axelsson, 2004). Sao constituintes naturais da
microbiota de diversos alimentos, inclusive leite e derivados, e incluem os géneros:
Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,
Weissella, Microbacterium, Bifidobacterium e Propionibacterium (Holzapfel et al., 2001).

As bactérias pertencentes ao grupo das BAL exercem nos alimentos atividade que
pode ser considerada dupla, podendo gerar efeitos negativos e positivos. Considerando os
efeitos negativos, as BAL sdo bastante conhecidas pelo seu potencial deteriorante, através
da producao de acidos derivados da fermentacao de carboidratos (Han et al., 2007), e pela
atividade patogénica de algumas espécies, especialmente as do género Enterococcus. Por
outro lado, BAL s3o também bastante conhecidas pela capacidade de produzir uma série de

substancias desejaveis para a industria de alimentos, que podem ser aproveitadas do ponto
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de vista tecnologico e de seguranca alimentar. Um exemplo desse aproveitamento
industrial ¢ a sua capacidade de transformagdo dos alimentos em produtos fermentados
através da producdo controlada de acidos, associados ou ndo a outras substancias (Wouters
et al., 2002; Morgan et al., 2003; Casalta et al., 2009; Asteri et al., 2010). BAL ainda sao
capazes de inibir o desenvolvimento de outros microrganismos, através da competi¢ao por
nutrientes e pela producdo de acidos orgénicos (4cido latico e acético) com consequente
reducdo do pH, ou através da produgdo de outras substincias antimicrobianas, como
peroxido de hidrogénio, diacetil, diéxido de carbono, peptideos antifingicos, substancias
antimicrobianas de baixo peso molecular (reuterina, reutericiclina e acido piroglutamico) e
bacteriocinas (Figura 1) (Chen & Hoover, 2003; de Martinis et al., 2003a; Leroy & de
Vuyst, 2004; Cotter et al., 2005; Galvez et al., 2007; Bello et al., 2010). As bacteriocinas
sdo importantes substancias utilizadas no controle de microrganismos patogénicos e
deteriorantes em alimentos (Riley & Wertz, 2002; Rouse et al., 2008), especialmente
Listeria monocytogenes e Staphylococcus produtores de enterotoxinas, frequentemente
associados a produtos lacteos (Morgan et al., 2001).

Dessa forma, a atividade antimicrobiana de BAL constituintes da microbiota
desses alimentos determina aos mesmos um status de “bioconservacao” (Jay, 1995; de
Martinis et al., 2003a), uma vez que ocorre uma interferéncia direta sobre a presenca e
manuten¢do de eventuais patdogenos. As alteracdes provocadas nesses produtos por essas
substancias antimicrobianas geram condigdes inadequadas para a sobrevivéncia e
multiplicagdo desses microrganismos, que necessitam de condigdes muito especificas para
se manterem vidveis (Jay et al., 1995). Essa interferéncia ainda pode ocorrer durante as
fases de isolamento pelas metodologias convencionais, que podem nao ser suficientemente
seletivas para limitar o desenvolvimento de BAL autoctones das amostras analisadas e,
assim, permitir a producdo de substincias antagonistas que irdo prejudicar a recuperagao
adequada do patdgeno alvo (Jay, 1995; Jay, 1996; Nero et al., 2007).

Diversos trabalhos encontrados na literatura relatam o isolamento de cepas
bacteriocinogénicas a partir de produtos lacteos, demonstrando que esses produtos sdo
potenciais fontes para descoberta de novas proteinas microbianas com atividade inibitoria
contra microrganismos indesejaveis (Alegria et al., 2010; Bello et al., 2010; Ortolani et al.,
2010a). Considerando essa capacidade de interferir no desenvolvimento microbiano, cepas
de BAL produtoras de bacteriocinas (bacteriocinogénicas), estdo sendo amplamente

utilizadas na industria de alimentos visando o controle de microrganismos deteriorantes e



patogénicos (Nilsson et al., 1999; Benkerroum et al., 2002; Rosa et al., 2002; Alves et al.,
2006; Tomé et al., 2008a; Alegria et al., 2010).

Nutrientes

H202,
Diacetil,
outros metabdlitos

Acidos

Bactéria
produtora Bacteriocinas

Figura 1. Esquema demonstrando as diferentes substancias com atividade antimicrobiana
produzidas por bactérias 4cido laticas, destacando a producdo de bacteriocinas
supostamente identificada pela producdo de halos de inibicdo em ensaios microbioldgicos

(Deegan et al., 2006 modificado).

A deteccao da atividade antagonista de BAL ¢ usualmente realizada por dois
protocolos. Um deles ¢ o método spot-on-the-lawn (Tagg et al., 1976; Lewus et al., 1991),
em que a propria BAL ¢ inoculada pontualmente no meio de cultura base. Por este método
se obtém um resultado qualitativo da producdo da substidncia antimicrobiana. Outro
método ¢ o well-diffusion-assay (Tagg et al., 1971), em que apds os tratamentos
necessarios ¢ inoculado apenas o sobrenadante purificado da cultura de BAL em pogos
feitos no meio de cultura base. Uma variagdo desta técnica € a realizacao da dilui¢do critica

(Mayr-Harting et al., 1972), em que sdo realizadas diluicdes do sobrenadante e inoculadas
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em pog¢os no meio de cultura base. Por este método se obtém um resultado quantitativo da
substancia antimicrobiana produzida em Unidades Arbitrarias por mililitro (UA/mL),
obtendo o titulo da substancia que ¢ produzida. Uma desvantagem da utilizacdo do método
well-diffusion-assay ¢ que esta técnica usualmente determina uma menor frequéncia de
identificacdo de isolados de BAL com potencial antimicrobiano quando comparado ao
spot-on-the-lawn (Martinez et al., 1995; Alegria et al., 2010; Moraes et al., 2010). Lewus
et al. (1991) consideraram que para aumentar a sensibilidade do ensaio, deve-se deixar a
placa por um tempo em repouso para difusdo das substancias antimicrobianas no agar antes
da incubagdo, ou aumentar o tamanho do pogo, para que maior volume da amostra possa
ser aplicado. A agregagdo, bacteriocinas nao difundidas, proteases de inativagdo e
concentragdo, podem levar a resultados falsos negativos no ensaio da diluicdo critica

(Lewus et al., 1991; Bromberg et al., 2004).

1.2. Bacteriocinas

Bacteriocinas sdo um grupo heterogéneo de peptideos antimicrobianos ou
proteinas de sintese ribossomal (Jack et al., 1995; Gélvez et al., 2007), biologicamente
ativos, que variam no seu espectro ¢ modo de agcdo, massa molecular, origem genética, e
propriedades bioquimicas (Abee et al, 1995). As bacteriocinas produzidas por bactérias
Gram-positivas sdo classificadas de acordo com seus mecanismos de acdo e
particularidades de sua estrutura molecular (Klaenhammer, 1993; Cotter et al., 2005;
Deegan et al., 2006). De forma geral, trés classes sdo descritas, as classes I e II, sdao
peptideos termoestaveis com peso molecular inferior a 10 kDa. A classe I ¢ constituida
pelos denominados lantibidticos, pequenos peptideos (< 5 kDa) modificados pos-
translacionalmente pela formagdo de aminoacidos desidratados, lantioninas e
metilantionina. A classe II ¢ composta por bacteriocinas que nao contém residuos de
lantionina. A classe III sdo peptideos de alto peso molecular e termolabeis, denominadas
bacteriolisinas, pois contém em sua estrutura molecular regides especificas com diferentes
funcdes para translocacdo, receptores de ligagdo e atividade letal (Cotter et al., 2005). A
classe IV ¢ uma classificagdo reservada para bacteriocinas que requerem porgdes nao-
protéicas para sua atividade, que sdo descritas em alguns trabalhos (Klaenhammer, 1993;
Cotter et al., 2005), entretanto sem uma caracterizacdo adequada e detalhada até o

momento.



As bacteriocinas podem atuar inibindo os microrganismos sensiveis por diferentes
mecanismos de agdo. Os lantibidticos (classe I) podem agir de duas maneiras diferentes:
podem se ligar ao lipideo II (principal transportador das subunidades dos peptideoglicanos
do citoplasma para a parede celular) e impedir a sintese correta da parede celular, levando
a morte celular; ou podem usar o lipidio II como uma molécula de acoplamento para
iniciar o processo de inser¢cdo da membrana e formacao de poros, que leva a morte celular
rdpida. A nisina ¢ o lantibidtico mais estudado, e possui atividade por esses dois
mecanismos, mas outras bacteriocinas sdo ativas apenas por um ou outro mecanismo. As
bacteriocinas da classe II possuem estrutura helicoidal, que permite sua insercdo na
membrana da célula-alvo, levando a despolarizacdo e morte. As bacteriolisinas (classe I1I)
atuam diretamente na parede celular de bactérias Gram-positivas, lisando a célula alvo
(Cotter et al., 2005).

Algumas propriedades apresentadas pelas bacteriocinas as tornam adequadas para
o uso em alimentos pelas industrias: sdo consideradas seguras para consumo (GRAS -
Generally Regarded As Safe - geralmente reconhecidos como seguros), ndo sdo ativas ou
toxicas as células eucariodticas, sdo inativadas pelas proteases digestivas, tendo pouca
influéncia sobre a microbiota gastrointestinal, sdo tolerantes a diferentes temperaturas e
pH, possuem acdo contra muitos patéogenos e deteriorantes associados a alimentos,
possuem modo de acdo bactericida, atuando na membrana citoplasmatica bacteriana, nao
gerando resisténcia cruzada com antibidticos, e seus determinantes genéticos sdo
usualmente codificados por plasmideos, facilitando sua manipulagdo genética (Galvez et
al., 2007). Dentre as diversas cepas de BAL ja isoladas e identificadas, Lactococcus lactis
subsp. lactis pode ser considerada como a espécie mais estudada pela capacidade de
diversas cepas produzirem nisina, a bacteriocina melhor caracterizada e utilizada para o
controle de patdogenos em alimentos, e Unica considerada GRAS e aprovada legalmente
para ser utilizada como aditivo em alimentos (Chen & Hoover, 2003; Cotter et al., 2005).

A aplicacdo das bacteriocinas na bioconservacdo dos alimentos oferece muitos
beneficios, como o aumento da vida de prateleira e reducdo do risco de veiculagdo de
microrganismos patogénicos. Ainda, podem ser usadas substituindo conservantes
quimicos, gerando alimentos livres de ingredientes artificiais, atendendo a crescente
demanda dos consumidores por alimentos minimamente processados, com o minimo de
substancias artificiais, com qualidade sensorial, e auséncia de perigos microbioldgicos

(Galvez et al., 2007; Castellano et al., 2008). Esses alimentos podem ser suplementados



por duas formas: por prepara¢do da bacteriocina produzida ex situ ou pela inoculagdo do
isolado bacteriocinogénico em condigdes que favorecam a produgdo da bacteriocina in situ
(Schillinger et al., 1996; Galvez et al., 2007).

Essas vantagens de aplicagdo tém estimulado o desenvolvimento de diversas
pesquisas que visam o isolamento e identificacdo de novos microrganismos naturalmente
presentes em alimentos que sejam capazes de produzir bacteriocinas, especialmente em
alimentos sem processamento, artesanais e de origem animal (Schillinger & Liicke, 1989;
Benkerroum et al., 2000; Rodriguez et al., 2000; Herranz et al., 2001; Villani et al., 2001;
Cheigh et al., 2002; Caridi, 2003; de Martinis et al., 2003b; Todorov & Dicks, 2004;
Bromberg et al., 2005; 2006; Ghrairi et al., 2008; Alegria et al., 2010; Bello et al., 2010;
Ortolani et al., 2010b).

Devido sua acgdo bactericida, as bacteriocinas eram frequentemente confundidas
com os antibioticos na literatura (Hansen, 1993; Daw et al., 1996; Cleveland et al., 2001),
o que limitava sua utilizacdo como bioconservantes em alimentos. Cleveland et al. (2001)
sumarizou as diferengas existentes entre as bacteriocinas ¢ os antibidticos (Tabela 1),

permitindo uma evidente distingdo entre essas substancias.

Tabela 1. Diferencas entre as caracteristicas apresentadas por bacteriocinas e antibidticos

(Cleveland et al., 2001 modificado).

Caracteristicas Bacteriocinas Antibioticos

Aplicacdo Alimentos Clinica

Sintese Ribossomal Metabolito secundario

Atividade Espectro restrito Espectro variavel

Imunidade célula produtora Sim Nao

Mecanismo da célula-alvo para  Geralmente por adaptagdo das células Geralmente por transmissdo de
resisténcia ou tolerancia afetadas determinantes genéticos

Requisitos para interacdo Ancoragem das células Alvos especificos

Modo de acdo Geralmente formagao de poros Membrana celular ou alvos intracelulares
Efeitos toxicos Nenhum conhecido Sim

Algumas caracteristicas apresentadas pelas bacteriocinas as tornam mais seguras
para aplicacdo como ferramentas de seguranca e qualidade microbiologica em alimentos.
Mesmo assim, a utilizagcdo de bacteriocinas ou de isolados de BAL bacteriocinogénicos em
alimentos deve ser comprovadamente segura e eficaz para controlar o desenvolvimento de

microrganismos indesejaveis.



1.3. Sensibilidade enziméatica de bacteriocinas

Como ja descrito, BAL sdo capazes de produzir diversas substancias
antimicrobianas. Para verificar se uma cepa de BAL ¢é produtora ou ndo de bacteriocinas,
deve ser realizada a verificagdo da natureza protéica da substancia antimicrobiana que ¢
produzida. As bacteriocinas possuem moléculas de proteina em sua constitui¢do, que sao
as responsaveis pela inibi¢cdo dos microrganismos indicadores (Daw et al., 1996; Bromberg
et al., 2005). Porém, alguns outros constituintes da estrutura das bacteriocinas, como
lipideos e carboidratos, também podem ser importantes para a atividade das mesmas
(Keppler et al., 1994; de Martinis et al., 2003b; Todorov & Dicks, 2009). Diferentes
estudos tém demonstrado que as bacteriocinas também possuem em sua constituicao tragos
de carboidratos (menos que 1%) e fosforos (menos que 0,1%) (Daw et al., 1996, de
Martins et al., 2003b). A principal diferenca entre as bacteriocinas esta associada a sua
composi¢do de aminodcidos. Diferencas na sequéncia de aminoacidos foram encontradas
entre bacteriocinas diferentes e dentro do mesmo grupo de bacteriocinas (Koebink &
Braun, 1993; Daw et al., 1996).

Devido a sua natureza protéica, a producdo de bacteriocinas por BAL pode ser
demonstrada por testes de inibicdo com diferentes tipos de enzimas proteoliticas (Lewus &
Montville, 1991; de Martinis et al., 2003b; Bromberg et al., 2005; 2006; Sharma et al.,
2006; Bello et al., 2010; Moraes et al., 2010; Ortolani et al., 2010b). Além disso, a
presenga de moléculas de lipideos e carboidratos pode ocorrer, por exemplo, nas
bacteriocinas pertencentes a classe IV (Klaenhammer, 1993). Dessa forma, o estudo da
sensibilidade utilizando diversas enzimas (ndo s6 aquelas proteoliticas) pode fornecer
nog¢des sobre a estrutura da molécula das bacteriocinas (Lewus et al., 1992; de Martinis et
al., 2003b). Os padrdes de sensibilidade apresentados podem sugerir a produ¢do de uma ou
mais bacteriocinas. Varios estudos ja demonstraram isolados de BAL bacteriocinogénicos
capazes de produzir substancias que apresentaram diferentes padrdes de sensibilidade as
enzimas (Moreno et al., 2000; Rodriguez et al., 2000; de Martinis et al., 2003b; Bromberg
et al., 2005; 2006, Sharma et al., 2006; Todorov & Dicks, 2006a).

A sensibilidade apresentada pelas bacteriocinas as diferentes enzimas ¢
importante em relacdo ao uso dessas substdncias como bioconservantes em alimentos,
devido a sua capacidade de serem facilmente degradadas no sistema digestivo dos seres

humanos (Sharma et al., 2006).



Os protocolos mais comumente utilizados para verificagdo da natureza das
substancias antimicrobianas produzidas por BAL sdo o spot-on-the-lawn (Tagg et al.,
1976; Lewus et al., 1991) e well-diffusion-assay (Tagg et al., 1971) combinados com a
utilizagdo das diferentes solu¢des enzimaticas. Comparando a utilizacdo dos dois
protocolos, Moraes et al. (2010) demonstraram que pela metodologia spot-on-the-lawn foi
possivel a identificacdo de maior frequéncia de isolados antagonistas produtores de
bacteriocinas. Ainda, o protocolo spot-on-the-lawn ¢ bastante utilizado para verificacdo da
natureza protéica das substincias antimicrobianas produzidas por BAL (Lewus &
Montville 1991; Benkerroum et al., 2000; de Martinis et al., 2001; Garcia-Almendarez et
al., 2008; Ortolani et al., 2010b) e apresenta a vantagem de que essa identificacdo seja
possivel mesmo utilizando BAL produtoras de substancias que determinam a formacao de
pequenos halos de inibi¢do (Moraes et al., 2010). A partir dessa identificagdo, as
substancias antimicrobianas produzidas pela BAL podem ser consideradas bacteriocinas.

Ainda, a capacidade de produzir bacteriocinas por BAL pode ser confirmada
utilizando métodos moleculares, visando a identificacdo de genes codificadores de
bacteriocinas ou estruturas especificas das mesmas, como a lantionina. Dessa forma, esses
resultados associados a testes de sensibilidade enzimatica evidenciam isolados de BAL
bacteriocinogénicos, que estdo produzindo efetivamente bacteriocinas (Nes & Johnsborg,

2004; Galvez et al., 2007).

1.4. Fatores determinantes para producéo e aplicacéo de bacteriocinas em alimentos

Uma vez identificada a capacidade de produzir bacteriocinas, os isolados obtidos
devem ser caracterizadas quanto a diversos aspectos para justificar o seu aproveitamento
comercial e sua aplicabilidade nos alimentos. A sensibilidade enzimatica das substancias
antimicrobianas produzidas deve ser considerada nesses estudos, uma vez que os diversos
alimentos nos quais as bacteriocinas podem ser aplicadas possuem naturalmente diferentes
enzimas que podem interferir em sua atividade antimicrobiana (Galvez et al., 2007). Ainda,
outros aspectos devem ser considerados, a fim de justificar sua utilizacdo pela industria de
alimentos.

As bacteriocinas produzidas por BAL podem possuir atividade antimicrobiana
contra um grupo especifico de microrganismos indicadores pertencentes a mesma espécie

(espectro de acdo restrito), ou podem possuir atividade antimicrobiana contra



microrganismos de diferentes géneros (amplo espectro de agdao) (Arauz et al., 2009).
Bacteriocinas que possuem espectro de agdo restrito (Carr et al., 2002; Chen & Hoover,
2003; Cotter et al., 2005), podem ser invidveis para utilizagdo em alimentos dependendo
do patégeno ou microrganismos deteriorantes que se pretende controlar. Entretanto, pode-
se considerar que sob determinadas circunstancias utilizar bacteriocinas com espectro de
acdo restrito pode ser mais desejavel. Por exemplo, a sakacina P apresenta atividade
limitada contra BAL, mas ¢é bastante efetiva contra Listeria, podendo ser aplicada em
produtos fermentados propensos a contaminacdo por esse patdégeno (Eijsink et al., 1998;
O’Sullivan et al., 2002; Chen & Hoover, 2003). De maneira geral, ¢ preferivel a utilizagao
de cepas de BAL bacteriocinogénicas ou bacteriocinas que possuam agao contra diversos
géneros de microrganismos indicadores para uso na conservacao de alimentos.

Muitas bacteriocinas produzidas por BAL possuem a¢do contra bactérias Gram-
positivas, que sdo intimamente relacionadas ao microrganismo produtor (Bromberg et al.,
2005), ¢ também s3o capazes de inibir patdogenos como Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringes e Bacillus cereus (de Martinis et al., 2001;
Castellano et al., 2008). Entretanto, isolados bacteriocinogénicos sdo imunes as proprias
bacteriocinas, devido a produg¢do de proteinas especificas de imunidade (Hoover &
Steenson, 1993; Cotter et al., 2005). Em relagdo aos microrganismos Gram-negativos, a
presenca da membrana externa restringe a acdo de bacteriocinas (Rodriguez et al., 2000;
Bromberg et al., 2005; 2006; Deegan et al., 2006; Nero et al., 2008; Ortolani et al., 2010b).
No entanto, ¢ possivel afetar a integridade dessa membrana através do choque de
temperatura, alta pressdo e quelantes, como o EDTA, para que ocorra a interacdo das
bacteriocinas com estruturas da parede e membrana citoplasmatica e consequente efeito
antimicrobiano (Cotter et al., 2005; Deegan et al., 2006).

Segundo Lewus et al. (1991), os microrganismos indicadores que devem ser
utilizados numa avaliacdo inicial deve refletir a aplicacdo final/proposta do isolado
bacteriocinogénico ou da bacteriocina. L. monocytogenes e Staphylococcus
enterotoxigénicos sdo patdgenos usualmente associados a alimentos, como leite e
derivados, ¢ devem ser eliminados ou controlados em produtos destinados ao consumo
humano (de Martinis et al., 2001; Castellano et al., 2008). Considerando que Listeria spp. é
capaz de sobreviver em diversos ambientes, a contamina¢do nos alimentos pode ocorrer
em diversas etapas da producdo e processamento. Ainda, sua capacidade de se desenvolver

em temperaturas de refrigeracdo e condig¢des aerdbicas faz desse patdgeno uma ameaga a
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seguranca microbioldgica, podendo causar sintomas graves e até¢ a morte quando ingerido.
A contaminagdo por Staphylococcus spp. pode ocorrer na matéria-prima, no ambiente de
processamento dos alimentos ou pela manipulagdo durante o preparo dos alimentos
(Charlier et al., 2009).

Variagdes na sensibilidade do microrganismo indicador ¢ o desenvolvimento de
cepas resistentes e/ou adaptadas sdo uma das preocupacdes na aplicacdo das bacteriocinas.
Por exemplo, nem todas as cepas de L. monocytogenes tém o mesmo grau de sensibilidade
as bacteriocinas anti-listeria (Lewus et al., 1991; Bromberg et al., 2004). Por isso, ¢
importante que as bacteriocinas produzidas por isolados de BAL possuam atividade
antimicrobiana contra inimeras cepas de Listeria spp e Staphylococcus spp. Ainda, ¢é
necessaria a verificagdo da acdo de bacteriocinas contra outras cepas de BAL, pois podem
afetar aquelas que sdo aplicadas no alimento com algum propdsito de transformacao (Riley
& Wertz 2002; Cotter et al. 2005). Por outro lado, podem ser importantes por inibir o
desenvolvimento de algumas BAL com potencial patogénico, como algumas cepas de
Enterococccus e BAL ndo-starters (NSLAB). NSLAB estdo presentes na microbiota
natural em muitos alimentos e podem se multiplicar levando alteragcdes de sabores e
produgdo de compostos indesejaveis (Cotter et al., 2005).

A maioria da bacteriocinas pertencentes a classe I ¢ capaz de inibir bactérias
estreitamente relacionadas, tais como espécies dos géneros Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, mas também inibem muitas outras
bactérias Gram-positivas menos relacionadas, tais como L. monocytogenes, S. aureus,
Bacillus cereus e Clostridium botulinum. Varios bacteriocinas desta classe, como nisina
sdo capazes de prevenir o desenvolvimento de esporos de B. cereus e C. botulinum (Chen
& Hoover, 2003). Bacteriocinas pertencentes a classe II sdo geralmente ativas contra a
Listeria (O’Sullivan et al., 2002; Chen & Hoover, 2003). Além da comprovagao desses
dados, ¢ importante a caracterizacdo do espectro de acao de cada bacteriocina produzida
em separado, pois o grau de sensibilidade varia de cepa para cepa (Chen & Hoover, 2003).

A Tabela 2 apresenta uma breve descricdo do espectro de agdo de algumas
bacteriocinas produzidas pelos principais géneros de BAL, potencialmente utilizados como

bioconservadores em alimentos.
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Tabela 2. Exemplos de bacteriocinas produzidas por géneros de bactérias acido laticas com potencial bioconservador em alimentos (O’Sullivan et

al., 2002 modificado).

Clostridium

Bacteriocinas Espectro de agdo  Classe Microrganismos sensiveis Referéncia
Lactococcus spp.
Nisina Amplo I Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Delves-Broughton,
Streptococcus, Mycobacterium, Listeria, esporos de Clostridium e Bacillus, 1993
leveduras, fungos, Pseudomonas fluorescens (com EDTA) e Staphylococcus
Lacticina 3147 Amplo I Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, McAuliffe et al., 1998;
Streptococcus, Listeria, Bacillus, Staphylococcus e Clostridium Piper et al., 2009
Lacticina 481 Médio I Lactoccoccus, alguns Lactobacillus, Leuconostoc e Clostridium tyrobutyricum Piard et al., 1992
Lactococina A, Be M Restrito 11 Lactococcus Hugas, 1998
Lactobacillus spp.
Sakacina A Restrito 11 Lactobacillus, Listeria monocytogenes e Enterococcus faecalis. Hugas, 1998
Sakacina P Restrito 11 Lactobacillus, Listeria monocytogenes e Enterococcus faecium Hugas, 1998
Plantaricina C Amplo I Lactobacillus, Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc cremoris, Lactococcus Gonzalez et al., 1994
cremoris, Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
carnosus, Bacillus subtilis e Clostridium sporogenes
Pediococcus spp.
Pediocina A Amplo I Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Listeria monocytogenes, Clostridium Hugas, 1998;
perfringens, Clostridium botulinum e Staphylococcus aureus. O’Sullivan et al., 2002
Pediocina AcH (PA-1) Amplo I Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Listeria monocytogenes, Clostridium Hugas, 1998;
perfringens, Clostridium botulinum e Staphylococcus aureus. O’Sullivan et al., 2002
Leuconostoc spp.
Leucocina A-UAL187 Amplo I Listeria, Enterococcus faecium, Leuconostoc carnosum e outras BAL Hugas, 1998
Enterococcus spp.
Enterocina A Restrito I Listeria, Lactobacillus, Enterococcus faecalis, alguns Staphylococcus e Hugas, 1998; Sobrino-

Lépez & Martin-
Belloso, 2008
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Continuagao da Tabela 2.

Bacteriocinas

Espectro de acdo

Classe

Microrganismos sensiveis

Referéncia

Carnobacterium spp.
Carnocina U149

Piscicolina 126

Divercina V41

Amplo

Amplo

Amplo

II

II

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus sake, Lactococcus
lactis, Pediococcus acidilactici, Carnobacterium e Staphylococcus epidermis

Listeria, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, Bacillus
e Brochothrix

Listeria, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, Bacillus
e Brochothrix

Stoffels et al., 1992

Ennahar et al., 1999

Ennahar et al., 1999
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Varios fatores interferentes na capacidade de produgcdao e na atividade de
bacteriocinas por BAL também devem ser bem caracterizados. Essa interferéncia depende,
dentre outros, da espécie de BAL produtora, microrganismo alvo, alimento na qual sera
aplicada, condi¢des de desenvolvimento, processos industriais e da forma de consumo. A
resposta dos isolados testados e das bacteriocinas produzidas em relacdo a esses fatores
também ¢ bastante varidvel. A principio, o proprio alimento do qual a BAL foi isolada
seria a melhor escolha para sua aplicacdo (Schillinger & Liicke, 1989; Bromberg et al.,
2006; Topisirovic et al., 2006), pela maior facilidade de adaptacdo e producdo das
substancias antimicrobianas de interesse. Independente dessa recomendagdao deve ser
verificado se a BAL selecionada apresenta boa capacidade de competicdo com a
microbiota do alimento, sem causar aumento em sua taxa de deterioragao.

A producdo de bacteriocinas ¢ muitas vezes induzida e depende da densidade
celular e da concentragdo do indutor (que pode ser a bacteriocina em si). Portanto, uma
concentracdo minima de inoculo inicial do isolado de BAL bacteriocinogénico ¢ muitas
vezes necessaria para se iniciar a producdo de bacteriocina (de Martinis et al., 2003b;
Todorov & Dicks, 2006a; Galvez et al., 2007; Tomé¢ et al., 2008b). As intera¢des do fator
de inducdo com a matriz alimentar (como a adsor¢@o ou inativagdo) podem ter uma grande
influéncia na produgdo de bacteriocinas. Por outro lado, a matriz alimentar pode também
facilitar a concentragdo do fator de indu¢do em células ou microcolonias formadas pelo
isolado bacteriocinogénico no alimento. A presenca de outros microrganismos também
pode ser um fator que estimula a produgdo de bacteriocinas por BAL (Galvez et al., 2007).
Essa producdo ainda pode estar associada as fases de desenvolvimento da BAL, que
geralmente ocorre em toda fase de multiplicacdo e reduz no final da fase exponencial (as
vezes antes do fim da fase de multiplicacdo), devido a degradacdo proteolitica e a
agregacao e/ou absor¢do das células (Parente & Ricciardi, 1999; Cheigh et al., 2002).
Ainda, em condigdes especificas, BAL podem apresentar reducdo em sua capacidade
biosintética, devido a degrada¢des no genoma ocorridas durante sua evolugdo, ou por
perderem ou reduzirem a capacidade de produzir substidncias antimicrobianas, como as
bacteriocinas (Pfeiler & Klaenhammer, 2007).

Pouco ainda se sabe sobre as condigdes de desenvolvimento requeridas pelas
cepas de BAL com potencial bacteriocinogénico para produgdo Otima de muitas
bacteriocinas (Todorov & Dicks, 2006b). Altos niveis de producdo de bacteriocinas muitas

vezes sdo obtidos em condi¢des que diferem daquelas necessarias para a multiplicacao
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(Parente & Ricciardi, 1994; Aasen et al, 2000; Todorov et al, 2000). Dessa forma, a
caracterizagdo detalhada dos fatores que influenciam a producdo de bacteriocinas ¢
fundamental para a otimizagao da obtencdo dessas substancias. Para tanto, diferentes meios
de cultura e temperaturas de incubag¢do podem ser avaliados (Todorov & Dicks, 2006b;
Settanni et al., 2008; Tomé et al., 2008b).

A composi¢do do meio de cultura, e at¢ mesmo pequenas variacdes em alguns de
seus constituintes, afetam consideravelmente a produ¢do de bacteriocinas por BAL (Tagg
et al., 1976; Carolissen-Mackay et al, 1997; Chen & Hoover, 2003). A produgdo de
bacteriocinas ¢ afetada pelo tipo e quantidade das fontes de carbono, carboidrato,
nitrogénio, fosfato, cations, surfactantes e inibidores presentes no meio de cultura (Parente
& Ricciardi, 1999). Dessa forma, a suplementacdo do meio de cultura com fatores de
multiplicagdo limitantes (carboidratos, fontes de nitrogénio, vitaminas, fosfato e potassio)
ou ajuste do pH podem aumentar os niveis de producdo da bacteriocina (Parente &
Ricciardi, 1999; Todorov & Dicks, 2005). Kim et al. (1997) constataram uma maxima
concentragdo de nisina quando se aumentou o teor de nitrogénio organico no meio de
cultura. A cisteina, por exemplo, ¢ muito importante para alguns géneros de BAL, como
bifidobactérias, por reduzir a tensdo de oxigénio no meio de cultura, melhorando as
condig¢des anaerobicas durante a redugdo do meio (Payne et al., 1999). Por essa razao pode
ser adicionada para potencializar o desenvolvimento desse grupo.

Muitos estudos tém reportado que o melhor meio de cultura para desenvolvimento
de BAL e produ¢ao de bacteriocinas ¢ o de Man, Rogosa & Sharpe (MRS) (Avonts et al.,
2004; Todorov & Dicks, 2005; 2006b; Settanni et al., 2008). Cheigh et al. (2002), ao
comparar o desempenho de uma cepa de Lc. lactis em diferentes meios de cultura obteve
melhores resultados utilizando o meio M17. Entretanto, esses autores ndo controlaram o
pH do meio de cultura durante o desenvolvimento da cepa avaliada, e grande parte da
inibicao observada pode ter sido derivada da producdo de acidos organicos a partir da alta
concentragdo de lactose do M17. Alguns estudos relatam que grandes quantidades de
acucar no meio de cultura podem interferir na producdo da bacteriocina, devido aumento
da produgio de 4cidos e consequente reducdo do pH. E provavel que em condigdes de
stress (baixo pH), o tempo necessario para que a BAL alcance a fase estaciondria seja
maior e assim, a producdo/atividade da bacteriocina sera menor (Parente & Ricciardi,
1999; Tomé et al., 2008b). Em outro estudo comparativo entre meios de cultura, Moraes et

al. (2010) avaliaram também o desempenho do meio MRS modificado (MRSm, contendo
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0,5% de dextrose) e foi verificado que esse meio apresentou melhor performance na
identificacdo de cepas de BAL produtoras de substancias antimicrobianas e supostamente
bacteriocinogénicas.

A capacidade de uma cepa de BAL apresentar maior ou menor producdo de
bacteriocinas em determinado meio de cultura depende da necessidade dessa cepa por
nutrientes especificos (Todorov & Dicks, 2006b). Ainda, a composi¢do do meio de cultura
¢ um fator importante em ensaios em placa, que podem interferir diretamente na detec¢ao
adequada da atividade antimicrobiana das bacteriocinas produzidas pelos isolados em
analise. Os agentes gelificantes utilizados em meios sélidos também podem interferir com
a difusdo da bacteriocina, limitando assim a eficdcia dos protocolos realizados em
laboratorio (Chen & Hoover, 2003). Dessa forma, pode-se considerar que o meio de
cultura ideal para producdo de determinada bacteriocina, dependera da cepa de BAL que
estd sendo utilizada. Por isso uma caracterizacdo detalhada deve ser realizada para
identificacao do melhor meio de cultura para produgao de bacteriocinas por BAL.

Mesmo apds uma caracterizagdo in vitro detalhada, quando aplicados em
alimentos, as bacteriocinas tendem a apresentar atividade antimicrobiana menos eficaz
(Schillinger et al., 1996; Galvez et al., 2007). Muitas vezes ¢ necessario que se aplique no
alimento uma concentragao dez vezes maior da bacteriocina para obter o efeito de inibicao
observado in vitro. A eficacia da bacteriocina em alimentos envolve outros fatores
interferentes, como a composi¢do do alimento, precipitagcdo, inativacdo e distribuicdo da
bacteriocina pela matriz alimentar (Galvez et al., 2007).

Outro fator interferente na producdo de bacteriocinas por BAL que deve ser
caracterizado sdo diferentes tempos e temperaturas de incubacdo. Temperaturas de
multiplica¢do e a produ¢do de bacteriocinas estdo correlacionadas, como observado em
alguns estudos (Todorov & Dicks, 2006b; Todorov, 2008; Tomé et al., 2008b). A
multiplicagdo de BAL a temperaturas 6timas geralmente resultam numa producao 6tima de
bacteriocinas, porém desenvolvimento a temperaturas sub-6timas podem resultar num
aumento da producdo de bacteriocinas (Parente & Ricciardi, 1999). Muitas BAL sao
capazes de produzir mais de uma bacteriocina, ¢ estas podem possuir diferentes
temperaturas Otimas para sua producao (Parente & Ricciardi, 1999). Por isso, diferentes
condicdes de tempo e temperatura de incubacdo podem ser utilizadas dependendo da

bacteriocina de interesse. Assim, ¢ necessaria a caracterizagdo detalhada de qual
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temperatura ¢ a ideal para incubacdo, dependendo da cepa de BAL utilizada ou da
bacteriocina que ¢ produzida.

A caracterizacdo do espectro de agdo, e dos possiveis fatores interferentes na
produgdo de substancias antimicrobianas por BAL ¢ fundamental para que esses isolados
sejam utilizados de forma adequada, visando a maxima exploracdo de seu potencial
antimicrobiano e determinando a seguranca alimentar desejada ao consumidor. A
verificacdo desses fatores constitui etapa inicial em estudos de investigacdo de novos
isolados bacteriocinogénicos ou bacteriocinas com potencial de aplicagdio na

bioconservagao de alimentos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Verificar a natureza protéica e a interferéncia de condi¢des de cultivo na produgdo
de substancias antimicrobianas por isolados de Bactérias Acido Laticas (BAL) de leite cru

e queijo.

Objetivos especificos

1. Caracterizar a natureza protéica das substincias antimicrobianas produzidas por BAL
identificadas como antagonistas, considerando sua sensibilidade em relagdo a diferentes

enzimas;

2. Caracterizar a atividade antimicrobiana das bacteriocinas produzidas por BAL contra

diferentes cepas de Listeria spp., Staphylococcus spp. e outras BAL;

3. Caracterizar as melhores condigdes para produgcdo de bacteriocinas por BAL

considerando diferentes meios de cultura, tempos e temperaturas de incubagao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos utilizados

Os microrganismos utilizados no estudo estdo descritos na Tabela 3. Foram
utilizados para os testes de caracterizagcdo antimicrobiana 101 isolados de bactérias acido
laticas (BAL) de leite cru e queijo, previamente caracterizados como produtores de
substancias antimicrobianas com atividade contra Listeria monocytogenes (Moraes et al.,
2010; Ortolani et al., 2010a). Os 101 isolados de BAL foram previamente submetidos a
identificacao molecular a partir do sequenciamento do gene 16S rDNA e pela realizagdo de
Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando primers especificos para diferenciagdo
de espécies (Moraes, 2011). As identificagdes obtidas para os isolados estdo apresentados
na Tabela 4. Diferentes cepas de Listeria spp., Staphylococcus spp. e BAL foram utilizados
como indicadores nos testes de antagonismo descritos posteriormente.

As cepas de Listeria spp. e Staphylococcus spp. foram mantidas em caldo
Tripiticase de Soja (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, England) adicionado de Extrato
de Levedura na concentracdo de 0,6% (TSB-YE) e as cepas de BAL em caldo de Man,
Rogosa & Sharpe (MRS, Oxoid), suplementados com glicerol a 25% e mantidos a
temperatura de -80 °C. No momento de uso, os microrganismos foram semeados em caldo
MRS ou TSB-YE e incubados a 35 °C por 12h. Em seguida, foram estriados em agar MRS
ou agar Tripticase de Soja suplementando com Extrato de Levedura a 0,6% (TSA-YE,
Oxoid), com incubagdo overnight a 35 °C para verificacao da pureza das culturas.

Para todos os testes de caracterizacdo da atividade antimicrobiana, colOnias
isoladas das BAL utilizadas foram semeadas em caldo MRS e diluidas em escala seriada
decimal até atingir uma concentragdo aproximada de 3 x 10° Unidades Formadoras de
Colonia por mililitro (UFC/mL) (escala 1 de MacFarland). Em todos os ensaios, as cepas
utilizadas foram diluidas em NaCl 0,85% e semeadas em duplicata e pour plate em agar
MRS, para enumeracdo da populagdo inicial utilizada.

Em todas as etapas de caracterizagdo da atividade antimicrobiana, Lactobacillus
sakei 2a foi utilizado como controle positivo de BAL bacteriocinogénica (de Martinis &

Franco, 1998).
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Tabela 3. Microrganismos utilizados no estudo.

Grupos ou géneros Cepa (ATCC* numero de referéncia da cepa) Observagoes Referéncias
Bactérias Acido Lactobacillus sakei 2a Isolado de linguiga suina e utilizado de Martinis & Franco, 1998
Laticas como controle positivo nos testes de
antagonismo
Lactobacillus sakei ATCC 15521, Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC Cepas referéncia utilizadas como -
7962, ATCC 11007, Lactobacillus plantarum ATCC 8014, Enterococcus indicadores nos testes de antagonismo

faecalis ATCC 19433, Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus ATCC 1184

Enterococcus faecalis (3) Enterococcus spp. (1), Lactobacillus plantarum (2)  Isolados de leite cru e queijo, e Ortolani et al., 2010a
utilizados como indicadores nos testes
de antagonismo

101 isolados Isolados de leite cru e queijo e Ortolani et al., 2010a
utilizadas no estudo

Listeria spp. L. inoccua ATCC 33090, L. ivanovi ATCC 19119, L. monocytogenes ATCC ~ Cepas referéncia utilizadas como --
15313, ATCC 19112, ATCC 19117, ATCC 7644 indicadores nos testes de antagonismo
L. monocytogenes (3), L. seeligeri (1), L. inoccua (1), L. welshimeri (1) Isolados de produtos carneos e Barros et al., 2007

utilizados como indicadores nos testes
de antagonismo

Staphylococcus spp. S. aureus ATCC 14458, ATCC 12598, ATCC 8095, ATCC 29213, ATCC Cepas referéncia utilizadas como --
12600, Staphylococcus sp. ATCC 23235 indicadores nos testes de antagonismo
S. aureus (6) Isolados de leite cru e queijo, e Vigosa et al., 2010

utilizados como indicadores nos testes
de antagonismo

* ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA
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Tabela 4. Identificacdo molecular dos 101 isolados de BAL utilizados no estudo (Moraes,

2011).

Género/espécie n Identificagdo**
Lactococcus spp. 27
Lc. lactis 1 Lc02
Lc. lactis subsp. lactis 22 Lc01,Lc03 aLlcls, Le20 alc27
Lc. garviae 4 Lcl6alcl9
Lactobacillus spp. 27
Lb. plantarum 24 Lb01 a Lb09, Lb13 a Lb27
Lb. sakei 1 Lbl12
Lb. fermentum 2 Lbl10 e Lbl1
Enterococcus spp. 43
En. faecalis 13 En21 a En27, En29, En30, En40 a En43
Enterococcus spp.* 30 EnO1 a En20, En28, En31 a En39
Outros 4
Leuconostoc mesenteroides 1 0ot01
Pediococcus spp.* 1 0t02
Streptococcus spp.* 1 0t03
Weisselia cibaria 1 0ot04

n: nimero de isolados de bactérias acido laticas pertencentes ao respectivo género/espécie
* Nao identificados em nivel de espécie
** Codigo de identificacdo utilizado para os isolados de bactérias acido laticas usados no estudo

3.2. Caracterizacdo da atividade antimicrobiana

3.2.1. Sensibilidade enzimatica

Os 101 isolados de BAL (Tabela 3) foram submetidos a testes para a confirmagao
da natureza das substancias antimicrobianas produzidas, utilizando o método spot-on-the-
lawn (Lewus et al., 1991; Moraes et al., 2010). Foram preparadas solu¢des de 20 mg/mL
das seguintes enzimas: a-quimotripsina de pancreas de bovino (C4129), proteinase K de
Tritirachium album (P8044), tripsina TPCK (T1426), a-amilase, tipo XII-A (A3403),
papaina (76220), protease de Streptomyces griseus (P5147), lipase de Aspergillus niger
(62301), lisozima (L7651) e catalase (C1345) (todas da Sigma, Saint Louis, MO, USA).

Aliquotas de 2 pL de cada cultura foram semeadas pontualmente em placas
contendo 10 mL de 4gar MRS modificado (MRSm, contendo 0,5% de dextrose), e
incubadas a 25 °C por 24h em condi¢des de anaerobiose (BBL GasPak, BD Brasil, Sao

Paulo, SP, Brasil), para minimizar a producdo de peroxido de hidrogénio. Apds a
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incubagado, um pog¢o de 2 mm de diametro foi cortado no agar a 0,5 cm de distancia de cada
coldonia formada, sendo cada um preenchido com 20 pL de uma das solucdes de enzimas
preparadas. Ainda, 20 pL de d4gua milliQ estéril foram adicionados em um dos pogos como
controle negativo. As placas foram deixadas em repouso em temperatura ambiente para
absorcao e difusdo das enzimas. Em seguida, cada placa recebeu uma sobrecamada de 8
mL de 4gar Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI, Oxoid) semi-solido (4gar a 0,8%)
contendo aproximadamente 10° UFC/mL do microrganismo indicador L. monocytogenes
ATCC 7644 e incubadas a 35 °C por 24h. A confirmagdo da natureza da substincia
antimicrobiana produzida pelos isolados de BAL foi confirmada pela sensibilidade a uma

ou mais enzimas testadas, identificada pela formacao de um halo em formato de meia lua.

3.2.2. Atividade antimicrobiana contra diferentes microrganismos indicadores

As substancias antimicrobianas produzidas pelos 101 isolados de BAL tiveram
sua atividade testada contra 36 microrganismos indicadores (Listeria spp., Staphylococcus
spp. € BAL) apresentados na Tabela 3, utilizando o método spot-on-the-lawn (Lewus et al.,
1991; Moraes et al., 2010). Aliquotas de 2 plL de cada cultura foram semeadas
pontualmente na superficie de placas contendo dgar MRSm e incubadas a 25 °C por 24h
em condicdes de anaerobiose (BBL GasPak).

Ap6s incubacdo, cada placa recebeu uma sobrecamada de 8 mL de 4gar MRS ou
TSA-YE semi-solido (dependendo do microrganismo indicador utilizado), inoculado com
aproximadamente 10° UFC/mL de um dos microrganismos indicadores (Tabela 3). Apos
solidificagdo, as placas foram incubadas a 35 °C por 24h e examinadas quanto a formacao
do halo de inibi¢do ao redor da cultura de BAL inoculada. Os didmetros dos halos de
inibi¢do formados foram mensurados com auxilio de paquimetro e expressos em
milimetros (mm).

A partir dos resultados obtidos, foram selecionados 15 isolados de BAL que
apresentaram melhor desempenho pelo método spot-on-the-lawn, e suas atividades
antimicrobianas foram avaliadas pelo método da diluicdo critica (Mayr-Harting et al.,
1972; Bromberg et al., 2006). As substancias produzidas pelos isolados selecionados
tiveram sua atividade antimicrobiana testada contra 36 microrganismos indicadores
(Tabela 3). Apos a padronizacdo da populacdo inicial de cada BAL na concentragdo

aproximada de 3 x 10° UFC/mL, estas foram diluidas em escala seriada decimal utilizando
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NaCl a 0,85% até atingirem a concentragdo aproximada de 10° UFC/mL. A partir dessa
concentragdo, aliquotas de 1 mL de cada cultura foram inoculadas em tubos falcon estéreis
contendo 20 mL de caldo MRSm e incubadas a 25 °C por 48h.

Apos incubagao, os tubos contendo os indculos foram submetidos a centrifugagao
a 6800 g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi neutralizado utilizando solucao
de NaOH 1N até atingir o pH de 7,0, para eliminar a atividade antimicrobiana por 4cidos
produzidos. Em seguida, o sobrenadante foi esterilizado utilizando filtros de 0,22 um
(Millex SLGP033RS, Milipore, Bedford, MA, USA) e acondicionado em tubo estéril.
Apo6s todos os tratamentos necessarios, o sobrenadante foi diluido em escala seriada na
proporgao de 1:2 (v/v) até 1:1.600 em solugdo tampao de sédio (PBS) a 10mM, pH 7,0.

Em seguida, pog¢os de 5 mm de diametro foram cortados na superficie do agar
MRSm ou TSA-YE (dependendo do microrganismo indicador utilizado), sendo cada pogo
preenchido com 10 pL de cada dilui¢do. As placas com dgar MRSm e TSA-YE foram
previamente inoculadas com um dos microrganismos indicadores (Tabela 3) com
populacdo de aproximadamente 10° UFC/mL. As placas foram deixadas em repouso em
temperatura ambiente para absorcdo e difusdo do sobrenadante e em seguida, foram
incubadas a 35 °C por 24h. Apds incubacgdo foi verificada a formacao de halos de inibigdo
ao redor dos pocos. O titulo da substancia antimicrobiana produzida foi expresso em
Unidade Arbitraria por mililitro (UA/mL), e foi definido com a reciproca da maior diluicdao
que apresentou formagdo de halo de inibi¢do, multiplicado por 100. Para cada BAL

avaliada, o procedimento descrito foi realizado em 3 repetigdes.

3.3. Condigdes de incubacdo para producéo de bacteriocinas

3.3.1. Interferéncia de meios de cultura

Baseado nos resultados obtidos na etapa de avaliagdo da atividade antimicrobiana
contra diferentes microrganismos indicadores, foram selecionados cinco isolados para
avaliacdo da interferéncia dos meios de cultura na produgdo de bacteriocinas pelo método
de dilui¢do critica (Mayr-Harting et al., 1972; Bromberg et al., 2006), como descrito
anteriormente. Os microrganismos indicadores utilizados foram: Lactobacillus sakei
ATCC 15521, Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus aureus 26BP6,

selecionados por apresentarem maior sensibilidade as bacteriocinas produzidas pelos
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isolados de BAL na etapa da caracterizagdo da atividade antimicrobiana contra diferentes
microrganismos indicadores.

Aliquotas de 1 mL de cada cultura de BAL com populagdo inicial de
aproximadamente 10> UFC/mL foram inoculadas em tubos falcon contendo 20 mL de
diferentes meios de cultura: MRS, MRSm, BHI e M17 (Tabela 5) (todos da Oxoid). Todos
os meios de cultura foram testados adicionados ou ndo de solucdo de cisteina. Foi preparada
solucdo com 50 mg/mL da cisteina e adicionada no meio de cultura na concentragao final de
0,05%. Os meios de cultura inoculados foram incubados a 25 °C por 48h, e submetidos aos
procedimentos de centrifugacdo, neutralizacdo, filtracdo e diluigdo descritos anteriormente.
Aliquotas de 10 pL foram inoculadas em pogos previamente cortados em placas com agar
TSA ou MRSm previamente inoculados com um dos microrganimos indicadores. Apds
absor¢ao, as placas foram incubadas a 35 °C por 24h, quando foi verificada a formacdo de
halos de inibicdo ao redor dos pogos. O titulo da substincia antimicrobiana produzida foi
expresso em UA/mL, como descrito anteriormente. Para cada BAL avaliada, o procedimento

descrito foi realizado em 3 repetigdes.

Tabela 5. Composi¢ao dos meios de cultura utilizados no estudo (g/L).

Composi¢ao MRS MRSm BHI M17
Peptona 10 10 10 5
Extrato de carne 8 10 - 5
Extrato de levedura 4 5 - 2,5
Glicose 20 5 2 -
Polissorbato 80 1 1 - -
Fosfato de potassio bibasico 2 2 - -
Acetato de sodio 5 5 - -
Citrato de amonia 2 2 - -
Sulfato de magnésio 0,2 0,1 - 0,25
Sulfato de manganés 0,05 0,05 - -
Infusdo de cérebro - - 12,5 -
Infusdo de carne e coragdo - - 5 -
Cloreto de sodio - - 5 -
Fosfato dissodico - - 2,5 -
Triptona - - - 5
Acido ascérbico - - - 0,5
Glicerofosfato dissodico - - - 19
Lactose - - - 50

MRS: de Man, Rogosa & Sharpe; MRSm: MRS modificado; BHI: infus@o de cérebro e coracao
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3.3.2. Interferéncia do tempo e temperatura de incubacéo

A atividade antimicrobiana das substancias produzidas pelos 101 isolados de BAL
(Tabela 3) foi avaliada considerando diferentes tempos e temperaturas de incubagdo
utilizando o método spot-on-the-lawn (Lewus et al., 1991; Moraes et al., 2010). Os
microrganismos indicadores utilizados foram: Lb. sakei ATCC 15521, L. monocytogenes
ATCC 7644 e S. aureus 26BP6. Apds incubagdo em caldo MRS a 35 °C por 24h, aliquotas
de 2 pL de cada cultura de BAL foram inoculadas pontualmente na superficie de placas
contendo dgar MRSm. Apo6s absor¢do e difusdo foram incubadas em anaerobiose nas
diferentes condi¢des de tempo e temperatura: a 25 °C por 12, 24, 48 ¢ 72h e a 35 °C por
12, 24, 48 e 72h, para verificagdo da interferéncia de cada condi¢do na produgdo das
substancias antimicrobianas.

Apo6s cada um dos tempos de incubacdo, cada placa recebeu uma sobrecamada de
8 mL de MRS ou TSA-YE semi-solido, contendo &agar a 0,8% inoculado com
aproximadamente 10° UFC/mL do microrganismo indicador. Apés solidificagdo, as placas
foram incubadas a 35 °C por 24h e examinadas quanto a formacao do halo de inibi¢do ao
redor da BAL inoculada. Ainda, para os 15 isolados previamente selecionados, os
diametros dos halos de inibi¢ao formados foram mensurados com auxilio de paquimetro,
sendo expressos em mm. Para cada BAL avaliada, o procedimento descrito foi realizado
em 3 repeti¢des. Os didmetros dos halos mensurados foram obtidos pelas médias nas trés

repetigoes.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sensibilidade enzimatica

Os resultados para sensibilidade enzimatica das substancias produzidas pelos 101
isolados de BAL estdo apresentados na Tabela 6. As substancias antimicrobianas
produzidas pela maioria dos isolados foram sensiveis a a-quimotripsina, proteinase K e
tripsina e algumas apresentaram sensibilidade a outras enzimas proteoliticas, como a
lisozima, papaina e protease (Tabela 6). Esse padrao de sensibilidade apresentado indica a
natureza protéica das substancias antimicrobianas produzidas pelas isolados de BAL
testados, o0 que os caracteriza como produtores de bacteriocinas. As bacteriocinas possuem
moléculas de proteinas em sua constitui¢do, que sdo responsaveis pela inibicdo dos
microrganismos indicadores (Bromberg et al., 2005).

A variagdo nos padroes de sensibilidade das substancias antimicrobianas
produzidas sugere a producdo de diferentes bacteriocinas (Tabela 6). Além de identificar
esse potencial, o conhecimento da sensibilidade enzimatica das bacteriocinas produzidas
pela BAL ¢ uma informacdo relevante para aplicacdo da mesma em alimentos e de sua
estabilidade apos ingestdo. Essas substancias podem ser degradadas por enzimas
naturalmente presentes nos alimentos nos quais os isolados de BAL possam ser aplicados,
comprometendo seu potencial antimicrobiano (Galvez et al., 2007). Ainda, essas
substancias devem ser facilmente degradadas pelas enzimas do trato gastrintestinal, ndo
comprometendo o equilibrio da microbiota intestinal dos consumidores (Sharma et al.,
2006).

Vinte isolados ndo produziram substincias sensiveis as enzimas testadas,
Enterococcus spp. (7), Lactobacillus spp. (4), Lactococcus spp. (7), Streptococcus spp. (1)
e Weisselia cibaria (1) (Tabela 6), em alguns casos devido a auséncia ou formagao de
halos de inibi¢do muito pequenos durante as andlises. Esses resultados sugerem auséncia
do potencial bacteriocinogénico desses isolados. Entretanto, ¢ importante considerar que
muitas cepas de BAL possuem genes de bacteriocinas que, dependendo das condigdes de
cultivo, ndo sdao expressos (Chen & Hoover, 2003). Ainda, devido a mutagdes ou outros
fatores genéticos, esses genes podem ser eliminados ou inativados resultando em perda da

atividade antimicrobiana (Hoover & Steenson, 1993).
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Algumas espécies pertencentes aos géneros Lactococcus spp., Lactobacillus spp. e
Enterococcus spp. produziram substincias que também foram sensiveis a outras solucdes
de enzimas que ndo sdo proteases, como amilase, lipase e catalase (Tabela 6). Esses
resultados indicam a produgdo de bacteriocinas que apresentam moléculas de lipideos e
carboidratos em sua estrutura. A presenga de moléculas dessas substancias ocorre nas
bacteriocinas pertencentes a classe IV (Klaenhammer, 1993; Cotter et al., 2005). Outros
trabalhos também identificaram cepas de BAL capazes de produzir bacteriocinas sensiveis
a essas enzimas (Moreno et al., 2000; de Martinis et al., 2003a; Bromberg et al., 2004). A
solucdo de catalase inibiu a atividade antimicrobiana das substincias produzidas por 15
isolados, Lc. lactis subsp. lactis (2), Lb. sakei (1), Lb. plantarum (2) e En. faecalis (6) ¢
Enterococcus spp. (4), indicando a produg@o de peroxido de hidrogénio, que pode ter sido
produzido associado a outras bacteriocinas.

Essa variacdo dos padrdes de sensibilidade enzimatica ja foi observada em
estudos anteriores (Rodriguez et al., 2000; Bromberg et al., 2005; Sharma et al., 2006). O
padrdo de sensibilidade enzimdtica apresentado pelas bacteriocinas pode fornecer
informagdes importantes sobre a estrutura das moléculas das substancias produzidas

(Lewus et al., 1991).
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Tabela 6. Frequéncia de sensibilidade enzimatica apresentada pelas substancias antimicrobianas produzidas pelos 101 isolados de BAL,

utilizando Listeria monocytogenes ATCC 7644 como microrganismo indicador.

Género/espécie de BAL n Proteinase K Tripsina o - quimotripsina  Pepsina  Papaina  Protease Lisozima Lipase a-amilase  Catalase
Lactococcus spp. 27 11 7 11 ND 8 6 7 4 ND 2
Lc. lactis 1 ND ND ND ND 1 1 1 ND ND ND
Lc. lactis subsp. lactis 22 11 7 11 ND 6 5 6 4 ND 2
Lc. garviae 4 ND ND ND ND 1 ND ND ND ND ND
Lactobacillus spp. 27 13 12 14 1 8 3 2 3
Lb.s plantarum 24 14 11 13 1 7 4 4 3 2 2
Lb. sakei 1 1 1 1 ND 1 1 1 ND ND 1
Lb.s fermentum 2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Enterococcus spp. 43 24 22 28 2 12 17 19 13 2 10
En. faecalis 13 9 7 9 1 6 7 8 4 1
Enterococcus spp.* 30 15 15 19 1 6 10 11 1 4
Outros 4 2 1 2 ND 1 1 ND ND ND ND
Leuconostoc mesenteroides 1 1 1 1 ND ND ND ND ND ND ND
Pediococcus spp.* 1 1 ND 1 ND 1 ND ND ND ND ND
Streptococcus spp.* 1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Weisselia cibaria 1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

* Nao identificado em nivel de espécie

BAL: bactéria acido latica; n: nimero de isolados de bactérias acido laticas pertencentes ao respectivo género/espécie; ND: ndo detectada sensibilidade enzimatica
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4.2. Atividade antimicrobiana contra diferentes microrganismos indicadores

Os resultados obtidos para os 101 isolados de BAL quanto a atividade
antimicrobiana contra diferentes microrganismos indicadores utilizando a metodologia
spot-on-the-lawn sdo apresentados na Tabela 7. Todos os géneros de BAL testados
produziram substincias com atividade antimicrobiana contra os grupos de microrganismos
indicadores testados, sendo Listeria spp. o género que apresentou maior sensibilidade
(Tabela 7). Muitos estudos tém demonstrado a ampla atividade antimicrobiana de
bacteriocinas produzidas por isolados autdctones de produtos lacteos e carneos contra
Listeria spp. (Rodriguez et al., 2000; de Martinis et al., 2001; Carvalho et al., 2006; Bizani
et al., 2008; Bello et al., 2010), e os resultados do presente estudo confirmam a
sensibilidade deste género as bacteriocinas produzidas por BAL.

As substancias antimicrobianas produzidas por Lactococcus spp. e Lactobacillus
spp. apresentaram maior atividade contra Staphylococcus spp. do que contra BAL. Davila
et al. (2006) também obtiveram ampla inibi¢do de S. aureus por bacteriocinas produzidas
por Lactobacillus spp. e Lactococcus spp. Ja Enterococcus spp. produziram bacteriocinas
mais ativas contra BAL do que contra Staphylococcus spp. De acordo com outros autores,
muitas bacteriocinas produzidas por BAL possuem atividade contra bactérias intimamente
relacionadas ao microrganismo produtor e muitas vezes sdo capazes de inibir Listeria spp.
(de Martinis et al., 2001), e poucas sdo efetivas contra Staphylococcus spp. (Moreno et al.,
2000; Bromberg et al., 2005), como foi o caso das bacteriocinas produzidas pelos
Enterococcus spp. no presente estudo.

Mesmo pertencendo ao mesmo género/espécie, as substincias antimicrobianas
produzidas pelos isolados de BAL testados apresentaram distinto perfil de atividade contra
os microrganismos indicadores, confirmando sua capacidade de produzir diferentes
bacteriocinas. Alguns isolados (um Lb. plantarum - Lbl5, e trés Lc. lactis subsp. lactis -
LcO8, Lcl0 e Lcll) produziram bacteriocinas capazes de inibir todos os 36
microrganismos indicadores testados (Tabela 8), indicando seu potencial para uso como
bioconservantes em alimentos.

As Dbacteriocinas produzidas pelos isolados do género Lactococcus spp.
apresentaram maior atividade contra os microrganismos indicadores do que as produzidas
por Lactobacillus spp. e Enterococcus spp (Tabela 7). Diversas cepas de Lc. lactis subsp.

lactis sdo capazes de produzir nisina, bacteriocina que possui amplo espectro de acdo
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contra microrganismos Gram-positivos. Essa bacteriocina ¢ a unica considerada segura
para consumo (GRAS, generally regarded as safe - geralmente reconhecidos como
seguros), € essa limitagdo tem estimulado pesquisas de novos isolados de BAL
bacteriocinogénicos a fim de explorar seu potencial bioconservador como ferramenta
auxiliar para seguranca alimentar (Cotter et al., 2005; Castellano et al., 2008). A
abundancia de cepas de BAL capazes de produzir bacteriocinas evidencia a importancia
dessas substancias em produtos lacteos e fermentados (Castellano et al., 2008). Ainda,
Lactococcus spp. sdo considerados seguros de serem aplicados em alimentos quando
comparados a outras BAL, devido sua natureza nao-patogénica (Guinane et al., 2005).

Enterococcus spp., apesar de isolados em alta frequéncia, apresentaram pior
desempenho quanto a atividade antimicrobiana quando comparados com Lactobacillus
spp. e Lactococcus spp. (Tabela 7). Mesmo assim, muitos Enterococcus spp. sdo descritos
como bacteriocinogénicos ¢ capazes de inibir o desenvolvimento de certos patdégenos
(Gomes et al., 2008; Maldonado-Barragan et al., 2009; Valenzuela et al., 2009). Porém,
seu uso em alimentos deve ser bem avaliado, pois muitas cepas sdo capazes de resistir a
antibidticos e podem apresentar genes de viruléncia. A identificagcdo de cepas patogénicas
¢ bem dificil, pois os genes de viruléncia sdo facilmente transferidos entre elas (Gomes et
al., 2008; Valenzuela et al., 2009).

As Dbacteriocinas produzidas por isolados de Lactobacillus spp. apresentaram
ampla atividade contra os microrganismos indicadores utilizados, porém menor do que as
produzidas por Lactococcus spp. (Tabela 7). Lactobacillus spp. ja foram descritos como
produtores de bacteriocinas, como diferentes variagdes de plantaricinas, pediocinas e
sakacinas, que possuem atividade antimicrobiana contra muitos microrganismos (Chen &
Hoover, 2003; Elegado et al., 2004; Hernandez et al., 2005; Héquet et al., 2007). Os
resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com estas caracteristicas ¢ com
outros trabalhos (Messi et al., 2001; Elegado et al., 2004).

Considerando os resultados iniciais, 15 isolados foram selecionados e submetidos
a metodologia de diluicdo critica para quantificacdo da atividade antimicrobiana em
relacdo aos 36 microrganismos indicadores (Tabela 3). Entre os isolados selecionados, seis
foram Lc. lactis subsp. lactis (Lc05, Lc08, Lc10, Lell, Le22 e Le21), quatro Enterococcus
spp. (En08, En09, Enl1 e En37), um En. faecalis (En42) e quatro Lb. plantarum (LbO1,
Lb02, Lb07 e Lbl5). Os resultados obtidos para esses isolados pela metodologia spot-on-

30



the-lawn (triagem inicial) e pela diluic¢do critica (teste complementar) sdo apresentados nas
Tabelas 8, 9 e 10.

As bacteriocinas produzidas pelos isolados de Lactococcus spp., Lc10, Lcll e
LcO8 apresentaram ampla atividade contra os 3 grupos de microrganismos indicadores,
pelas duas técnicas testadas (Tabela 8), indicando novamente seu potencial para uso como
bioconservador em alimentos. Bacteriocinas produzidas por Enterococcus spp.
apresentaram maior inibicdo contra Listeria spp. e BAL, com pouca agdo contra
Staphylococcus spp., como verificado pelo teste inicial (spot-on-the-lawn) (Tabelas 7 € 9).
Bacteriocinas produzidas por Lactobacillus spp. apresentaram menor atividade
antimicrobiana por dilui¢do critica, mantendo pouca atividade contra Listeria spp. ¢ BAL,
e nenhuma contra Staphylococcus spp. (Tabela 10). De forma geral, as bacteriocinas
apresentaram reducdo da atividade antimicrobiana nos testes quantitativos de inibicao, pelo
método de dilui¢do critica, quando comparados aos resultados qualitativos, obtidos pelo
método spot-on-the-lawn (Tabelas 7, 8, 9 e 10). Essa variagdo na atividade antimicrobiana
considerando diferentes metodologias j& foi observada em outros estudos similares
(Hernandez et al., 2005; Carvalho et al., 2006; Jones et al., 2008; Alegria et al., 2010;
Moraes et al., 2010). O que pode ser decorrente de varios processamentos aos quais 0s
sobrenadantes das culturas sao submetidos para a mensuragao da atividade antimicrobiana
pela metodologia da diluig¢do critica, o que pode interferir na atividade das bacteriocinas
produzidas (Moreno et al., 2000; Alegria et al., 2010; Moraes et al., 2010).

Considerando os resultados por diluicdo critica, os microrganismos que foram
mais sensiveis a a¢ao das bacteriocinas produzidas por BAL foram L. monocytogenes
ATCC 7644, Lb. sakei ATCC 15521 ¢ S. aureus 26BP6 (Tabelas 8, 9 e 10). L.
monocytogenes foi o microrganismo mais sensivel, resultado semelhante ao obtido por de
Martinis et al. (2003a). A alta frequéncia de sensibilidade desses microrganismos sugere
que os mesmos podem ser usados em ensaios para detec¢ao de isolados de BAL com
atividade bacteriocinogénica, reduzindo o risco de ndo se identificar uma cepa que seja
potencial produtora dessas substancias (Bromberg et al., 2004).

Segundo Lewus et al. (1991) os microrganismos indicadores que devem ser
testados num ensaio inicial de inibi¢ao deve refletir a aplicacdo final/proposta da BAL
produtora de bacteriocina. Listeria spp., ¢ um microrganismo psicrotrofico capaz de se
desenvolver a temperaturas entre 1 a 45 °C, o que a torna muito dificil de ser controlada

em alimentos (Albano et al., 2007; Bizani et al., 2008). Outro perigo microbiolégico que
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pode estar presente em leite ¢ derivados sdo Staphylococcus spp., cuja contaminagdo pode
ocorrer na matéria-prima (leite mastitico), no ambiente de processamento dos alimentos
(formagao de biofilme) ou pela manipulagdo durante a preparagdo dos alimentos (Charlier
et al., 2009). Como podem ocorrer variagdes na sensibilidade do microrganismo indicador
e o desenvolvimento de cepas resistentes e/ou adaptadas as bacteriocinas, foi importante a
utilizagdo de diversas cepas de Listeria spp. e Staphylococcus spp. para verificagdo da
sensibilidade apresentada por cada uma.

As substincias antimicrobianas produzidas pelos vinte isolados de BAL que
previamente ndo apresentaram sensibilidade em relacdo as enzimas testadas apresentaram
atividade antimicrobiana contra muitos dos microrganismos indicadores testados,
indicando a produ¢do de outras substincias antimicrobianas que ndo sdo bacteriocinas por
esses isolados.

Alguns isolados de BAL mesmo pertencendo a géneros conhecidos como
potenciais produtores de bacteriocinas, ndo produziram substancias capazes de inibir o
desenvolvimento dos microrganismos indicadores testados (Tabela 7). A perda transitéria
da atividade antimicrobiana por BAL ou ndo expressao de genes de bacteriocinas j& foram
previamente descritos. Além disso, podem ter ocorrido interferéncias das condigdes
ambientais para a producdo de bacteriocinas, ¢ at¢ mesmo falhas na excre¢do dessas
substancias (Galvez et al., 2007). Dessa forma, diferentes condicdes ambientais e
nutricionais podem ser avaliadas para verificagdo das melhores combinagdes necessarias

para a produgao de bacteriocinas.
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Tabela 7. Frequéncia de inibi¢do apresentada pelos géneros de BAL contra os 36
microrganismos indicadores (12 Listeria spp., 12 Staphylococcus spp., 12 BAL) utilizando

o método spot-on-the-lawn.

. . . Lactococcus  Lactobacillus  Enterococcus Outros (4)
Microrganismo indicador

spp. (27) spp. (27) spp. (43)
Listeria spp.
L. inoccua ATCC 33090 26 23 34 2
L. ivanovi ATCC 19119 16 19 26 1
L. monocytogenes ATCC 15313 19 23 25 2
L. monocytogenes ATCC 19112 19 21 31 2
L. monocytogenes ATCC 19117 26 23 36 1
L. monocytogenes ATCC 7644 27 27 41 1
L. monocytogenes 52 22 19 38 1
L. monocytogenes 55 26 23 33 3
L. monocytogenes 60 21 21 32 2
L. seeligeri 31 25 23 36 3
L. inoccua 76 25 22 36 3
L. welshimeri 47 26 24 37 2
Staphylococcus spp.
S. aureus ATCC 14458 12 16 8 2
S. aureus ATCC 12598 23 25 38 3
S. aureus ATCC 8095 17 19 20 3
S. aureus ATCC 29213 16 17 19 2
S. aureus ATCC 12600 18 18 17 2
Staphylococcus spp. ATCC 23235 16 21 17 2
S. aureus 23ST1 18 23 27 2
S. aureus 26BP6 19 21 22 2
S. aureus 27AF1 21 20 21 2
S. aureus 21AF3 15 18 21 3
S. aureus 27ST1 11 17 12 2
S. aureus 31BP2 17 23 23 2
Bactérias Acido Laticas
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 12 3 4 ND
Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11007 7 4 15 ND
Lb. plantarum ATCC 8014 11 15 22 1
En. faecalis ATCC 19433 8 2 17 ND
Lc. lactis subsp. lactis ATCC 7962 11 15 22 1
Lb. sakei ATCC 15521 26 19 40 2
En. faecalis En30 26 24 39 3
En. faecalis En43 25 25 40 4
En. faecalis En41 16 4 16 ND
Enterococcus spp. En31 25 26 38 4
Lb. plantarum Lb07 8 2 11 ND
Lb. plantarum Lb01 7 2 12 ND

ND: nao detectado formagao de halo de inibigao
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Tabela 8. Resultados obtidos para os seis isolados de Lactococcus spp., quanto ao didmetro do halo (mm) por spot-on-the-lawn e titulo da

substancia antimicrobiana produzida por dilui¢do critica (UA/mL).

. . .o Lcll Lcl0 Lc08 Lc22 Lc05 Lc21
Microrganismo indicador SOL  DC SOL  DC SOL  DC SOL  DC SOL  DC SOL  DC
Listeria spp.

L. inoccua ATCC 33090 17 100 13 100 10 100 11 ND 12 ND 9 ND
L. ivanovi ATCC 19119 21 200 23 > 1600 20 100 22 200 15 ND 10 400
L. monocytogenes ATCC 15313 10 100 11 100 10 100 10 ND 7 ND 10 ND
L. monocytogenes ATCC 19112 21 ND 21 100 16 100 15 ND 11 200 9 ND
L. monocytogenes ATCC 19117 20 ND 18 100 20 ND 21 ND 15 ND 13 ND
L. monocytogenes ATCC 7644 26 400 30 > 1600 22 > 1600 30 > 1600 21 ND 20 ND
L. monocytogenes 52 20 200 21 > 1600 22 ND 23 200 15 ND 20 ND
L. monocytogenes 55 18 ND 17 200 14 100 15 100 12 ND 10 ND
L. monocytogenes 60 15 400 20 > 1600 17 ND ND 200 14 ND 13 ND
L. seeligeri 31 16 ND 14 200 17 ND 17 ND 14 ND 12 ND
L. inoccua 76 19 ND 17 100 17 ND 17 ND 19 ND 13 ND
L. welshimeri 47 19 ND 15 100 17 ND 21 ND 9 ND 17 ND
Staphylococcus spp.
S. aureus ATCC 14458 19 100 17 ND 20 ND 27 ND 12 ND 7 200
S. aureus ATCC 12598 25 400 28 400 23 ND 26 ND 15 ND 12 ND
S. aureus ATCC 8095 14 100 21 ND 16 400 19 ND 11 ND 10 ND
S. aureus ATCC 29213 15 ND 15 ND 8 ND 13 ND ND ND ND ND
S. aureus ATCC 12600 23 ND 15 ND 14 ND 15 ND 9 ND 9 ND
Staphylococcus spp. ATCC 23235 13 200 17 ND 16 ND 14 100 9 ND ND ND
S. aureus 23ST1 20 200 20 200 20 200 22 ND 14 ND 10 ND
S. aureus 26BP6 23 400 25 200 22 200 25 200 15 ND 12 100
S. aureus 27AF1 22 100 22 200 21 200 23 100 11 ND 15 ND
S. aureus 21AF3 13 ND 19 ND 15 ND 18 ND 11 ND ND ND
S. aureus 27ST1 16 ND 21 100 17 200 18 100 11 ND 7 ND
S. aureus 31BP2 21 200 22 200 19 100 22 ND 13 ND 11 ND

Lc: Lactococcus; SOL: didmetro dos halos de inibi¢do obtido pelo método spot-on-the-lawn (mm); DC: titulo de atividade antimicrobiana obtido pelo método de dilui¢ao
critica (UA/mL); ND: ndo detectado formacao de halo de inibigdo
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Continuagao da Tabela 8.

Lcll Lcl10 Lc08 Lc22 Lc05 Lc21

Microrganismo indicador SOL DC SOL DC SOL DC SOL DC SOL DC SOL DC

Bactérias Acido Laticas

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 17 100 18 ND 14 400 15 400 12 ND 12 ND
Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11007 30 800 27 > 1600 26 800 29 > 1600 20 ND 26 ND
Lb. plantarum ATCC 8014 30 800 34 > 1600 22 400 29 400 18 ND 17 ND
En. faecalis ATCC 19433 29 400 30 > 1600 23 400 29 400 18 100 12 ND
Lc. lactis subsp. lactis ATCC 7962 30 800 37 > 1600 27 800 30 > 1600 18 ND 17 ND
Lb. sakei ATCC 15521 35 400 35 > 1600 32 400 35 > 1600 24 ND 17 ND
En. faecalis En30 15 400 12 > 1600 11 800 12 400 12 ND 12 ND
En. faecalis En43 16 200 19 200 14 400 14 100 14 ND 12 ND
En. faecalis En41 24 800 27 > 1600 22 > 1600 25 400 14 ND 26 ND
Enterococcus spp. En31 21 400 24 > 1600 19 400 22 ND 12 ND 17 ND
Lb. plantarum Lb07 22 400 19 > 1600 23 400 28 400 16 ND 13 ND
Lb. plantarum Lb01 21 400 22 > 1600 22 400 23 400 20 ND 11 ND

Lc: Lactococcus; SOL: didmetro dos halos de inibi¢do obtido pelo método spot-on-the-lawn (mm); DC: titulo de atividade antimicrobiana obtido pelo método de dilui¢ao
critica (UA/mL); ND: ndo detectado formacao de halo de inibigdo

35



Tabela 9. Resultados obtidos para os cinco isolados de Enterococcus spp., quanto ao didmetro do halo (mm) por spot-on-the-lawn e titulo da

substancia antimicrobiana produzida por dilui¢do critica (UA/mL).

Microrganismo indicador Enll En09 End2 En08 En37
SOL DC SOL DC SOL DC SOL DC SOL DC

Listeria spp.
L. inoccua ATCC 33090 17 ND 16 ND 10 ND 16 100 16 ND
L. ivanovi ATCC 19119 22 400 25 ND 17 100 21 100 22 200
L. monocytogenes ATCC 15313 11 200 11 ND 10 100 11 ND 11 ND
L. monocytogenes ATCC 19112 19 100 20 ND 15 ND 19 100 14 100
L. monocytogenes ATCC 19117 18 100 19 ND 20 100 18 100 17 ND
L. monocytogenes ATCC 7644 23 200 22 ND 29 400 22 200 22 400
L. monocytogenes 52 22 200 23 ND 19 ND 22 400 21 400
L. monocytogenes 55 20 100 21 ND 12 ND 20 100 10 200
L. monocytogenes 60 23 200 21 ND 21 100 25 200 25 400
L. seeligeri 31 15 ND 15 ND 15 ND 14 100 14 ND
L. inoccua 76 15 100 16 ND 16 100 13 ND 15 ND
L. welshimeri 47 15 ND 15 ND 19 ND 14 100 13 ND

Staphylococcus spp.
S. aureus ATCC 14458 ND ND ND ND 16 ND ND ND ND ND
S. aureus ATCC 12598 10 ND 10 ND 20 ND 11 ND 11 ND
S. aureus ATCC 8095 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
S. aureus ATCC 29213 ND ND ND ND 11 ND ND ND ND ND
S. aureus ATCC 12600 ND ND ND ND 12 ND ND ND ND ND
Staphylococcus spp. ATCC 23235 ND ND ND ND 10 ND ND ND ND ND
S. aureus 23ST1 7 ND 7 ND 16 ND 7 ND 7 ND
S. aureus 26BP6 ND ND ND ND 20 100 ND ND ND ND
S. aureus 27AF1 ND ND ND ND 19 ND ND ND ND ND
S. aureus 21AF3 ND ND ND ND 16 ND ND ND ND ND
S. aureus 27ST1 ND ND ND ND 16 ND ND ND ND ND
S. aureus 31BP2 ND ND ND ND 18 ND ND ND ND ND

En: Enterococcus; SOL: diametro dos halos de inibigdo obtido pelo método spot-on-the-lawn (mm); DC: titulo de atividade antimicrobiana obtido pelo método de diluigdo
critica (UA/mL); ND: ndo detectado formacao de halo de inibigdo
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Continuagao da Tabela 9.

. . L. Enll En09 En42 En08 En37
Microrganismo indicador SOL DC SOL DC SOL DC SOL DC SOL DC
Bactérias Acido Laticas

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 ND ND ND 100 16 200 ND 100 ND ND
Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11007 14 ND 15 ND 25 400 15 100 14 100
Lb. plantarum ATCC 8014 17 ND 15 ND 26 200 15 ND 15 ND
En. faecalis ATCC 19433 14 ND 13 ND 26 200 15 ND 15 ND
Lc. lactis subsp. lactis ATCC 7962 21 ND 19 ND 25 200 20 ND 19 ND
Lb. sakei ATCC 15521 22 100 22 ND 27 200 23 800 19 400
En. faecalis En30 13 ND 14 ND 12 ND 13 100 13 ND
En. faecalis En43 11 ND 11 ND 13 200 11 100 11 ND
En. faecalis En41 ND ND 12 100 25 > 1600 12 ND ND ND
Enterococcus spp. En31 12 ND 11 ND 17 400 9 ND 10 ND
Lb. plantarum Lb07 12 ND 12 ND 23 200 11 ND 11 ND
Lb. plantarum Lb01 ND ND 14 ND 20 200 17 100 12 ND

En: Enterococcus; SOL: diametro dos halos de inibigdo obtido pelo método spot-on-the-lawn (mm); DC: titulo de atividade antimicrobiana obtido pelo método de diluigdo
critica (UA/mL); ND: ndo detectado formacao de halo de inibigdo
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Tabela 10. Resultados obtidos para os quatro isolados de Lactobacillus spp., quanto ao didmetro do halo (mm) por spot-on-the-lawn e titulo da

substancia antimicrobiana produzida por dilui¢do critica (UA/mL).

Microrganismo indicador Lb02 Lb07 Lbol Lbl>
SOL DC SOL DC SOL DC SOL DC

Listeria spp.
L. inoccua ATCC 33090 13 ND 14 ND 13 100 13 100
L. ivanovi ATCC 19119 10 ND 15 100 12 ND 22 200
L. monocytogenes ATCC 15313 9 ND ND ND 7 100 10 ND
L. monocytogenes ATCC 19112 14 ND 11 ND 13 ND 23 ND
L. monocytogenes ATCC 19117 11 100 19 ND 9 ND 17 ND
L. monocytogenes ATCC 7644 17 200 11 100 7 ND 25 100
L. monocytogenes 52 15 ND 13 ND ND ND 17 200
L. monocytogenes 55 12 ND 11 ND 11 200 18 ND
L. monocytogenes 60 15 ND 14 ND ND 100 18 200
L. seeligeri 31 11 ND 15 ND 15 100 15 ND
L. inoccua 76 13 ND 14 ND 16 ND 17 100
L. welshimeri 47 11 ND 8 ND 10 ND 16 ND

Staphylococcus spp.
S. aureus ATCC 14458 ND ND 14 ND 8 ND 19 ND
S. aureus ATCC 12598 12 ND 12 ND 12 ND 25 ND
S. aureus ATCC 8095 9 ND 11 ND 8 ND 20 ND
S. aureus ATCC 29213 7 ND 9 ND 9 ND 15 ND
S. aureus ATCC 12600 10 ND 12 ND 8 ND 16 ND
Staphylococcus spp. ATCC 23235 10 ND 9 ND ND ND 24 ND
S. aureus 23ST1 7 ND 9 ND 10 ND 21 ND
S. aureus 26BP6 12 ND 10 ND 9 ND 21 ND
S. aureus 27AF1 13 ND 10 ND 9 ND 21 ND
S. aureus 21AF3 9 ND 10 ND 10 ND 17 ND
S. aureus 27ST1 ND ND 9 ND 10 ND 18 ND
S. aureus 31BP2 13 ND 15 ND 9 ND 21 ND

Lb: Lactobacillus; SOL: didmetro dos halos de inibigdo obtido pelo método spot-on-the-lawn (mm); DC: titulo de atividade antimicrobiana obtido pelo método de diluigdo
critica (UA/mL); ND: ndo detectado formacao de halo de inibigdo
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Continuagao da Tabela 10.

Microrganismo indicador Lb02 Lb07 Lbol Lbl>
SOL DC SOL DC SOL DC SOL DC
Bactérias Acido Laticas
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 13 ND ND 100 ND ND 18 ND
Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11007 7 ND ND ND ND ND 26 ND
Lb. plantarum ATCC 8014 13 ND ND ND ND ND 30 ND
En. faecalis ATCC 19433 11 ND ND ND ND ND 27 ND
Lc. lactis subsp. lactis ATCC 7962 15 ND ND ND ND ND 31 ND
Lb. sakei ATCC 15521 27 200 10 ND 10 200 37 100
En. faecalis En30 11 ND 13 ND 14 100 12 ND
En. faecalis En43 13 ND 15 ND 11 ND 19 ND
En. faecalis En41 18 ND ND ND ND ND 23 ND
Enterococcus spp. En31 14 ND 14 ND 15 ND 22 ND
Lb. plantarum Lb07 9 ND ND ND ND ND 15 ND
Lb. plantarum Lb01 ND ND ND ND ND ND 25 ND

Lb: Lactobacillus; SOL: didmetro dos halos de inibigdo obtido pelo método spot-on-the-lawn (mm); DC: titulo de atividade antimicrobiana obtido pelo método de diluigado
critica (UA/mL); ND: ndo detectado formacao de halo de inibigdo
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4.3. Condig0es de incubacgéao para producgéo das bacteriocinas

Segundo Todorov & Dicks (2006b), sdo muitas as variagdes das condigdes de
desenvolvimento requeridas por BAL para produgdo 6tima de bacteriocinas. Varios fatores
podem interferir na producdo dessas substancias. Considerando esses fatores, testes de
antagonismo foram conduzidos em duas etapas, a fim de verificar as condi¢cdes mais
favoraveis para producdo de bacteriocinas, avaliando: 1) meios de cultura (considerando
oito variagdes), ¢ 2) condi¢cdes de incubacdo (tempo e temperatura). Nessa etapa foram
considerados os trés microrganismos que apresentaram maior sensibilidade no teste de
avaliacdo da atividade antimicrobiana: L. monocytogenes ATCC 7644, S. aureus 26BP6, ¢
Lb. sakei ATCC 15521 (Tabelas 7, 8, 9 e 10).

4.3.1. Interferéncia de meios de cultura

Um fator relevante que pode interferir na producdo de bacteriocinas por BAL ¢ a
utilizagdo de diferentes meios de cultura. Dependendo da composi¢do do meio de cultura
utilizado, pode ocorrer o favorecimento da producdo de determinada substincia
antimicrobiana, o que pode ser controlado para evitar a produ¢ao de substincias nao
desejadas na identificacdo de isolados bacteriocinogénicos, como 4cidos e peroxido de
hidrogénio (Bromberg et al., 2004; Bello et al., 2010; Moraes et al., 2010). Nessa etapa,
quatro isolados de BAL que apresentaram os melhores resultados na etapa de verificagao
do espectro de agao por dilui¢do critica (Tabelas 8 e 9) foram selecionados e sua atividade
antimicrobiana mensurada por dilui¢do critica considerando oito variagdes de meios de
cultura. Foram selecionados trés isolados de Lc. lactis subsp. lactis (Lc10, Lcll e Lcl2) e
um de En. faecalis (En42). Os resultados obtidos sdo apresentados nas Tabelas 11, 12 ¢ 13.

As bacteriocinas produzidas pelos isolados testados apresentaram melhores
resultados de inibi¢ao contra Lb. sakei ATCC 15521 (Tabela 13). Os maiores titulos de
inibi¢do foram observados com os meios de cultura cuja base foi o caldo MRS, modificado
ou ndo. A utilizagdo do M17 ndo resultou em produgdo de bacteriocinas, exceto para os
isolados Lcll e Lc¢22, quando utilizado Lb. sakei ATCC 15521 como microrganismo
indicador (Tabela 13). Bacteriocinas produzidas por En42 apresentaram atividade
antimicrobiana apenas quando utilizado o meio MRSm, independente do microrganismo

indicador utilizado (Tabelas 11, 12 e 13). Lcl0 foi o isolado que apresentou melhor
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desempenho de inibicdo, produzindo altos titulos de bacteriocinas contra todos os
microrganismos indicadores, principalmente utilizando MRS como meio de cultura base

(Tabelas 11, 12 e 13).

Tabela 11. Quantificagdo da produgdo de bacteriocinas pelo método da dilui¢ao critica
(UA/mL) nos diferentes meios de cultura utilizando Listeria monocytogenes ATCC 7644

como microrganismo indicador.

Meios de cultura Lcll Lcl0 Lc22 En42
MRS 400 100 400 ND
MRS + cisteina 200 400 400 ND
MRSm 100 400 100 100
MRSm + cisteina ND 400 200 ND
BHI 100 ND 100 ND
BHI + cisteina ND ND ND ND
M17 ND ND ND ND
M17 + cisteina ND ND ND ND

MRS: de Man, Rogosa & Sharpe; MRSm: MRS modificado; BHI: infusdo de cérebro e coracdo; Lc:
Lactococcus, En: Enterococcus; ND: ndo detectado formagao de halo de inibi¢ao

Tabela 12. Quantificacdo da produgdo de bacteriocinas pelo método da diluicdo critica
(UA/mL) nos diferentes meios de cultura utilizando Staphylococcus aureus 26BP6 como

microrganismo indicador.

Meio de cultura Lcll Lc10 Lc22 En42
MRS 100 > 1600 400 ND
MRS + cisteina 200 400 200 ND
MRSm 200 800 100 100
MRSm + cisteina ND 800 100 ND
BHI ND 100 ND ND
BHI + cisteina ND 100 ND ND
M17 ND ND ND ND
M17 + cisteina ND ND ND ND

MRS: de Man, Rogosa & Sharpe; MRSm: MRS modificado; BHI: infusdo de cérebro e coracdo; Lc:
Lactococcus, En: Enterococcus; ND: ndo detectado formagdo de halo de inibigdo
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Tabela 13. Quantificagdo da produgdo de bacteriocinas pelo método da dilui¢ao critica
(UA/mL) nos diferentes meios de cultura utilizando Lactobacillus sakei ATCC 15521

como microrganismo indicador.

Meio de cultura Lcll Lcl0 Lc22 En42
MRS > 1600 > 1600 > 1600 ND
MRS + cisteina > 1600 > 1600 > 1600 ND
MRSm > 1600 > 1600 800 800
MRSm + cisteina ND > 1600 > 1600 ND
BHI 800 > 1600 > 1600 ND
BHI + cisteina ND > 1600 400 ND
M17 100 ND 100 ND
M17 + cisteina 400 ND 100 ND

MRS: de Man, Rogosa & Sharpe; MRSm: MRS modificado; BHI: infusdo de cérebro e coragdo; Lc:
Lactococcus, En: Enterococcus; ND: ndo detectado formagao de halo de inibi¢ao

A suplementagdo dos meios de cultura com cisteina ndo melhorou a produgdo de
bacteriocinas em nenhum dos casos. O titulo de bacteriocinas apresentado ao adicionar
cisteina foi igual ou inferior aos resultados obtidos em outros meios sem adi¢ao dessa
substancia. A cisteina ¢ considerada uma importante fonte para o desenvolvimento de BAL
(Payne et al., 1999), podendo influenciar na producdo de bacteriocinas. Entretanto, os
resultados obtidos mostraram que para as BAL analisadas essa substincia n3o foi
relevante.

Muitos estudos tém reportado que o MRS ¢ o melhor meio de cultura para o
desenvolvimento de BAL e producao de bacteriocinas, quando comparado a outros meios
de cultura (Avonts et al., 2004; Todorov & Dicks, 2005; 2006b; Settanni et al., 2008;
Moraes et al., 2010). Os resultados obtidos confirmam essas observagdes, principalmente
em relacdo aos isolados de Lactococcus avaliados. Em relagdo ao isolado de En. faecalis
(En42), a reducdo da quantidade de carboidrato na composi¢do do MRS determinou a
produgdo de bacteriocinas contra os trés microrganismos indicadores avaliados.

Meios de cultura contendo baixos niveis de carboidratos, como o BHI (2% de
glicose), sdo importantes nos testes de antagonismo pois a BAL ird produzir menor
quantidade de 4cidos, permitindo uma melhor identificacdo de cepas bacteriocinogénicas
(Harris et al, 1989; Lewus et al., 1991; Lewus & Montville, 1991; de Martinis et al., 2001).
Entretanto, esse meio de cultura, adicionado ou ndo de cisteina, ndo determinou a produgao
relevante de bacteriocinas pelas BAL avaliadas, apresentando desempenho similar ou
inferior ao obtido pelo MRS e MRSm.
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Em relagdo ao M17, a baixa frequéncia de produgao de bacteriocinas e em titulos
inferiores aos observados com outros meios de cultura, pode ser decorrente do alto nivel de
lactose em sua composi¢ao. Esse agticar pode ter determinado producdo excessiva de acido
latico, levando a redug¢do do pH durante a etapa de cultivo, inibindo a produgdo de
bacteriocinas, ou mesmo interferindo em sua atividade (Parente & Ricciardi, 1999; Tomé
et al., 2008b). Assim, apds a etapa de neutraliza¢do, as bacteriocinas produzidas pela
maioria dos isolados apresentou pouca ou nenhuma atividade antimicrobiana. Quando essa
etapa ndo ¢ considerada, os resultados de inibi¢ao utilizando-se M17 como meio de cultura
podem ser melhores (Cheigh et al., 2002). Em condigdes de stress (baixo pH), o tempo
necessario para que a BAL avaliada alcance a fase estacionaria ¢ maior e assim, a
producdo/atividade da bacteriocina serd menor, o que ¢ compativel com os resultados
obtidos.

Tanto para Enterococcus spp. quanto para Lactococcus spp., o meio de cultura
MRSm foi adequado para que estes isolados produzissem bacteriocinas, mesmo que em
baixas quantidades em alguns casos (Tabelas 11, 12 e 13). Esses resultados sugerem que o
meio  MRSm pode ser considerado adequado para identificacdo da atividade
bacteriocinogéncia de um isolado de BAL, mesmo que em uma etapa inicial de
identificacdo. Por conter uma menor concentracdo de carboidrato (0,5%), o MRSm
determina uma menor producdo de acidos orgénicos e evita uma reducdo relevante do seu
pH. Essas caracteristicas determinam maior rapidez para as BAL em andlise atingirem a

fase estaciondria e gerarem maior producao de bacteriocinas (Parente & Ricciardi, 1999).

4.3.2. Interferéncia de tempo e temperatura de incubagéo

Os resultados obtidos quanto a frequéncia de atividade antimicrobiana
apresentada pelas substancias produzidas pelos 101 isolados de BAL nas diferentes
combinagdes de tempo e temperatura sdo apresentados nas Tabelas 14, 15 e 16.
Considerando L. monocytogenes ATCC 7644 como microrganismo indicador (Tabela 14),
foram observadas maiores frequéncias de isolados com produgdo de substancias
antimicrobianas apos 24h de incubagdo a 25 °C, com resultados de frequéncia similares
apos 12h de incubagdo a 35 °C para Lactococcus spp. e Lactobacillus spp. Resultados

semelhantes foram observados quando utilizado S. aureus 26BP6 como microrganismo
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indicador (Tabela 15), com maiores frequéncias de isolados produzindo bacteriocina apds
incubagao por 24h a 25 °C.

Menores frequéncias de BAL produtoras foram observadas quando Lb. sakei
ATCC 15521 (Tabela 16) foi utilizado como microrganismo indicador, quando
comparadas aos demais (Tabelas 14 e 15). Porém, maiores frequéncias de atividade
antimicrobiana foram observadas apds incubagdo por 24h a 25 °C para Lactococcus spp. e
Enterococcus spp. Em relagdo a Lactobacillus spp., as maiores frequéncias de isolados
produtores foram observadas apos 48h a 25 °C. Em relagdo aos demais géneros
identificados, poucas diferengas foram observadas entre as diferentes condigdes testadas e
microrganismos indicadores considerados (Tabelas 14, 15 e 16). Esses resultados sugerem
diferentes condi¢des ideais para producdo de diferentes substancias antimicrobianas pelas
BAL analisadas.

Considerando esses resultados, pode ser sugerida combinacao dessas condigdes de
incubagdo para otimizagdao da produgdo de substancias antimicrobianas pelos isolados de
BAL avaliados, que seria a 25 °C por 24h. Ainda, muitos isolados apresentaram resultados
similares com menor tempo de incubagdo, porém a temperatura de 35 °C (Tabelas 14, 15 ¢
16), o que indica a possibilidade de reducao no periodo de incubagao para obtengdo das
bacteriocinas produzidas. Como a produgdo de bacteriocinas ¢ afetada por diferentes
condi¢des, como combinacdes de tempo e temperatura, a otimizagdo da sua produgdo e
desenvolvimento de sua atividade pode ter importante significado economico (Cheigh et
al., 2002).

Essa variacdo de comportamento apresentado pelos isolados de BAL dependendo
das condi¢des de tempo e temperatura de incubagdo ja foi observada em outros estudos
similares (Cheigh et al., 2002; Mataragas et al., 2003; Campos et al., 2006). No presente
estudo, muitos isolados foram capazes de apresentar atividade antimicrobiana apos 12h de
incubacdo (Tabelas 14, 15 e 16). Segundo Mataragas et al. (2003), as bacteriocinas
parecem ser os primeiros metabolitos a serem produzidos, assim a sua atividade ja ¢é

detectavel apos 6h de desenvolvimento das culturas de BAL.
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Tabela 14. Influéncia do tempo e temperatura de incubagdo na producdo de bacteriocinas pelos 101 isolados de BAL, utilizando Listeria

monocytogenes ATCC 7644 como microrganismo indicador.

Género/espécie n 25°C 35°C
12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h
Lactococcus spp. 27 9 17 12 10 15 6 7 1
Lc. lactis 1 ND ND ND ND ND ND ND ND
Lc. lactis subsp. lactis 22 7 15 11 10 13 4 6 ND
Lc. garviae 4 2 2 1 ND 2
Lactobacillus spp. 27 5 17 13 12 16 15
Lb. plantarum 24 4 15 12 11 13 14
Lb. sakei 1 1 ND ND 1 ND ND ND
Lb. fermentum 2 ND 1 1 1 2 1 ND 1
Enterococcus spp. 43 10 31 18 24 26 20 11 10
En. faecalis 13 4 10 2 9 10 6
Enterococcus. spp.* 30 6 21 16 15 16 14 9 6
Outros 4 3 2 2 3 3
Leuconostoc mesenteroides 1 ND 1 ND ND ND ND ND ND
Pediococcus spp.* 1 ND ND 1 ND 1 1 1 ND
Streptococcus spp.* 1 1 1 1 1 1 1 1 ND
Weisselia cibaria 1 1 1 ND 1 1 1 ND 1

* Néo identificado em nivel de espécie
ND: ndo detectado formagao de halo de inibi¢do; n: nlimero de isolados de bactérias acido laticas pertencentes ao respectivo género/espécie
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Tabela 15. Influéncia do tempo e temperatura de incubagdo na produgao de bacteriocinas pelos 101 isolados de BAL, utilizando

Staphylococcus aureus 26BP6 como microrganismo indicador.

Género/espécie n 25°C 35°C
12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h
Lactococcus spp. 27 6 13 10 5 10 5 3 1
Lc. lactis 1 ND ND ND ND ND ND ND ND
Lc. lactis subsp. lactis 22 6 11 9 5 4 3 1
Lc. garviae 4 ND 2 ND 2 1 ND ND
Lactobacillus spp. 27 6 18 19 12 16 10
Lb. plantarum 24 5 17 17 7 12 16 9
Lb. sakei 1 1 ND 1 1 ND ND ND ND
Lb. fermentum 2 ND 1 1 ND ND ND 1 1
Enterococcus spp. 43 6 28 20 18 19 10 11 11
En. faecalis 13 2 12 10 9 6 6
Enterococcus spp.* 30 4 16 10 10 4 5
Outros 4 1 2 2 2 2 1
Leuconostoc mesenteroides 1 ND ND ND ND ND ND ND ND
Pediococcus spp.* 1 1 1 1 1 1 1 1 ND
Streptococcus spp.* 1 ND 1 1 ND 1 1 ND ND
Weisselia cibaria 1 ND ND ND ND ND ND ND 1

* Nao identificado em nivel de espécie

ND: ndo detectado formagao de halo de inibi¢do; n: nimero de isolados de bactérias acido laticas pertencentes ao respectivo género/espécie
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Tabela 16. Influéncia do tempo e temperatura de incubagdo na produgao de bacteriocinas pelos 101 isolados de BAL, utilizando

Lactobacillus sakei ATCC 15521 como microrganismo indicador.

Género/espécie n 25°C 35°C
12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h
Lactococcus spp. 27 1 8 4 6 9 5 1 2
Lc. lactis 1 ND ND ND ND ND ND ND ND
Lc. lactis subsp. lactis 22 1 6 3 6 7 2 1 2
Lc. garviae 4 ND 2 1 ND 2 3 ND ND
Lactobacillus spp. 27 2 6 11 2 9 3 1 5
Lb. plantarum 24 2 5 10 ND 8 3 1 5
Lb. sakei 1 ND ND 1 2 ND ND ND ND
Lb. fermentum 2 ND 1 ND ND 1 ND ND ND
Enterococcus spp. 43 3 14 11 11 13 7 4 3
En. faecalis 13 2 6 6 2 5 ND
Enterococcus spp.* 30 1 11 2 4 2
Outros 4 1 1 2 1 1 ND ND ND
Leuconostoc mesenteroides 1 ND ND ND ND ND ND ND ND
Pediococcus spp.* 1 1 ND 1 ND 1 ND ND ND
Streptococcus spp.* 1 ND 1 1 1 ND ND ND ND
Weisselia cibaria 1 ND ND ND ND ND ND ND ND

* Nao identificado em nivel de espécie
ND: ndo detectado formagao de halo de inibi¢do; n: nimero de isolados de bactérias acido laticas pertencentes ao respectivo género/espécie



Os 15 isolados de BAL previamente selecionados na etapa da avaliacdo da
atividade antimicrobiana tiveram os diametros de seus halos de inibicdo mensurados nos
diferentes tempos e temperaturas de incuba¢do. Considerando que a populagdo inicial de
todas as BAL testadas foi padronizada em aproximadamente 10> UFC/mL, a comparacio
entre os didmetros dos halos pode ser considerada adequada e relevante para se identificar
diferencas de potencial antimicrobiano entre os isolados. Os resultados obtidos sdo

apresentados nas Tabelas 17, 18 e 19.

Tabela 17. Diametros (mm) dos halos de inibicdo nos diferentes tempos e temperaturas
utilizando Listeria monocytogenes ATCC 7644 como microrganismo indicador.

BAL avaliada 25 °C 35°C
12h  24h 48h 72h 12h 24h 48h 72h

Lcll 5,8 5 5 8 557 ND ND ND
Lcl0 ND ND 8 8 5 ND 5 ND
Lc08 ND ND 6 6 5 ND 6 ND
Lc22 ND 5 6 6 45 ND 6 ND
Lc05 ND ND ND ND ND ND ND ND
Le21 ND 6 6 8 5 ND ND ND
Enll ND 6 ND 5 5 ND
En09 ND 6 ND 5 5 ND
En42 ND 5 7 7,3 5 6 ND ND
En08 ND 5 ND 5 5 ND ND
En37 ND 5 6 ND ND 5 ND ND
Lb02 ND 5 ND 8 ND ND ND ND
Lb07 5 7 ND 16 10 6 7,3 6
Lb01 ND ND ND 6,7 6 6 ND

Lbl5 ND ND ND ND ND ND ND ND

BAL: bactéria 4cido latica; Lc: Lactococcus; En: Enterococcus; Lb: Lactobacillus;
ND: ndo detectada formagdo de halo de inibigéo

Em relacdo a L. monocytogenes ATCC 7644 (Tabela 17), bacteriocinas
produzidas por Lb07 apresentaram maior potencial de inibi¢do, apresentando halo de 16
mm de diametro ap6s 12h de incubagdo. De maneira geral, a combinagao 25 °C por 72h de
incubacdo foi a que determinou maiores halos de inibi¢do para todos os isolados testados.
LcO5 e Lbl5 ndo produziram substincias antimicrobianas nesse teste contra o

microrganismo indicador. Ainda, bacteriocinas produzidas por alguns isolados
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apresentaram atividade antimicrobiana apo6s incubacdo a 35 °C ja em 48h, porém em

menor frequéncia do que quando incubados a 25 °C.

Tabela 18 Diametros (mm) dos halos de inibi¢ao nos diferentes tempos e temperaturas

utilizando Staphylococcus aureus 26BP6 como microrganismo indicador.

BAL avaliada 25°C 35°C

12h 24h  48h 72h 12h 24h  48h 72h
Lcll 5 55 4,7 10 ND 5 5 13
Lcl0 ND 8,7 10,7 10 ND ND 6 ND
Lc08 ND ND ND ND 5 ND ND ND
Lc22 ND 5 5 ND 5 ND 6 ND
Lc05 ND ND ND ND ND 5 ND ND
Lc21 ND 6 8 5 48 ND ND ND
Enll ND ND ND ND ND ND ND ND
En09 ND ND ND ND ND ND ND ND
En42 ND 7 6 6 6 ND ND ND
En08 ND ND 6 ND ND ND ND ND
En37 ND ND 6 ND 45 ND ND ND
Lb02 ND 5 5 ND 5 5 ND ND
Lb07 5 5,7 5 11 6,5 6 6 7,3
Lb01 ND ND 6 ND ND ND ND ND

Lbl5 ND ND ND ND ND ND ND ND

BAL: bactéria acido latica; Lc: Lactococcus; En: Enterococcus; Lb: Lactobacillus;
ND: ndo detectada formagdo de halo de inibigéo

Considerando S. aureus 26BP6 como microrganismo indicador, foi observada
menor frequéncia de resultados de atividade antimicrobiana (Tabela 18). Lcl1 apresentou
o melhor desempenho de inibi¢do, apds incubacdo a 35 °C por 72h. Quanto aos demais
isolados, as melhores performances de inibigdo ocorreram com incubagdo a 25 °C em
diferentes tempos. Enll e En09 ndo apresentaram atividade antimicrobiana nesse teste
contra o microrganismo indicador.

Finalmente, em relagdo a Lb. sakei ATCC 15521 também foi observada menor
frequéncia de atividade antimicrobiana pelas BAL testadas (Tabela 19). Os melhores
resultados foram obtidos apos incubagao a 25 °C por 72h, exceto para En08 e Lb02 que

apresentaram melhores performances de inibi¢ao a 35 °C por 72h.
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Tabela 19. Diametros (mm) dos halos de inibicao nos diferentes tempos e temperaturas

utilizando Lactobacillus sakei ATCC 15521 como microrganismo indicador.

BAL avaliada 25°C 35°C

12h 24h  48h 72h 12h 24h 48h 72h
Lcll ND ND ND ND ND ND ND ND
Lcl0 ND 8 ND 113 5 6 6 ND
Lc08 ND ND ND 16 ND ND ND ND
Lc22 5 6 ND 14 5 ND ND 10
Lc05 ND 5 ND ND ND ND ND ND
Lc21 ND 5 ND 8,3 5 ND ND ND
Enll ND ND ND ND ND ND ND ND
En09 ND ND ND ND ND ND ND ND
En42 5 8 ND 12 ND 6 ND ND
En08 ND ND ND ND ND ND ND 6
En37 ND ND ND ND ND ND ND ND
Lb02 ND ND 6 ND ND 5 ND 10
Lb07 ND ND 8 ND ND ND ND ND
Lb01 ND ND ND ND ND ND ND ND
Lbl5 ND ND ND ND 5 ND ND ND

BAL: bactéria acido latica; Lc: Lactococcus; En: Enterococcus; Lb: Lactobacillus;
ND: ndo detectada formagdo de halo de inibigéo

Os resultados obtidos sugerem que a produgdo maxima de bacteriocinas pelas
diferentes BAL ocorre em diferentes condi¢des de incubacdo. A producdo de bacteriocinas
usualmente ocorre durante a fase exponencial de multiplicacdo das BAL, atingindo seu
potencial maximo ao final dessa fase ou durante a fase estacionaria (Parente e Ricciardi,
1994; Cheigh et al., 2002; Campos et al., 2006). Considerando os resultados obtidos
(Tabelas 17, 18 e 19), observa-se que os isolados testados apresentaram maiores halos de
inibi¢do apos 48h ou 72h de incubagdo, supostamente nessas etapas de multiplicagao.

Outros trabalhos realizados também demonstraram diferentes tempos e
temperaturas ideais para produgdo maxima de diferentes bacteriocinas. Campos et al.
(2006), observaram que para uma cepa de Lc. lactis subsp. lactis a produgdo maxima de
bacteriocina se dava a 30 °C ap6s 33h e 46h de incubagdo, em relacdo a duas cepas de L.
monocytogenes, e ap6s 21h contra S. aureus. Os mesmos autores observaram que uma cepa
de En. faecium apresentou produgao maxima de bacteriocinas ap6s incubagdo a 30 °C por
21h contra L. monocytogenes e S. aureus. Liu et al. (2005) observaram atividade

antimicrobiana maxima de nisina produzida por L. lactis subsp. lactis a 31 °C contra outra
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BAL (Lb. leichmannii). Mataragas et al. (2003) observaram que para uma cepa de Lb.
curvatus, a temperatura ideal para producdo méaxima de bacteriocinas foi a 25 °C. Esses
dados evidenciam a diversidade de comportamento antimicrobiano dependendo da cepa de
BAL analisada, como observado no presente estudo.

A partir desses resultados, pode-se constatar que diferentes tempos e temperaturas
de incubagdo interferem diretamente na produgdo/atividade das bacteriocinas produzidas
por BAL. Assim, pode-se sugerir condigdes nas quais € possivel detectar a producdo de
bacteriocinas para a maioria das cepas pertencentes aos géneros Lactococcus,
Lactobacillus ¢ Enterococcus. Entretanto, ¢ importante considerar que essas condigdes
podem variar de cepa para cepa, mesmo pertencendo ao mesmo género, dependendo das
exigéncias de cada cepa em particular.

Estudos amplos de antagonismo, considerando diversos géneros e espécies de
BAL, sdo importantes para a defini¢do das principais caracteristicas e necessidades para
producdo de bacteriocinas por cepas isoladas de alimentos. A partir desses resultados, ¢
possivel uma triagem mais direcionada, permitindo a identificacdo de isolados com grande
potencial bacteriocinogénico com maior seguranca. Assim, estudos mais detalhados e
especificos podem ser conduzidos com poucos isolados de BAL, aqueles que apresentaram
resultados relevantes na triagem inicial e potenciais candidatos a serem utilizados como
ferramentas de seguranca alimentar em industrias de alimentos.

A caracterizacdo das substidncias antimicrobianas produzidas por BAL
bacteriocinogénicas ¢ o passo inicial para atender a atual tendéncia mundial de consumo de
produtos naturais € minimamente processados. O que tem estimulado a industria de
alimentos a utilizar bacteriocinas, em conjunto ou ndo com 0s Seus microrganismos
produtores (BAL), na tentativa de reduzir o risco de contaminagao natural por patégenos e
deteriorantes (de Martinis & Freitas, 2003). Esse estudo demonstrou as melhores condigdes
para obter a producdo de bacteriocinas por isolados de BAL, e ainda demonstrou que as
bacteriocinas produzidas por alguns isolados possuem ampla atividade contra
microrganismos patogénicos frequentemente associados a doengas transmitidas por
alimentos, indicando potencial aplicagdo em alimentos para o controle de Listeria spp. e
Staphylococcus spp. Para tal aplicagdo, sdo necessarios mais estudos para esclarecer como

esses isolados irdo se comportar quando aplicados nos alimentos.
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5. CONCLUSOES

As substancias produzidas pelos isolados avaliados apresentaram grande variagdo no
padrdo de sensibilidade enzimatica de suas substancias antimicrobianas produzidas,
indicando a producao simultanea de diferentes bacteriocinas;

As bacteriocinas produzidas pelos isolados avaliados apresentaram ampla atividade
contra os microrganismos indicadores considerados, sendo Listeria spp. o grupo mais
sensivel e as substancias produzidas pelos isolados identificadas como Lactococcus
spp. tiveram maior atividade antimicrobiana;

A produgdo de bacteriocinas foi mais facilmente evidenciada utilizando-se meios de
cultura tradicionalmente utilizados para cultivo de BAL, como o MRS. Redugao do
teor de glicose para 0,05% no MRS e adicdo de cisteina ndo modificaram os
resultados;

As condi¢des de tempo e temperatura de incubacao das BAL interferiram diretamente
na producdo de bacteriocinas, com melhores performances a 25 °C por 24h. Os
resultados obtidos variaram de acordo com as diferentes BAL testadas;

Foram verificadas variagdes quanto a atividade antimicrobiana das bacteriocinas
produzidas e quanto as condi¢des ideais de produgdo de bacteriocinas. Essa
variabilidade demonstra a complexidade da microbiota latica naturalmente presente
em leite e queijo, bem como do seu potencial antimicrobiano, demandando estudos
complementares para detalhamento das substincias produzidas e a aplicabilidade das

mesmas como bioconservantes em alimentos.
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Meios de cultura e reagentes utilizados

e Agar e caldo de Man, Rogosa & Sharpe (MRS)
0 CM361, Oxoid Ltd. (Basingstoke, Hampshire, England)
0 CM359, Oxoid Ltd.
e (Caldo infusdo de cérebro e coragdao (BHI)
0 CM225, Oxoid Ltd.
e Agar e Caldo Tripticase de Soja (TSA)
o CMI131, Oxoid Ltd.
o0 CMI129, Oxoid Ltd.
e Agar ¢ Caldo Tripticase de Soja (TSA) suplementado com Extrato de Levedura
(YE)
0 CMO019A, Oxoid Ltd.
0 Suplementar o YE na concentracao de 0,6 %
e AgarM17
0 CMS817, Oxoid Ltd.
e Geradores de anaerobiose
o0 BBL GasPak, BD Ltd.
e Tampado fosfato de s6dio 10 mM
o 0,1 g KH,PO4 monobasico
4 g NaCl
0,1 gKCl
0,58 g Na,HPO,
500 mL 4gua destilada

Dissolver, ajustar o pH em 7,0 e completar para 1000 mL

O O O O O o

Autoclavar convencionalmente
e Solugio cisteina
0 Preparar solugdo com 50 ng/mL da cisteina
0 Esterilizar por filtragem em membrana de 0,2 um (Millex GP, Millipore,
Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland)
o Utilizar 0,05 g da solugcdo de cisteina em 100 mL do meio de cultura

previamente autoclavado
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e Agar MRS modificado

0]

O 0O 0O 0O 0O o o o o o

0]

10 g Peptona de protease 3
10 g Extrato de carne

5 g Extrato de levedura

5 g Dextrose

1 g Polissorbato 80

2 g Citrato de amonia

5 g Acetato de sodio

0,1 g Sulfato de magnésio
0,05 g Sulfato de manganés
2 g Fosfato de potassio bibasico
1000 mL agua destilada

Dissolver todos os componentes e autoclavar convencionalmente

e (Catalase

o

0]

0]

C1345, catalase de figado bovino. Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA)
1 mg em 1 mL de tampao fosfato: concentragao final de 100 Ul/mL
Apo6s solubilizagdo, esterilizar por filtragem em membrana de 0,2 pm

(Millex GP, Millipore)

e Pepsina

0]

0]

0]

P7012, pepsina de mucosa gastrica de suino. Sigma-Aldrich Co.
20 mg em 1 mL de dgua destilada
Apo6s solubilizagdo, esterilizar por filtragem em membrana de 0,2 pum

(Millex GP, Millipore)

e (o-quimotripsina

0
0

o

C4129, a-quimotripsina de pancreas bovino tipo II. Sigma-Aldrich Co.
20 mg em 1 mL de 4gua destilada
Apds solubilizacdo, esterilizar por filtragem em membrana de 0,2 pm

(Millex GP, Millipore)

e Proteinase K

0]
0]

0]

P8044, proteinase K de Tritirachium album. Sigma-Aldrich Co.
20 mg em 1 mL de agua destilada
Apos solubilizagdo, esterilizar por filtragem em membrana de 0,2 um
(Millex GP, Millipore)
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Tripsina
0 T1426, tripsina de pancreas de bovino. Sigma-Aldrich Co.
0 20 mgem 1 mL de 4gua destilada
O Apds solubilizagdo, esterilizar por filtragem em membrana
(Millex GP, Millipore)
Lipase
0 62301, lipase de Aspergillus niger. Sigma-Aldrich Co.
0 20 mgem 1 mL de 4gua destilada
0 Apds solubilizacdo, esterilizar por filtragem em membrana
(Millex GP, Millipore)
Papaina
0 76220. Sigma-Aldrich Co.
0 20 mgem 1 mL de 4gua destilada
0 Apds solubilizacdo, esterilizar por filtragem em membrana
(Millex GP, Millipore)
a- amilase
0 A3403, tipo XII-A (Bacillus Icheniformis). Sigma-Aldrich Co.
0 20 mgem 1 mL de 4gua destilada
O Apo6s solubilizagdo, esterilizar por filtragem em membrana
(Millex GP, Millipore)
Lisozima
o L7651. Sigma-Aldrich Co.
0 20 mgem 1 mL de 4gua destilada
0 Apds solubilizacdo, esterilizar por filtragem em membrana
(Millex GP, Millipore)
Protease
0 P5147, protease de Streptomyces griseus. Sigma-Aldrich Co.
0 20 mgem 1 mL de 4gua destilada
O Apo6s solubilizagdo, esterilizar por filtragem em membrana

(Millex GP, Millipore)

de

de

de

de

de

de

0,2

0,2

0,2

0,2

0,2

0,2

um

pm

pm

pm

um

pm
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Resultados detalhados

Tabela 1. Cédigo inicial e codigo utilizado no estudo para os isolados de bactérias acido

laticas de leite cru e queijo e respectivas identificagdes por testes moleculares.

Cddigo inicial

Cddigo utilizado

Identificagao

52m8
12k1
12m2
51m6
04m1
04mo6
07k8
12k3
12k8
12m4
17m8
22m8
31m4
47k8
51m3
51m8
52m5
52m6
53m3
53m5
54m?2
46k2
12k2
12k6
12k7
12m6
17m5
35k7
38k2
39k2
03m3
03m4
03m5
03m7

En31
En05
En32
En09
Enl4
Enl5
Enl6
En06
En04
En33
En34
En35
En07
En28
Enll
En36
En37
En08
En38
En39
Enl10
Enl8
Enl2
Enl3
EnO1
En03
En20
Enl19
Enl17
En02
En40
En41
En23
En25

Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus spp.
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
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Continuagao da Tabela 1.

Codigo inicial ~ Codigo utilizado

Identificagao

04m2 En22
05m6 En27
12m1l En42
17m2 En43
19m3 En29
19m7 En24
35k3 En21
46k7 En26
48m3 En30
0Ims8 Lbl0
02m3 Lbl1
03m8 Lbl3
04m5 Lbl4
07k6 Lbl5
25m6 Lbl6
29ml Lbl7
31m7 Lbl18
32m3 Lb03
35m2 Lb19
35m4 Lb20
35m6 Lb21
35m7 Lb06
39k6 Lb22
43ml Lb08
43m?2 Lb04
43m3 Lb07
44m7 Lb02
46m3 Lb23
46mb6 Lb24
51m2 Lb25
51m5 Lb09
52ml Lb26
53m6 Lb01
54ml Lb05
54m3 Lb27
32m4 Lbl2
23m4 Lcl7
23m7 Lcl6

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus sakei
Lactococcus garviae
Lactococcus garviae
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Continuagao da Tabela 1.

Codigo inicial ~ Codigo utilizado

Identificagao

31m6 Lcl8
31m8 Lc19
35k2 Lc02
07k2 Lc20
12k5 Lcl0
12m3 Lc07
12m5 LcO1
12m7 Lc21
17ml Lc22
17m3 Lc05
17m4 Lc08
19m2 Lcl4
19m4 Lc23
20m2 Lc24
21m4 Lc25
29m3 Lc04
32m?2 Lc09
33m7 Lc06
35k4 Lc26
35k5 Lc27
37ml Lcl3
38m3 Lcl5
41k6 Lc03
41m5 Lcl12
48m5 Lcll
47k2 0Ot01
35m3 0t02
31m3 0t03
38m2 0Ot04

Lactococcus garviae
Lactococcus garviae
Lactococcus lactis

Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.

lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis
lactis

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus spp.
Streptococcus spp.
Weissella cibaria
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Tabela 2. Sensibilidade enzimatica das substancias antimicrobianas produzidas pelos 101 isolados de BAL, utilizando Listeria monocytogenes

ATCC 7644 como microrganismo indicador.

Codigo BAL Identificagdo Proteinase K  Tripsina o - quimotripsina  Pepsina o-amilase Papaina Protease Lipase Lisozima Catalase
En31 Enterococcus spp. + + + - - + + + + -
En05 Enterococcus spp. + - + - - - - - - -
En32 Enterococcus spp. - - + - - - - - - -
En09 Enterococcus spp. + + + - - - + + + -
Enl4 Enterococcus spp. - - - - - - - - - -
Enl5 Enterococcus spp. - - - - - - - - - -
Enl6 Enterococcus spp. + + + - - - - - - -
En06 Enterococcus spp. + + + - - - - - - -
En04 Enterococcus spp. + + + - - - - - - -
En33 Enterococcus spp. + - + - - - - - - -
En34 Enterococcus spp. - - - - - - - - - -
En35 Enterococcus spp. - - - - - - - - - -
En07 Enterococcus spp. + + - - - - - - - -
En28 Enterococcus spp. + + + - - - - - - -
Enll1 Enterococcus spp. + + + - - - + + + -
En36 Enterococcus spp. + + + - - + + + + -
En37 Enterococcus spp. + + + - - - + + + -
En08 Enterococcus spp. + + + - - + + + + +
En38 Enterococcus spp. + + + - - + + + + -
En39 Enterococcus spp. + - + - + + + + + +
Enl0 Enterococcus spp. - - - - - - + + + -
Enl8 Enterococcus spp. - - - - - - - - - -
Enl2 Enterococcus spp. + - + - - - - - + +
Enl3 Enterococcus spp. - - - - - - - - - -
En01 Enterococcus spp. + + + - - - - - - -
En03 Enterococcus spp. + - + - - - - - - -

+: sensibilidade enzimatica; -: auséncia de sensibilidade enzimatica; BAL: bactéria acido latica
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Continuagao da Tabela 2.

Codigo BAL Identificagao Proteinase K Tripsina  a - quimotripsina  Pepsina a-amilase Papaina Protease Lipase Lisozima Catalase
En20 Enterococcus spp. - - - - - - - - - -
Enl9 Enterococcus spp. - - - - - + + R + +
Enl7 Enterococcus spp. + + - - - - - - - -
En02 Enterococcus spp. + + + + - - - - - -
En40 Enterococcus faecalis - + - - - - - - + +
En41 Enterococcus faecalis + - - - - - - - - -
En23 Enterococcus faecalis + + + - - + + - + +
En25 Enterococcus faecalis + + + - - + + + + -
En22 Enterococcus faecalis + + + - - - + - + +
En27 Enterococcus faecalis + + + - - - + + + -
En42 Enterococcus faecalis + + + - - - - - - -
En43 Enterococcus faecalis + - + - - - - - - -
En29 Enterococcus faecalis - - + - + + + + + +
En24 Enterococcus faecalis - - - - - + + - + +
En21 Enterococcus faecalis - - - - - + + + - -
En26 Enterococcus faecalis + + + + - + - - + +
En30 Enterococcus faecalis + - + - - - - - - -
Lbl0 Lactobacillus fermentum - - - - - - - - - R
Lbl1 Lactobacillus fermentum - - - - - - - - - -
Lbl13 Lactobacillus plantarum + + + - - - - - - -
Lbl4 Lactobacillus plantarum - - - - - + - - - -
Lbl15 Lactobacillus plantarum + + + - - - - - - -
Lbl6 Lactobacillus plantarum - - - - - - + - - -
Lbl7 Lactobacillus plantarum - - - - - - - - - -
Lbl8 Lactobacillus plantarum - + + - - + + + + +
Lb03 Lactobacillus plantarum + - - - - - - - - -
Lb19 Lactobacillus plantarum - - - - - - - - - -
Lb20 Lactobacillus plantarum + - - - - - - - - -

+: sensibilidade enzimatica; -: auséncia de sensibilidade enzimatica; BAL: bactéria acido latica

76



Continuagao da Tabela 2.

Codigo BAL Identificacdo Proteinase K Tripsina o - quimotripsina Pepsina o-amilase Papaina Protease Lipase Lisozima Catalase
Lb21 Lactobacillus plantarum - + - - - - - - - -
Lb06 Lactobacillus plantarum - + - - - + - - - -
Lb22 Lactobacillus plantarum + + + - - - - - - -
Lb08 Lactobacillus plantarum + - + - - - - - - -
Lb04 Lactobacillus plantarum + - + - - - - - - -
Lb07 Lactobacillus plantarum - + + - - - - - - -
Lb02 Lactobacillus plantarum + + - - - + - - + -
Lb23 Lactobacillus plantarum - - - - - + - + - -
Lb24 Lactobacillus plantarum - - + - - - - - - -
Lb25 Lactobacillus plantarum + - + - - - - - - -
Lb09 Lactobacillus plantarum + - + - - - - - - -
Lb26 Lactobacillus plantarum + + + + + - - - - -
Lb01 Lactobacillus plantarum + - - - + + + + + +
Lb05 Lactobacillus plantarum + + + - - - - - - -
Lb27 Lactobacillus plantarum + + + - - + + - + -
Lbl2 Lactobacillus sakei + + + - - + + - + +
Lcl7 Lactococcus garviae - - - - - - - - - -
Lcl6 Lactococcus garviae - - - - - + - - - -
Lcl8 Lactococcus garviae - - - - - - - - - -
Lcl19 Lactococcus garviae - - - - - - - - - -
Lc02 Lactococcus lactis - - - - - + + - + -
Lc20 Lactococcus lactis subsp lactis + + + - - - - - - -
Lcl0 Lactococcus lactis subsp lactis + + + - - + + + - +
Lc07 Lactococcus lactis subsp lactis + - + - - - - - - -
Lc01 Lactococcus lactis subsp lactis + - + - - - - - + -
Lc21 Lactococcus lactis subsp lactis + - + - - - + - - -
Lc22 Lactococcus lactis subsp lactis + + + - - - - - - -
Lc05 Lactococcus lactis subsp lactis - - - - - - - - - -

+: sensibilidade enzimatica; -: auséncia de sensibilidade enzimatica; BAL: bactéria acido latica
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Continuagao da Tabela 2.

Codigo BAL Identificagao Proteinase K Tripsina  a - quimotripsina  Pepsina a-amilase Papaina Protease Lipase Lisozima Catalase
Lc08 Lactococcus lactis subsp lactis + - + - - - + + + -
Lcl4 Lactococcus lactis subsp lactis - - - - - + - - - -
Lc23 Lactococcus lactis subsp lactis - - - - - + + + + -
Lc24 Lactococcus lactis subsp lactis - - - - - - - - - -
Le25 Lactococcus lactis subsp lactis - - - - - - - - - -
Lc04 Lactococcus lactis subsp lactis - - - - - + - - + -
Lc09 Lactococcus lactis subsp lactis - + + - - - - - - -
Lc06 Lactococcus lactis subsp lactis + - - - - - - - - -
Lc26 Lactococcus lactis subsp lactis - - - - - + + - + -
Lec27 Lactococcus lactis subsp lactis - - - - - - - - - -
Lcl3 Lactococcus lactis subsp lactis + + - - - - - - - -
Lcl5 Lactococcus lactis subsp lactis - + + - - - - - - -
Lc03 Lactococcus lactis subsp lactis - - - - - + - + + +
Lel2 Lactococcus lactis subsp lactis + - + - - - - - - -
Lell Lactococcus lactis subsp lactis + + + - - - - - - -
Ot01 Leuconostoc mesenteroides + + + - - - - - - -
0t02 Pediococcus spp. + - + - - + + - - -
0Ot03 Streptococcus spp. - - - - - - - - - -
Ot04 Weissella cibaria - - - - - - - - - -

+: sensibilidade enzimatica; -: auséncia de sensibilidade enzimatica; BAL: bactéria acido latica
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Tabela 3. Codigos utilizados para os 36 microrganismos indicadores utilizados no estudo e

suas respectivas identificacdes.

Codigo Identificagdo

Li Listeria inoccua ATCC 33090

355 Listeria ivanovi ATCC 19119

353 Listeria monocytogenes ATCC 15313
326 Listeria monocytogenes ATCC 19112
327 Listeria monocytogenes ATCC 19117
266 Listeria monocytogenes ATCC 7644
Lm52 Listeria monocytogenes 52

Lm55 Listeria monocytogenes 55

Lm60 Listeria monocytogenes 60

Ls31 Listeria seeligeri 31

Li76 Listeria inoccua 76

Lw47 Listeria welshimeri 47

SAS58 Staphylococcus aureus ATCC 14458
SA98 Staphylococcus aureus ATCC 12598
SA95 Staphylococcus aureus ATCC 8095
SA13 Staphylococcus aureus ATCC 29213
SA00 Staphylococcus aureus ATCC 12600
SSP Staphylococcus sp. ATCC 23235
23ST1 Staphylococcus aureus 23ST1

26BP6 Staphylococcus aureus 26BP6

27AF1 Staphylococcus aureus 27AF1

21AF3 Staphylococcus aureus 21AF3

27ST1 Staphylococcus aureus 27ST1

31BP2 Staphylococcus aureus 31BP2

CR3 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842
CR9 Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11007
CR11 Lactobacillus plantarum ATCC 8014
CR13 Enterococcus faecalis ATCC 19433
CR19 Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 7962
Lb Lactobacillus sakei ATCC 15521
48M3 Enterococcus faecalis En30

17M2 Enterococcus faecalis En43

3M4 Enterococcus faecalis En41

52M8 Enterococcus spp En31

43M3 Lactobacillus plantarum Lb07

53M6 Lactobacillus plantarum Lb01
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Tabela 4. Diametro dos halos (mm) apresentados pelos 101 isolados de BAL contra 12 cepas

de Listeria spp., utilizando o método spot-on-the-lawn.

Li 355 353 326 327 266 Lm52 Lm55 Lm60 Ls31 Li76 Lw47

52m8 I5 ND 9 19 19 22 17 18 21 15 13 15
12k1 ND ND ND 8 7 ND 10 ND ND ND ND 8
12m2 11 9 9 11 15 17 11 11 10 9 12
51mé6 16 25 11 20 19 22 23 21 21 15 16 15
04m1 8 ND ND ND 9 13 7 10 10 10 11 ND
04m6 8 ND 6 ND 10 11 7 8 10 11 12 ND
07k8 15 ND ND ND 7 14 12 ND 13 9 12 10
12k3 ND ND 8 7 7 11 ND 11 ND ND 10 8
12k8 8 7 8 10 9 9 9 ND ND 8 ND 8
12m4 9 11 ND 11 13 17 15 11 ND 9 13 12
17m8 12 18 ND 14 18 9 20 15 15 14 13 18
22m8 11 15 9 13 11 15 10 11 9 10 10 10
31m4 9 10 9 ND 12 13 12 8 ND 12 10 11
46k2 8 ND ND ND 7 7 ND ND 10 10 10 9
47k8 ND ND ND ND ND 9 ND 8 8 ND 9 ND
51m3 17 22 11 19 18 23 22 20 23 15 15 15
51m8 15 ND 9 18 21 22 17 13 22 16 13 19
52m5 16 22 11 14 17 22 21 10 25 14 15 13
52m6 16 21 11 19 18 22 22 20 25 14 13 14
53m3 8 ND ND 11 11 10 17 9 15 12 9 13
53m5 22 8 ND 9 19 25 19 25 19 21 21 19
54m2 13 16 7 19 16 12 17 16 20 14 14 15
03m3 ND 11 ND ND 10 10 15 9 15 7 7 6
03m4 9 8 ND 7 ND 8 15 9 ND 9 7 7
03m5 9 10 ND 9 11 15 17 9 18 12 9 11
03m7 7 ND ND 9 12 13 17 9 18 10 9 7
04m?2 13 11 7 12 10 9 15 9 12 12 9 9
05m6 12 11 9 7 14 17 21 ND 21 11 12 15
12ml 10 17 10 15 20 29 19 12 21 15 16 19
17m2 12 13 9 11 10 13 14 11 15 10 8 9
19m3 8 10 7 7 8 14 15 10 15 10 10 10
19m7 9 9 8 7 7 12 7 11 13 14 13 ND
35k3 ND ND ND ND 7 ND 10 11 8 11 12
46k7 ND 7 10 10 ND 9 10 ND 9 9 ND 8
48m3 8 9 10 9 9 10 8 9 ND 8 ND 10
12k2 8 12 ND 9 13 13 17 9 17 11 8 13
12k6 ND ND 8 7 ND 7 9 ND ND ND 8 8
12k7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
12m6 8 7 8 ND ND 9 9 ND ND ND ND 8
17m5 23 ND ND ND 9 10 17 9 11 9 9 10
35k7 8 9 9 9 9 25 8 7 8 10 10 11
38k2 11 ND 11 ND 14 12 10 14 19 10 16 12
39k2 ND ND ND 8 ND 8 9 ND ND ND ND ND

ND: nio detectado formagao de halo de inibigdo
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Continuagao da tabela 4.

Li 355 353 326 327 266 Lm52 Lm55 Lm60 Ls31 Li76 Lw47

01m8 10 10 10 12 10 11 13 7 10 12 10 9
02m3 ND ND 7 ND ND 7 ND ND ND 7 7 ND
03m8 9 11 ND 9 9 12 15 ND 14 11 7 13
04m5 9 ND 8 8 10 11 10 13 18 12 13 11
07k6 13 22 10 23 17 25 17 18 18 15 17 16
25mb6 10 12 9 10 11 16 13 10 ND 10 11 12
29ml 9 11 9 8 10 10 12 9 ND 12 10 11
31m7 10 12 10 11 8 9 19 10 15 9 8 13
32m3 10 10 ND ND 7 7 10 9 7 10 11 13
35m2 ND ND 9 9 ND 10 ND 9 7 ND ND ND
35m4 ND 7 11 9 10 15 ND 12 17 ND 11 9
35mé6 ND ND 9 9 9 10 ND 9 7 ND ND 7
35m7 7 ND 10 9 9 7 ND 11 7 11 11 10
39k6 8 7 ND ND ND 7 9 ND 9 9 ND 9
43ml 11 ND 10 11 10 13 ND 9 7 10 ND 11
43m2 11 9 9 12 14 15 10 9 10 12 11 11
43m3 14 15 ND 11 19 11 13 11 14 15 14 8
44m7 13 10 9 14 11 17 15 12 15 11 13 11
46m3 10 10 10 12 7 9 13 ND ND ND 9 ND
46m6 11 10 10 10 9 9 10 9 ND 8 8 10
51m2 11 12 10 11 12 9 15 10 12 9 ND 10
51m5 11 14 10 12 9 17 16 11 15 11 12 9
52ml 16 ND 15 ND 9 6 ND 16 17 13 15 10
53mé6 13 12 7 13 9 7 ND 11 ND 15 16 10
54ml 11 11 9 ND ND 18 17 13 20 10 11 11
54m3 13 ND 7 ND 12 17 15 14 15 16 15 9
32m4 15 9 12 7 20 12 12 16 19 13 12 8
23m4 9 11 ND 8 12 14 ND 9 ND 8 11 12
23m7 8 ND 7 ND 7 9 7 9 ND 12 11 8
31mé 8 ND 8 ND 15 7 15 15 15 16 13 12
31m8 14 ND ND 18 15 16 15 15 12 15 13
35k2 14 ND 12 9 12 18 ND 14 15 13 13 9
07k2 7 8 ND 8 8 12 10 ND 9 ND 9 8
12k5 13 23 11 21 18 30 21 17 20 14 17 15
12m3 9 10 9 ND 9 10 ND 10 ND 9 9 10
12m5 9 13 9 10 10 19 20 12 13 11 15 16
12m7 9 10 10 9 13 20 20 10 13 12 13 17
17ml 11 22 10 15 21 30 23 15 ND 17 17 21
17m3 12 15 7 11 15 21 15 12 14 14 19 9
17m4 10 20 10 16 20 22 22 14 17 17 17 17
19m2 15 9 10 7 13 12 8 11 13 14 16 ND
19m4 8 10 11 12 12 13 13 10 10 9 10 1
20m2 7 ND ND ND 9 8 10 7 9 11 ND 9
21m4 ND ND ND 9 9 21 10 7 9 8 ND 10
29m3 8 12 11 12 12 14 13 11 ND 10 11 12

ND: ndo detectado formagdo de halo de inibi¢do



Continuagao da tabela 4.

Li 355 353 326 327 266 Lm52 Lm55 Lm60 Ls31 Li76 Lw47

32m2 9 10 9 ND 11 13 ND 8 ND 11 11 11
33m7 8 11 13 10 11 13 12 10 ND 11 12 12
35k4 10 ND ND ND 9 9 6 9 11 9 12 10
35k5 13 ND ND ND 12 9 9 10 12 11 15 13
37ml 15 ND 7 ND ND 19 11 13 16 14 17 9
38m3 12 10 9 9 10 15 ND 11 12 9 13 11
41k6 17 ND ND ND 22 9 ND 19 18 ND 14 15
41m5 9 ND ND ND 7 11 9 12 12 9 7 7
48m5 17 21 10 21 20 26 20 18 15 16 19 19
47k2 ND ND ND ND ND ND ND 8 10 ND 9 ND
35m3 ND ND 10 9 ND ND ND 9 8 9 11 9
31m3 8 11 10 9 12 14 10 8 ND 9 12 12
38m2 8 ND ND ND ND ND ND ND ND 8 ND ND

ND: ndo detectado formacgao de halo de inibi¢do
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Tabela 5. Diametro dos halos (mm) apresentados pelos 101 isolados de BAL contra 12 cepas

de Staphylococcus spp., utilizando o método spot-on-the-lawn.

SA58 SA98 SA95 SA13 SA00 SSP 23ST1 26BP6 27AF1 21AF3 27ST1 31BP2

52m8 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 7 ND ND
12k1 ND 12 ND ND ND ND ND ND 7 ND ND 7
12m2 ND 9 ND ND ND 9 9 ND ND ND ND ND
51mé ND 10 ND ND ND ND 7 ND ND ND ND ND
04m1 ND 8 6 ND ND ND 8 9 10 ND ND 7
04mo6 ND 10 7 ND ND 8 8 9 8 ND ND 7
07k8 ND ND 7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
12k3 ND 12 ND ND ND ND ND ND 7 ND ND ND
12k8 ND 11 10 7 8 8 8 8 ND 8 ND 9
12m4 ND 9 9 ND ND ND 9 11 8 7 ND ND
17m8 19 21 15 11 14 13 18 21 19 13 16 12
22m8 ND 9 8 8 12 7 ND 9 9 ND ND 7
31m4 8 10 8 11 10 9 10 9 8 9 7 7
46k2 ND 8 ND ND ND ND ND 7 ND 7 ND ND
47k8 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
51m3 ND 10 ND ND ND ND 7 ND ND ND ND ND
51m8 ND 7 ND ND ND ND ND ND ND 7 ND ND
52m5 ND 11 ND ND ND ND 7 ND ND ND ND ND
52mé6 ND 11 ND ND ND ND 7 ND ND ND ND ND
53m3 ND 10 8 7 11 7 12 9 ND 10 8 8
53m5 ND 12 8 6 ND ND 6 ND 7 6 ND 6
54m2 ND 6 6 ND ND ND ND ND 7 ND ND 8
03m3 ND 10 ND 7 6 ND ND ND 8 ND ND 7
03m4 10 10 ND 7 7 ND 7 ND 9 ND 8 7
03m5 ND 10 ND 7 10 7 10 11 ND 9 ND 8
03m7 ND 10 8 7 10 7 11 10 ND 10 7 9
04m2 8 9 10 12 7 ND 8 ND 8 8 7 9
05m6 ND 8 13 ND ND ND ND 7 ND 9 7 ND
12m1 16 20 ND 11 12 10 16 20 19 16 16 18
17m2 8 8 9 7 7 7 9 9 9 10 8 11
19m3 7 8 7 8 7 7 8 8 6 ND 9
19m7 ND 11 7 6 8 8 7 9 7 7 ND 7
35k3 ND 7 ND ND 7 ND ND ND ND ND ND ND
46k7 ND 10 ND ND ND ND 8 ND ND ND ND 8
48m3 ND 9 8 8 ND 8 9 8 9 8 10 9
12k2 ND 11 ND 7 10 7 10 9 ND 10 8 8

12k6 ND 13 9 ND ND ND ND ND ND ND ND 8
12k7 ND ND ND ND ND ND ND 10 ND ND ND ND

12m6 ND 11 ND ND 8 8 8 9 8 8 ND ND
17m5 ND ND ND ND ND ND 9 7 8 8 ND ND
35k7 11 13 8 8 ND 7 8 12 ND 10 ND ND
38k2 ND 7 ND 6 ND ND ND ND ND ND ND ND
39k2 ND 10 ND ND ND ND ND ND 7 ND ND ND

ND: ndo detectado formagao de halo de inibigao
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Continuagao da Tabela 5.

SA58 SA98 SA95 SA13 SA00 SSP 23ST1 26BP6 27AF1 21AF3 27ST1 31BP2

01m8 ND 13 11 7 ND 10 9 10 11 ND 11 11
02m3 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
03m8 ND 11 9 7 10 7 11 12 ND 9 ND 11
04m5 ND 11 8 7 8 9 8 11 7 7 9 7
07k6 19 25 20 15 16 24 21 21 21 17 18 21
25mb6 7 12 8 ND 10 11 10 10 13 10 7 9
29ml 7 8 ND ND 9 9 10 9 8 ND ND ND
31m7 7 7 8 7 ND 7 8 ND 8 7 9 10
32m3 ND ND ND 9 8 8 8 ND ND ND 8 7
35m2 7 12 9 ND 9 8 7 9 7 9 11 7
35m4 7 13 9 7 9 8 9 9 8 10 9 7
35m6 7 11 9 7 11 8 7 ND 8 ND 9 7
35m7 7 11 10 8 10 8 8 8 11 ND 9 7
39k6 ND 10 ND ND ND ND 38 10 ND ND ND 11
43ml 7 12 11 8 10 9 ND ND 10 8 7 11
43m2 8 18 14 10 13 11 11 11 11 13 11 11
43m3 14 12 11 9 12 9 9 10 10 10 9 15
44m7 ND 12 9 7 10 10 7 12 13 9 ND 13
46m3 ND 9 10 ND 9 10 7 ND ND ND ND 9
46m6 7 10 8 ND ND 8 9 10 10 8 7 8
51m2 9 12 10 7 10 10 10 10 7 13 10 12
51m5 8 16 13 8 10 10 11 10 10 9 12 12
52ml ND 10 ND ND ND ND 7 9 ND ND ND ND
53mé6 8 12 8 9 8 ND 10 9 9 10 10 9
54ml ND 7 ND ND ND ND ND ND ND 7 ND ND
54m3 ND 9 ND ND ND 7 7 13 8 ND ND 10
32m4 ND 9 7 ND ND ND ND 8 9 7 ND 7
23m4 ND 10 ND ND 10 10 10 10 ND ND ND
23m7 ND 9 6 ND 7 8 ND 7 9 7 ND 7
31m6 ND 9 7 ND ND ND ND ND 6 ND ND ND
31m8 ND 10 7 7 8 8 ND ND ND ND ND ND
35k2 ND 7 ND 6 ND ND 6 10 12 ND ND 9
07k2 ND 11 8 7 7 ND ND ND 7 ND ND 7
12k5 17 28 21 15 15 17 20 25 22 19 21 22
12m3 ND ND 9 ND ND ND 9 7 9 10 ND ND
12m5 12 16 ND & 11 12 12 14 11 11 12 11
12m7 7 12 10 ND 9 ND 10 12 15 ND 7 11
17m1 27 26 19 13 15 14 22 25 23 18 18 22
17m3 12 15 11 ND 9 9 14 15 11 11 11 13
17m4 20 23 16 8 14 16 20 22 21 15 17 19
19m2 ND 10 9 7 8 117 ND 7 8 6 7
19m4 9 12 15 13 ND 7 8 8 9 ND ND ND
20m2 ND 10 ND ND 8 ND ND ND ND 10 ND ND
21m4 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
29m3 7 12 9 ND 10 10 10 10 12 10 7 9

ND: ndo detectado formagdo de halo de inibigdo



Continuagao da Tabela 5.

SA58 SA98 SA95 SA13 SA00 SSP 23ST1 26BP6 27AF1 21AF3 27ST1 31BP2

32m2 11 ND 10 11 10 9 11 10 8 11 8 11
33m7 10 11 9 ND 9 9 10 12 9 9 8 9
35k4 ND 7 ND 6 ND ND ND ND ND ND ND ND
35k5 ND 9 ND 6 7 ND ND 8 ND ND ND ND
37ml ND 14 ND 6 ND 7 7 17 12 6 ND 14
38m3 7 12 9 7 10 8 9 11 11 9 ND 11
41k6 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
41m5 ND 9 ND 6 ND ND 6 9 7 ND ND 9
48m5 19 25 14 15 23 1320 23 22 13 16 21
47k2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 7 ND ND
35m3 7 11 9 7 10 8 8 8 9 ND 9 7
31m3 7 8 9 ND 10 9 10 8 10 9 7 ND
38m2 ND 9 10 10 ND ND ND ND ND 7 ND 9

ND: ndo detectado formacgao de halo de inibi¢do
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Tabela 6. Diametro dos halos (mm) apresentados pelos 101 isolados de BAL contra 12 cepas

de Bactérias Acido Laticas, utilizando o método spot-on-the-lawn.

CR3 CR9 CRI11 CRI13 CR19 Lb 48M3 17M2 24M2 52M8 43M3 53M6
52m8 ND 14 13 14 15 17 12 11 13 ND ND 10

12k1 ND ND ND ND ND 7 9 8 11 10 ND ND
12m2 ND 12 14 ND ND 11 11 11 11 9 11 9
51mé6 ND 15 15 13 19 22 14 11 10 11 12 14
04m1 ND ND ND ND ND 8 7 11 11 8 ND ND
04mo6 ND ND ND ND ND ND 10 7 10 9 ND ND
07k8 13 ND ND ND ND 15 9 9 7 8 ND ND
12k3 ND ND ND ND 13 17 9 ND 11 ND 13 ND
12k8 ND ND 9 ND ND 13 9 10 10 9 ND ND

12m4 ND 13 13 14 13 17 12 12 13 11 9 ND
17m8 14 23 22 25 26 31 12 15 19 17 22 20
22m8 10 12 13 11 14 20 13 13 10 12 11 12
31m4 ND ND ND ND ND 9 12 11 12 15 ND ND
46k2 ND ND ND ND ND 15 11 9 11 11 ND ND
47k8 ND ND ND ND ND 7 ND 7 9 ND ND ND
51m3 ND 14 17 14 21 22 13 11 12 12 12 ND
51m8 ND 15 13 15 15 17 12 12 12 13 ND 10
52m5 ND 14 15 15 19 19 13 11 11 10 11 12
52m6 ND 15 15 15 20 23 13 11 11 9 11 17

53m3 ND ND 10 13 12 17 10 9 12 11 ND ND
53m5 17 ND 6 ND ND 21 20 18 9 20 ND 9
54m2 ND 15 15 12 13 17 14 10 9 11 10

03m3 ND 14 12 8 11 22 8 8 ND 13 ND 8
03m4 ND 8 8 10 8 15 8 10 8 ND ND ND
03m5 ND ND 11 12 11 17 10 11 13 13 ND ND
03m7 ND 10 10 10 12 17 9 ND 13 10 ND ND

04m2 ND ND ND ND ND 21 12 11 12 12 ND ND
05m6 ND ND 13 ND 10 21 11 12 12 10 ND ND
12m1 16 25 26 26 25 27 12 13 21 17 23 20

17m2 ND ND ND ND ND 12 12 ND 12 14 ND ND

19m3 ND ND ND ND ND 17 10 9 8 11 ND ND
19m7 ND ND ND ND 6 12 15 8 7 9 ND ND
35k3 ND ND ND ND ND 12 8 9 10 8 ND ND
46k7 ND ND 7 ND ND 14 9 10 8 ND ND
48m3 ND ND ND ND ND ND ND 8 10 9 ND ND

12k2 ND ND ND 10 10 17 10 10 11 12 ND ND

12k6 ND ND ND ND 11 15 9 9 9 10 ND ND
12k7 ND ND ND ND ND 13 ND 9 ND ND ND ND
12m6 ND ND ND ND ND 16 9 10 10 10 ND ND
17m5 ND ND ND ND ND 7 12 11 13 9 ND ND
35k7 ND ND ND ND ND ND 11 9 14 12 ND ND
38k2 ND ND ND ND ND 17 15 9 10 8 ND ND
39k2 ND ND 9 ND 10 15 ND 10 10 9 ND ND

ND: ndo detectado formagao de halo de inibigdo
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Continuagao da Tabela 6.

CR3 CR9 CRI11 CR13 CRI19 Lb 48M3 17M2 24M2 52M8 43M3 53M6

01m8 ND ND 9 ND 9 15 13 11 12 10 ND ND
02m3 ND ND ND ND ND ND ND 8 ND ND ND ND
03m8 ND ND ND ND ND 12 13 11 12 13 ND ND
04m5 ND ND ND ND 6 11 10 9 11 12 ND ND

07k6 18 26 30 27 31 37 12 19 28 22 15 25

25m6 ND ND ND ND ND 13 11 14 13 14 ND ND
29ml ND ND ND ND ND 9 8 9 12 13 ND ND
31m7 ND ND ND ND ND 11 10 12 13 10 ND ND
32m3 ND ND ND ND ND 10 9 9 11 13 ND ND
35m2 ND ND 12 ND 13 ND 9 10 11 12 ND ND

35m4 ND ND 12 ND 11 ND 9 11 9 13 ND ND
35mb6 ND ND 13 ND 15 ND 9 9 9 13 ND ND
35m7 ND ND 12 ND 13 ND 11 11 9 13 ND ND

39ko6 ND ND 7 ND ND 15 10 10 10 9 ND ND
43ml ND ND 12 ND 12 ND 9 9 9 12 ND ND
43m2 ND ND 12 ND 16 ND 11 15 11 14 ND ND
43m3 ND ND ND ND ND 10 13 15 15 14 ND ND
44m7 13 7 13 11 15 27 11 13 14 14 9 ND

46m3 ND ND 13 ND ND 1I ND ND 9 9 ND ND
46mb6 ND ND ND ND ND ND 9 9 14 13 ND ND
51m2 ND ND 10 ND 13 19 12 11 12 12 ND ND
51m5 ND ND 13 ND 15 15 ND 13 12 12 ND ND

52ml ND 8 8 ND 8 12 12 11 10 13 ND ND
53mé6 ND ND ND ND ND 10 14 11 16 15 ND ND
54ml ND ND ND ND ND 15 11 11 14 13 ND ND
54m3 12 6 9 ND 11 25 12 11 14 13 ND 8

32m4 ND ND ND ND 7 15 17 15 10 11 ND ND

23m4 ND ND ND ND ND 11 11 9 13 13 ND ND
23m7 ND ND ND ND ND 12 12 10 10 10 ND ND

31m6 ND ND ND ND ND 11 8 8 10 12 ND ND
31m8 ND ND ND ND ND 13 10 8 10 ND ND ND
35k2 7 ND ND ND ND 16 12 9 8 12 ND ND
07k2 ND ND 15 ND 15 19 10 10 11 12 16 ND
12k5 18 27 34 30 37 35 12 19 20 24 19 22
12m3 ND ND ND ND ND ND 11 11 15 11 ND ND
12m5 12 19 19 19 19 25 12 11 18 13 15 15
12m7 12 26 17 12 17 17 12 12 18 17 13 11
17m1 15 29 29 29 30 35 12 14 20 22 28 23
17m3 12 20 18 18 18 24 12 14 15 12 16 20
17m4 14 26 22 23 27 32 11 14 20 19 23 22
19m2 ND ND ND ND ND 12 18 11 9 10 ND ND

19m4 ND ND ND ND ND 15 12 10 13 13 ND ND
20m2 ND ND ND ND ND 12 11 9 13 12 ND ND
21m4 ND ND ND ND ND 10 9 ND 13 13 ND ND
29m3 ND ND ND ND ND 11 15 11 13 14 ND ND
32m2 ND ND ND ND ND 13 11 11 12 14 ND ND
33m7 ND ND ND ND ND 13 12 11 12 15 ND ND

35k4 ND ND ND ND ND 10 13 9 9 9 ND ND
35k5 ND ND ND ND ND 15 15 12 10 10 ND ND
37ml 13 ND 11 7 12 25 13 12 12 13 ND ND
38m3 11 ND 14 ND 15 ND 9 13 11 13 ND ND
41k6 16 ND ND ND ND 20 21 12 12 14 ND ND

ND: nao detectado formagao de halo de inibigao



Continuagao da Tabela 6.

CR3 CR9 CRI11 CR13 CRI19 Lb 48M3 17M2 24M2 52M8 43M3 53M6

41m5 6 ND 6 ND 9 19 ND ND ND ND ND ND
48m5 17 30 30 29 30 35 15 16 21 21 22 21

47k2 ND ND ND ND ND 7 ND 7 10 8 ND ND
35m3 ND ND 11 ND 13 ND 9 10 9 12 ND ND
31m3 ND ND ND ND ND 13 11 11 11 13 ND ND

38m?2 ND ND ND ND ND ND 9 9 9 13 ND ND

ND: ndo detectado formacdo de halo de inibi¢do



Pepsina

Proteinase K

Figura 1. Teste de sensibilidade enzimdtica das substincias antimicrobianas produzidas
pelo isolado EnO1. Microrganismo indicador de sensibilidade: Listeria monocytogenes
ATCC 7644.

Figura 2. Halos de inibigdo observados por bactérias acido laticas isoladas de leite cru e
queijo utilizando o método spot-on-the-lawn. Microrganismo indicador de sensibilidade:

Lactobacillus sakei ATCC 15521.
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Integral

Figura 3. Halos de inibi¢do observados pelo isolado Lcl0 utilizando o método diluicao

critica. Microrganismo indicador de sensibilidade: Staphylococcus aureus 26BP6.
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