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RESUMO

O interesse por produtos lacteos funcionais tem motivado o estudo e a prospec¢do de novas
bactérias lacticas. Neste contexto o objetivo deste trabalho foi explorar a potencial associagdo
de Leuconostoc mesenteroides LB10.4 e Lactococcus lactis L4A8 isolados de leite de bafala e
identificar aplicacdes em matriz alimentar. Foram realizados testes de atividade antimicrobiana,
influéncia das bacteriocinas e avaliacdo da eficiéncia das bactérias acido lacticas (BAL)
individualmente e associadas frentea espécie de Listeria monocytogenes ATCC 7644 aplicadas
em caldo Tryptic Soy Broth e em matriz lactea. Na avaliagdo da atividade antimicrobiana,
Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 e Lactococcus lactis L4A8 foram capazes de inibir
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Listeria monocytogenes ATCC 7644 com halos de
inibicdo variando de 8a 16 mm e 6 a 18 mm, respectivamente, pelos dois métodos testados. Na
avaliacdo do efeito das bacteriocinas, os resultados demonstraram melhor controle inibitério
dos patogenos pela nisina nas concentracdes de 1% e 2%, com halos de inibicdo entre 14 a 24
mm. A avaliacdo da eficiéncia das BAL individualmente e associadas frente a espécie de
Listeria monocytogenes ATCC 7644, demonstrou que os isolados em associagcdo sdo capazes
de inibir com mais efetividade a bactéria patogénica, sendo observada uma reducdo na
contagem de L. monocytogenes de 2,67x10” UFC/g para 1,35x10* UFC/g ap6s 240 horas, em
matriz alimentar. As bactérias lacticas Leuconostoc mesenteroides LB10.4 e Lactococcus lactis
L4A8 apresentaram caracteristicas promissoras quanto ao seu potencial inibitério, ndo sendo
inibidas pela pediocina. Destaca-se com esses resultados, a importancia de estudar o leite de
bufala como fonte de novos candidatos de bactérias lacticas autoctones para aplicacdo em
alimentos.

Palavras-chave: leite de bdfala, bactérias acido laticas, alimentos funcionais, probidticos.

ASSOCIATED CULTURE OF Leuconostoc mesenteroides LB10.4 AND Lactococcus
lactis L4A8: ANTIMICROBIAL PROPERTIES AND POTENTIAL APPLICATION

ABSTRACT

The interest in functional dairy products has motivated the study and prospection of new lactic
bacteria. In this context, the aim of this study was to explore the potential association of
Leuconostoc mesenteroides LB10.4 and Lactococcus lactis L4A8 isolated from buffalo milk
and to identify applications in food matrix. Tests of antimicrobial activity, influence of
bacteriocins and evaluation of the efficiency of lactic acid bacteria (LAB) individually and
associated against the species of Listeria monocytogenes ATCC 7644 applied in Tryptic Soy
Broth and in milk matrix were performed. In the evaluation of antimicrobial activity,
Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 and Lactococcus lactis L4A8 were able to inhibit
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Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Listeria monocytogenes ATCC 7644 with inhibition
halos ranging from 8 to 16 mm and 6 to 18 mm, respectively, by the two methods tested. In
evaluating the effect of bacteriocins, the results showed better inhibitory control of pathogens
by nisin at concentrations of 1% and 2%, with inhibition halos between 14 and 24 mm. The
evaluation of the efficiency of LAB individually and associated against the species of Listeria
monocytogenes ATCC 7644, showed that the isolates in association are able to more effectively
inhibit the pathogenic bacteria, with a reduction in the L. monocytogenes count of 2.67x10’
CFU /g to 1.35x10* CFU/qg after 240 hours, in food matrix. The lactic acid bacteria Leuconostoc
mesenteroides LB10.4 and Lactococcus lactis L4A8 showed promising characteristics
regarding their inhibitory potential, not being inhibited by pediocin. With these results, attract
attention the importance of studying buffalo milk as a source of new candidates of
autochthonous lactic acid bacteria for application in food.

Keywords: buffalo milk, lactic acid bacteria, functional foods, probiotics.

CULTIVO ASOCIADO DE Leuconostoc mesenteroides LB10.4 Y Lactococcus lactis
L4A8: PROPIEDADES ANTIMICROBIANASY APLICACION POTENCIAL

RESUMEN

El interés por los productos lacteos funcionales ha motivado el estudio y prospeccion de nuevas
bacterias acido lacticas. En este contexto, el objetivo de este trabajo fue explorar la asociacién
potencial de Leuconostoc mesenteroides LB10.4 y Lactococcus lactis L4A8 aislados de leche
de bufala e identificar aplicaciones en matriz alimentaria. Se realizaron pruebas de actividad
antimicrobiana, influencia de bacteriocinas y evaluacion de la eficiencia de bacterias acido
lacticas (BAL) individualmente y asociadas frente a las especies de Listeria monocytogenes
ATCC 7644 aplicadas en caldo Tryptic Soy Broth y en matriz de leche. En la evaluacion de la
actividad antimicrobiana, Leuconostoc mesenteroides LB10.4 y Lactococcus lactis L4A8
fueron capaces de inhibir Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Listeria monocytogenes
ATCC 7644 con halos de inhibicion de 8 a 16 mm y de 6 a 18 mm, respectivamente, por los
dos metodos probados. Al evaluar el efecto de las bacteriocinas, los resultados mostraron un
mejor control inhibitorio de patdgenos por parte de la nisina a concentraciones de 1% y 2%,
con halos de inhibicién entre 14 y 24 mm. La evaluacion de la eficiencia de las BAL de forma
individual y asociada frente a la especie de Listeria monocytogenes ATCC 7644, mostro que
los aislados en asociacion son capaces de inhibir mas eficazmente las bacterias patdgenas, con
una reduccién del recuento de L. monocytogenes de 2,67x107 UFC/g a 1,35x10* UFC/g después
de 240 horas, en matriz alimentaria. Las bacterias del acido lactico Leuconostoc mesenteroides
LB10.4 y Lactococcus lactis L4A8 mostraron caracteristicas promisorias en cuanto a su
potencial inhibidor, no siendo inhibidas por la pediocina. Con estos resultados, se destaca la
importancia de estudiar la leche de bufala como fuente de nuevos candidatos de bacterias acido
lacticas autdctonas para su aplicacion en alimentos.

Palabras clave: leche de bdfala, bacterias acido lacticas, alimentos funcionales, probidticos.
INTRODUCAO
O uso de bactérias acido lacticas (BAL) como culturas bioprotetoras e funcionais em

produtos lacteos tem sido amplamente estudado nos dltimos anos (1). Estas aplicagdes,
promovem a capacidade de producdo de processos sintéticos, inibidores e bioativos de forma
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natural, podendo as BAL sintetizarem peptideos antimicrobianos, substancias organicas e
acelerar os processos bioguimicos nos alimentos (2, 3).

Atualmente as BAL sdo cadavez mais empregadas seja com fins tecnolégicos, bem como
com objetivos probidticos para humanos e animais, visto a promocdo de propriedades
organolépticas desejaveis nos produtos e varios beneficios ao hospedeiro (4). As propried ades
das BAL perpassam pela capacidade de inibicdo do crescimento de microrganismos
patogénicos pela competicdo por substratos, impedem a aderéncia de bactérias patogénicas nas
células hospedeiras do intestino (reforcando o efeito de barreira da mucosa intestinal), liberam
metabolitos que protegem o intestino (arginina, glutamina, acidos graxos de cadeia curta e
acidos linoléicos conjugados) e, por fim, secretam compostos antimicrobianos, como
bacteriocinas, acidos organicos (acido latico, acido acético e acido butirico) e peroxido de
hidrogénio (H202) (5).

As BAL podem ser veiculadas a dieta atraveés de diversas matrizes alimentares. No
entanto, sabe-se que produtos lacteos, com destaque para os leites fermentados, sdo produtos
alimentares amplamente disponiveis, atraentes para muitos paladares e apropriados para todas
as faixas etarias, além de serem excelentes matrizes para veiculacdo dos probidticos (6-7).
Entretanto, a aplicacdo das BAL na industria de alimentos requer uma avaliacdo de seguranca
para garantir a inocuidade dos isolados a serem empregados, bem como assegurar a viabilidade
destas culturas no produto, para que ocorra o desempenho tecnoldgico e funcional desejados
(8).

Diversas BAL vem sendo utilizadas em pesquisas como culturas iniciadoras ou
adjuvantes na fabricacdo de produtos lacteos (6). Nesse sentido, Lactococcus lactis e
Leuconostoc mesenteroides desempenham um papel essencial como culturas mistas em
laticinios, principalmente devido a sua importancia comercial na quebra de caseina, elaboracéo
de textura e formagdo de sabor (9). O crescimento associado entre essas duas espécies é
complexo, visto que, pode influenciar em diversos aspectos as propriedadesde produtos lacteos,
incluindo taxa de crescimento, producéo de acido, producdo de aroma, atividade proteolitica e
podem auxiliar na conservacdo do alimento (10). Por esta razdo, muitos esforcos tém sido
realizados para prospectar os efeitos desses microrganismos considerando também seu
potencial probiotico.

No entanto, ainda h4 poucos estudos sobre estes microrganismos isolados do leite
bubalino. Em vista disto, este trabalho foi desenvolvido visando explorar a potencial associa¢éo
de Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 e Lactococcus lactis L4A8 isolados de leite de bufala,
bem como, suas propriedades bioativas. Compreender e interpretar a funcionalidade destes
isolados em matriz lactea torna-se importante considerando o interesse de aplicacdo em
produtos derivados lacteos.

MATERIAL E METODOS
Microrganismos e condigdes de cultivo

Para o estudo, foram selecionadas duas BAL isoladas de leite de bufala, previamente
identificadas como Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 e Lactococcus lactis L4A8, em
trabalho anterior (8). As culturas foram cultivadas em caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS)
a 30 °C por 24 horas e depois semeadas por esgotamento em placas de Agar MRS para avaliacio
dapureza dos isolados.

Como culturas indicadoras foram empregadas quatorze bactérias de importancia na area
de alimentos: Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
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Klebsiella pneumoniae (alimento), Serratia marcescens ATCC 43861, Enterobacter cloacae
(alimento), Escherichia coli ATCC 10536, Listeria monocytogenes 17D78 (alimento), Listeria
monocytogenes 4C (alimento), Listeria monocytogenes QF Oxford (alimento), Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Listeria seeligeri (alimento), Listeria innocua L13 (alimento),
Listeria seeligeri PB Palcam (alimento) e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Essas culturas
foram cultivadas em placas de Tryptic Soy Agar (TSA) a 37 °C por 24 horas, para a execucao
dos experimentos.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana das BAL frente as culturas indicadoras

As bactérias lacticas foram cultivadas em caldo MRS a 30 °C por 72 horas constituindo
diferentes grupos: Grupo 1 - Leuconostoc mesenteroides LB 10.4, Grupo 2 - Lactococcus lactis
L4A8 e Grupo 3 - Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 + Lactococcus lactis L4A8 (1:1). Apos
0 periodo de incubacdo, uma aliquota de 1 mL de cada cultivo foi colocada em tubos
Eppendorfs, em duplicata e centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos. Apds esta etapa foi
realizada a avaliacdo do pH do cultivo e 800 uL do sobrenadante livre de células (SLC) foi
transferido para outro tubo. Para o teste de atividade antimicrobiana, foi realizada uma
suspensédo das culturas indicadoras em solucdo salina 0,85%, conforme a Escala de McFarland
de 0.5 (108 UFC/mL). Cada suspensdo foi espalhada com suabe sobre a superficie do meio de
cultivo Agar leite (TSA + 10% leite UHT). Apds, os SLC dos grupos preparados foram
aplicados pelo Método da Gota (10 pyL). O Métodos da Picada também foi realizado com a
picada de cada um dos 2 isolados, em triplicata e as placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas. A avaliacdo dapresenca dos halos deinibicao foi verificada e foi expressa em milimetros
(mm).

Efeito da nisina e pediocina sobre o crescimento das bactérias lacticas e indicadoras

Para a verificagdo do efeito da nisina e pediocina sobre o crescimento das culturas
Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 e Lactococcus lactis L4A8, e das indicadoras Listeria
monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus aureus ATCC 25923, seguiu-se 0 mesmo
Método da Gota descrito acima. As solucBes de nisina e pediocina foram preparadas a 1 e 2%
e esterilizadas por filtragdo em Filtros Millipore (0,22 um). O método de difusdo em &gar foi
realizado com a inoculagdo em forma de gotas de 20 pL das solu¢Bes das bacteriocinas em
triplicatas, sobre as placas de agar leite previamente inoculadas com os isolados, incubando-se
a30 °C efou 37 °C por 24 horas. Apos fez-se a leitura dos halos de inibicdo que foram expressos
em milimetros (mm).

Avaliacao do efeito das BAL sobre espécie de Listeria selecionada

As culturas de Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 e Lactococcus lactis L4A8 foram
incubadas em caldo MRS, enquanto a Listeria monocytogenes ATCC 7644 foi incubada em
Tryptic Soy Broth (TSB), incubadas a 30 °C por 24 horas. Apo0s este periodo distribuiu-se as
culturas em Erlenmeyer contendo 100 mL de TSB, da seguinte forma: A) Listeria
monocytogenes ATCC 7644 (400 pL); B) Listeria monocytogenes ATCC 7644 (400 pL) +
Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 (1 mL) e C) Listeria monocytogenes ATCC 7644 (400 uL)
+ Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 (500 pL) + Lactococcus lactis L4A8 (500 uL). Este
experimento foi incubado a 30 °C por 48 horas, realizando-se coletas nos tempos de 16, 24 e 48
horas. Para a avaliacdo das UFC/mL foi empregado o método da microdiluicdo (11).
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Preparo da coalhada a partir do leite cru de bufala e avaliagdo da qualidade
microbioldgica

O leite de bufala obtido na Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS foi coletado e
acondicionado em frasco estéril, refrigerado em caixa isotérmica e levado ao Laboratério de
Microbiologia da UFRGS. A amostra de 1 litro desse leite foi aquecida a 40 °C, e entdo foram
adicionados o coagulante liquido HA-LA (5 mL diluido em 25 mL de &gua) e cloreto de célcio
(0,5 g). Apbs 30 min de repouso foi feito o corte na massa e depois de 10 min a coalhada foi
coada, obtendo-se aproximadamente 740 mL de soro e 198,33 g de massa coalhada. Para a
avaliacdo da qualidade microbioldgica foi transferido 1 mg da coalhada para Eppendorfs
contendo 900 L de solucdo salina 0,85% e a partir disto, foram realizadas diluicdes seriadas.
Em seguida, 20 pL de cadadiluicdo da coalhada foram aplicadas em uma placa com meio Plate
Count Agar (PCA) e em placa com meio Agar Listeria Oxford, ambas incubadas a 37 °C por
24 horas para verificacdo de crescimento microbiano. O pH da coalhada foi avaliado.

Avaliacao do efeito das BAL sobre Listeria monocytogenes em matriz lactea

Aliguotas de 20 g da coalhada foram acondicionadas em Falcons estéreis
individualmente. Em seguida foi adicionado 7 uL de um cultivo de Listeria monocytogenes
ATCC 7644 e procedeu-se com uma homogeneizacao. Apos, dividiu-se em trés tratamentos
diferentes: T1: Falcon somente com a Listeria monocytogenes selecionada, o T2: Falcon com
adicdo de 200 pL de Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 + Listeria monocytogenes e T3:
Falcon com 100 pL de Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 + 100 pL Lactococcus lactis L4A8
+ Listeria monocytogenes. Os Falcons foram mantidos sob refrigeragdo a uma temperatura
média de 5 °C realizando-se coletas nos tempos de 48, 120, 168 e 216 horas. Para a avaliacao
da viabilidade da Listeria monocytoenes, foi empregado 0 método da microdiluicdo e 0 meio
Agar Listeria Oxford foi empregado (11).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacdo da atividade antimicrobiana das BAL frente as culturas indicadoras

A atividade antimicrobiana de Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 e Lactococcus lactis
L4A8 frente as culturas indicadoras foi avaliada por dois métodos (Tabela 1). Ambas as BAL
foram capazes de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 com halos de
inibicdo variando de 8 a 16 mm no método da picada e de 9 a 10 mm com a aplicacdo do SLC.
Estes resultados corroboram com Marques et al. (12), que verificaram antagonismo de 80% das
BAL isoladas de queijos artesanais frente a S. aureus ATCC 25923 com halos entre 10 a 13
mm de didmetro. A inibicdo de S. aureus nos alimentos € de extrema importancia, uma vez que
este microrganismo € potencialmente patogénico e pode produzir enterotoxinas termoestaveis
responsaveis por causar intoxicacdo alimentar nos consumidores (13-14). Dentre as
intoxicagOes alimentares de origem bacteriana, cerca de 45% destas no mundo estéo
relacionadas com S. aureus (15). As espécies de Listeria testadas também foram inibidas pelos
doisisolados de BAL quando testadas pelo método da picada. Os halos variaram de 6 a 18 mm,
sendo Listeria monocytogenes ATCC 7644 a espécie mais sensivel. Satisfatoriamente, os
resultados encontrados neste estudo indicam que a aplicacdo dos isolados em estudo mostram-
se eficazes na inibicdo de dois patégenos Gram-positivos importantes na area de alimentos.

Quando Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 e Lactococcus lactis L4A8 foram testados
frente as bactérias Gram-negativas, ndao foi observada a presenca de halos de inibicéo.
Resultados semelhantes a estes foram encontrados por Svetoslav e Leon (16), onde foram
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testados o potencial antimicrobiano de bactérias dos géneros Lactobacillus, Lactococcus e
Leuconostoc e nenhuma atividade foi registrada contra as bactérias Gram-negativas incluidas
no estudo. Outros trabalhos também relatam resisténcia a atividade antimicrobiana das BAL
frente os organismos Gram-negativos, 0S quais constataram ser devido a essas bactérias
apresentarem uma membrana externa, dificultando a permeabilidade dos compostos
antimicrobianos na cultura indicadora (17-19).

Tabela 1. Atividade antimicrobiana de Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 e Lactococcus
lactis L4A8 contra as culturas indicadoras pelo métododagota e o método da picada.
Aliguotas (mm)

Bactérias Gram Positivas L Leuco L+L PL PLeuco
L. monocytogenes 17D78 0 0 0 0 0
L. monocytogenes 4C 0 0 0 0 16
L. monocytogenes QF Oxford 0 0 0 0 16
L. monocytogenes ATCC 7644 0 0 0 6 18
L. innocua L13 0 0 0 0 0
L. seeligeri PB Palcam 0 0 0 0 19

Staphylococcus aureus ATCC 25923 9 10 9 8 16

L: SLC Lactococcuslactis L4A8; Leuco: SLC Leuconostoc mesenteroides LB 10.4; L+L: SLC Lactococcus lactis
L4A8 + Leuconostoc mesenteroides LB 10.4; PL: picada Lactococcus lactis L4A8 e PLeuco: picada Leuconostoc
mesenteroides LB 10.4.

Efeito da nisina e pediocina sobre as bactérias lacticas e culturas indicadoras selecionadas

Ao avaliar as diferentes concentracdes de nisina (1% e 2%) sobre os isolados
selecionados, foram observados halos de inibicdo que variaram de 18 mm a 24 mm frente a L.
lactis L4AS8, 14 mm a 18 mm frente a L. mesenteroides LB 10.4, 20 mm a 24 mm frente a L.
monocytogenes ATCC 7644 e 14 mm a 15 mm, quando avaliadas frente a S. aureus ATCC
25923 (Tabela 2). Resultados semelhantes com nisina foram descritos por Bordignon-Junior et
al. (20), onde avaliou-se a acdo antimicrobiana da nisina sobre as bactérias de importancia
alimentar (incluindo L. monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus aureus ATCC 25923),
empregando-se somente concentracBes crescentes da bacteriocina e, todas as bactérias
estudadas se mostraram susceptiveis, nas diferentes concentracfes. Estudosanteriores nos quais
foram analisados o potencial da nisina com diferentes grupos de bactérias de importancia
alimentar, reportaram a alta atividade inibitéria da nisina sobre bactérias Gram-positivas em
relacdo as Gram-negativas. De maneira geral, isso se deve ao modo de agdo da nisina
diretamente na membrana plasmatica e na parede celular da bactéria, o que € dificultado pela
membrana externa presente na parede nas Gram-negativas e que atua como uma barreira
impermeavel a molécula danisina (21-23).

Muitas bacteriocinas sdo eficazes contra bactérias patogénicas Gram-positivas e o efeito
da nisina em L. monocytogenes é descrito por varios autores (24, 25, 23). A nisina e a pediocina
demonstraram serem bacteriocinas eficazes contra L. monocytogenes ATCC 7644, tendo em
vista que as medidas dos halos de inibicdo encontrados variaram entre 17 mm e de 20 a 24 mm,
para nisina e pediocina, respectivamente. (Tabela 2). Fato este confirmado também por Vitola
et al. (26), onde foi avaliada a atividade antimicrobiana das bacteriocinas sobre S. aureus e L.
monocytogenes ATCC 7644, no qual observou-se que com ambas as bacteriocinas testadas, a
bactéria L. monocytogenes mostrou-se sensivel. Além disso, os resultados sobre o isolado de S.
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aureus também foram semelhantes ao obtido no presente estudo, uma vez que apresentou
atividade antimicrobiana apenas nos testes com a nisina e em relagdo a pediocina ndo foram
observadas nenhuma atividade antimicrobiana nas diferentes concentracfes testadas (1%, 5%
e 10%).

Tabela 2. Efeito antimicrobiano de nisina e pediocina sobre crescimento de bacteérias lacticas e
culturas indicadoras selecionadas.

Halos de inibicdo (mm)

Microrganismos N1 N2 P1 P2
Lactococcus lactis L4A8 18 24 0 5
Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 14 18 0 0
Listeria monocytogenes ATCC 7644 20 24 17 17
Staphylococcus aureus ATCC 25923 14 15 0 0

P1: pediocina a 1%; P2: pediocina a 2%; N1: nisina a 1%; N2: nisina a 2%.

Além disso, para a avaliacdo da potencial aplicacdo de bioconservantes e BAL em
associacdo, o ideal seria que as bacteriocinas nédo afetassem o desenvolvimento das culturas
lacticas desejaveis. Neste estudo a nisina afetou o crescimento das BAL em estudo, ja a
pediocina ndo causou nenhuma inibicdo nas condigcOes experimentais estudadas, exceto pela
concentracdo de 2% frente a Lactococcus lactis (Tabela 2). Dessa forma, a pediocina é um
potencial bioconservante a ser associado com os isolados Lactococcus lactis L4A8 e
Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 em estudos com matriz alimentar (27-28).

Avaliacdo do efeito das BAL sobre espécie de Listeria monocytogenes ATCC 7644

O efeito de L. mesenteroides LB 10.4 (Grupo B) e a associagdo de L. lactis L4A8¢e L.
mesenteroides LB 10.4 (Grupo C) foram avaliados sobre L. monocytogenes ATCC 7644
(Tabela 3). Observa-se que as diferencas nas contagens em ambos 0s grupos experimentais ao
longo do armazenamento foram distintas no tempo de 48 horas, visto que houve maior
diminuicdo do cultivo da Listeria no grupo C, que apresentou ao final do tempo experimental
a contagem de 7,88x10° UFC/mL. Portanto, os resultados deste estudo demonstram a
capacidade inibitéria de L. lactis L4A8 e L. mesenteroides LB 10.4 no processo de
desenvolvimento de L. monocytogenes ATCC 7644, o que corrobora com varios estudos que
tém mostrado que a inoculacdo de alimentos com culturas de BAL pode inibir o crescimento
deL. monocytogenes (29-31). Estudosanteriores ainda mostram que o0 antagonismo microbiano
das BAL (L. mesenteroides e L. lactis) € atribuido a producdo de produtos metabdlicos finais,
como peroxido de hidrogénio, diacetil, acidos organicos e bacteriocina (32-34).

Estes resultados trazem interessantes perspectivas, uma vez que, muitos produtos lacteos
requerem estratégias adicionais para controlar o crescimento e a sobrevivéncia de L.
monocytogenes. A inibicdo destabactéria nos alimentos é de extrema importancia, uma vez que
este microrganismo € o agente causador da listeriose, uma das doencas de origem alimentar
mais significativas nos paises industrializados (31). A inclusdo de obstaculos adicionais para
controlar este patdégeno nos alimentos € particularmente desejavel dada sua ampla distribuicéo
no meio ambiente, sua capacidade de crescer em temperaturas de refrigeracdo e o fato de que
pode sobreviver durante a fabricacdo de queijos (35). Portanto, é fundamental estudos que
identifiquem possiveis isolados que poderdo ser utilizados como mais uma alternativa de uso
para prevenir o crescimento de L. monocytogenes em alimentos.
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Tabela 3. Resultados obtidos em relacdo ao efeito das BAL na contagem de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 expressos em UFC/mL, ap6s 48 h de incubacdo.

Grupo
Tempo (horas) A B C
0 1,02 x 108 - -
16 8,12 x 108 3,35 x 107 5,76 x 107
24 2,52 x 107 4,03 x 107 5,73 x 107
48 3,35 x 107 8,5 x 10° 7,88 x 10°

Grupo A: Listeriamonocytogenes ATCC 7644 (400 pL); Grupo B: Listeria monocytogenes ATCC 7644 (400 L)
+ Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 (1 mL); Grupo C: Listeria monocytogenes ATCC 7644 (400 pL) +
Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 (500 mL) + Lactococcus lactis L4A8 (500 mL).

Avaliacdo do efeito das BAL sobre espécie de Listeria monocytogenes ATCC 7644 em
matriz lactea

Na avaliacdo do pH da coalhada obtida, verificou-se o valor de pH 6 na massa. Nas
avaliagbes microbioldgicas dacoalhada, observou-se auséncia de crescimento microbiano nas
diluigdes realizadas em placas de PCA e no Agar Listeria Oxford, apos incubacdo de 37 °C por
24 horas. Esse resultado pode ser explicado devido a adocdo das boas préaticas agropecuérias
no momento da ordenha e durante a manipulacdo e processamento do leite de bafala para a
obtencédo da coalhada.

Naavaliacdo do efeito das BAL sobre L. monocytogenes ATCC 7644 verificou-se que no
primeiro tratamento (T1), a L. monocytogenes ATCC 7644 desenvolveu-se na coalhada durante
0 armazenamento sob refrigeracdo (Tabela 4). Considerando que bactérias psicrotroficas podem
sobreviver em queijos durante a fabricacdo, maturacdo e armazenamento sob refrigeracéo, o
controle do crescimento de L. monocytogenes é de forte relevancia e um grande desafio para
produtores e consumidores. No Grupo T2, incorporado experimentalmente com 200 L de
Leuconostoc mesenteroides LB 10.4 (T2), as contagens de UFC/g da L. monocytogenes ATCC
7644 apresentaram uma reducdo de 3,35 x 108 UFC/g para 2,65 x 10° UFC/g no periodo de 240
horas. Na pesquisa de Borges et al. (34), onde foi avaliado o efeito de L. mesenteroides no
desenvolvimento de L. monocytogenes ATCC 7644 em creme fermentado, observaram-se
resultados promissores para a preservacao de alimentos devido a sua resposta antimicrobiana,
pois o crescimento da L. monocytogenes ATCC 7644 foi menor na presenca de substancias
antimicrobianas produzidas por L. mesenteroides ao longo de um periodo de 9 horas.
Resultadosdo presente estudotambém estdo deacordo com Najera-Dominguez et al. (29), onde
foi observado que as cepas de L. lactis inibem o crescimento de microrganismos deteriorantes
e patogénicos de origem alimentar, melhorando a qualidade microbiana e a seguranca dos
produtos lacteos.

Contudo, o resultado observado no grupo contendo o crescimento associado de 100 pL
de L. mesenteroides LB 10.4 + 100 pL de L. lactis L4A8 (T3) apontou uma diminui¢do maior
em relacdo aos demais grupos, visto que a contagem microbiana decresceu de 2,67x10” UFC/g
para 1,35x10* UFC/g ao longo de todo o experimento. Logo, as diferencas nas contagens em
ambos os tratamentos (T2 e T3) ao longo do armazenamento mostraram que a inibicdo de L.
monocytogenes ATCC 7644 foi mais efetiva com a associacdo de ambas as BAL. Desta forma,
as culturas L. mesenteroides LB 10.4 e L. lactis L4A8 tornam-se candidatos importantes para a
producéo de produtos lacteos, uma vez que o risco de contaminacdo pelo patégeno Listeria spp.
existe, por tratar-se de uma bactéria ubiqua e presente no ambiente de producdo. Ainda Listeria
spp. é uma bactéria dificil de erradicar uma vez estabelecida no ambiente, pois sobrevive em
condicbes de ampla faixa de pH, temperaturas de refrigeracdo e altas concentracdes de sal e €
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capaz de formar biofilmes microbianos em ambientes de processamento de alimentos (36, 35,
30).

Tabela 4. Resultados obtidos em relacdo ao efeito das BAL na contagem de Listeria
monocytogenes ATCC 7644 expressos em UFC/g, em matriz lactea, apds 240 h de

incubacao.
Grupo
Tempo (horas) T1 T2 T3
0 2,87 x 108 - -
48 1,42 x 10° 3,35 x 108 2,67 x 107
120 3,57 x 10° 2,57 x 108 1,00 x 108
168 3,45 x 108 1,50 x 108 6,00 x 104
240 1,67 x 108 2,65 x 10° 1,35 x 10*

T1, Listeria monocytogenes ATCC 7644 (7 pL); T2, Listeria monocytogenes ATCC 7644 (7 uL) + Leuconostoc
mesenteroides LB 10.4 (200 mL); T3, Listeria monocytogenes ATCC 7644 (7 uL) + Leuconostoc mesenteroides
LB 10.4 (100 pL) + Lactococcuslactis L4A8 (100 pL).

CONCLUSAO

As BAL apresentam grande potencial de aplicacdo na industria de alimentos e,
atualmente, inimeros beneficios a salde tém sido atribuidos a elas. No presente estudo
verificou-se que L. mesenteroides LB 10.4 e L. lactis L4A8 foram capazes de inibir o
crescimento de S. aureus ATCC 25923 e Listeria monocytogenes ATCC 7644, através do
métododa picada e daaplicacdo doSLC. No teste de influéncia das bacteriocinas, os resultados
obtidos neste estudo demonstraram melhor controle inibitorio da nisina em relacdo a pediocina
frente ao S. aureus ATCC 25923, ja para L. monocytogenes ATCC 7644, ambas demonstraram
serem bacteriocinas eficazes. Além disso, as bactérias lacticas L. mesenteroides LB10.4 e L.
lactis L4A8 demonstraram serem tolerantes a matriz alimentar, e ao serem utilizadas em
associacdo em uma matriz lactea, demonstraram que sdo capazes deinibir com mais efetividade
a bactéria patogénica L. monocytogenes ATCC 7644, sendo observada uma reducdo na
contagem de L. monocytogenes de 2,67x10” UFC/g para 1,35x10% UFC/g apés 240 horas de
contato.

Em geral, as BAL apresentam grande potencial de aplicacdo na indUstria de alimentos e,
atualmente, inUmeros beneficios a saude tém sido atribuidos a elas. A busca e caracterizacao
de BAL com potencial funcional, oriundas de fontes ainda pouco pesquisadas como o leite
bubalino, foi o principal foco deste estudo. As bactérias lacticas autdctones Leuconostoc
mesenteroides LB10.4 e Lactococcus lactis L4A8 demonstraram serem tolerantes a matriz
alimentar, possibilitando a utilizagdo de ambos os isolados como bacteriocinas, principalmente
em associacdo pois atestaram potencial de inibicdo mais eficaz contra a bactéria patogénica
estudada.
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