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RESUMO

Probiodticos sdo definidos como ‘“microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio de saude no hospedeiro”. Esses
microrganismos também podem contribuir para a biopreservacdo dos alimentos, melhorando
a seguranca alimentar, por meio da inibi¢do de microrganismos deteriorantes e patogénicos
através da producdao de metabolitos primarios e/ou secundarios. O presente estudo avaliou a
atividade antimicrobiana de uma cultura nativa potencialmente probidtica de
Limosilactobacillus mucosae CNPCO007 frente a importantes indicadores de contaminagdo em
alimentos. Foram utilizados o sobrenadante (S), sobrenadantes de neutralizado (SN) e o
in6culo com o cultivo de células (I) da cultura L. mucosae em caldo de Man Rogosa Sharpe
(MRS) para a determinagdao da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragao
bactericida minima (CBM) frente as cepas referéncia Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, assim como a um
isolado clinico de Escherichia coli. Utilizou-se o método de microdiluicdo em microplacas
para a determinagao da CIM, com concentracdes de 50% a 3,12% de S, SN e I. Foram
adicionadas as suspensdes dos indicadores de contaminagdo a uma concentragdo de 10°
UFC/100 pL. em cada pogo e as microplacas foram incubadas por 24 h a 35 + 2 °C. Para a
determinag¢do da CBM foram retiradas aliquotas de 10 pLL de cada um dos pogos contendo S,
SN e I nas concentragdes de 50% a 6,25% e foram inoculadas em placas de Petri e incubadas
a 35 £ 2 °C por 48 h. Nos testes de CIM, o S foi capaz de inibir a multiplicacdo de todos os
indicadores na concentragdo de 12,5%, o SN ndo apresentou atividade inibitoria e, devido a
limitagdes do método, nao foi possivel determinar a CIM do I. Ja na avaliagdo da CBM, 0 S e
I eliminam toda a populagdo de S. enterica e E. coli, porém, ndo foram capazes de eliminar
toda populagdo de S. aureus, enquanto que o SN ndo apresentou atividade bactericida. Desse
modo, a cepa L. mucosae CNPC0O07 em caldo MRS e seu sobrenadante ndo neutralizado
demonstraram capacidade bacteriostatica e bactericida frente aos indicadores de
contaminagdo estudados in vitro, podendo ser promissora como conservante natural para o

setor de alimentos.

Palavras-chave: Bioconservantes; Limosilactobacillus mucosae; microdilui¢do; ensaio in

vitro.



ABSTRACT

Probiotics are defined as “Live microorganisms that, when administered in adequate amounts,
confer a health benefit on the host.” These microorganisms also can contribute for food
biopreservation, improving food safety by inhibiting spoilage and pathogenic microorganisms
through the production of primary and/or secondary metabolites. The present study evaluated
the antimicrobial activity of potentially probiotic a native culture of Limosilactobacillus
mucosae CNPCO007 against important indicators of contamination in food. The supernatant
(S), neutralized supernatants (SN) and the inoculum with cell culture (I) of L. mucosae
CNPCO007 in de Man Rogosa and Sharpe (MRS) broth were used to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) against the
reference strains Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028, as well as a clinical isolate of Escherichia coli. The
microdilution method in microplates was used to determine MIC, between concentrations of
S, SN and I from 50% to 3,12%. The suspensions of contamination indicators at a
concentration of 10° CFU/100 pL were added in each well and the microplates were
incubated for 24 h at 35 £ 2 °C. To determine MBC, 10 pL aliquots from concentrations of
50% to 6,25% were removed from each of the wells containing S, SN and I and were
inoculated in Petri dishes and incubated at 35 + 2 °C for 48 h. For the MIC test, it was found
that S was able to inhibit the growth of all indicators at the concentration of 12.5%, SN did
not show inhibitory activity and, due to limitations of the method, it was not possible to
determine the MIC of I. Regarding the CBM evaluation, S and I eliminated the entire
population of S. enterica and E. coli, however, they were not able to eliminate the entire
population of S. aureus, menwhile SN did not show bactericidal activity. Thus, the L.
mucosae CNPCO007 strain in MRS broth and its non-neutralized supernatant demonstrated
bacteriostatic and bactericidal activity against the microbial indicators studied in vitro,

becoming promising as a natural preservative for the food sector.

Keywords: Biopreservatives; Limosilactobacillus mucosae; microdilution; in vitro assay.
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1 INTRODUCAO

Os probidticos sdo microrganismos que atuam como moduladores intestinais e, com
isso, protegem o hospedeiro contra invasores e devem ser isentos de quaisquer efeitos
adversos (citotoxicidade, resisténcia a antibioticos, hemolise) e dotados de efeitos benéficos
(Saiz et al., 2019).

Diversos géneros de probioticos tém a caracteristica de produzir substancias, como
acidos organicos, bacteriocinas e metabodlitos de aminoacidos, com as quais ajudam a manter
as propriedades originais do alimento, aumentam seu sabor e prolongam sua vida ftil,
garantindo sua qualidade e seguranca (Galdino et al., 2023). Estudo relata a eficiéncia do uso
de probidticos na inibicdo de microrganismos patogénicos como Staphylococcus spp. €
Listeria monocytogenes (Buriti; Cardarelli; Saad, 2007).

Os processos de preservacao dos alimentos, como a secagem, a salga, o enlatamento e
a adicdo de conservantes quimicos, sdo algumas alternativas para retardar a deterioragdo,
eliminar os contaminantes dos alimentos e aumentar a vida 1til do produto (Johnson et al.,
2018). Essas técnicas podem trazer efeitos adversos como as reagdes alérgicas a alguns desses
conservantes quimicos e a ameag¢a de formacdo de produtos finais cancerigenos, como
nitrosaminas de nitritos, alteracdo das propriedades sensoriais e destrui¢do dos nutrientes
disponiveis nos alimentos por meio de tratamentos fisicos e/ou quimicos (Johnson et al.,
2018).

Nos ultimos anos, os consumidores estdo se tornando cada vez mais conscientes do
risco a saide humana representado pelo uso de conservantes quimicos em alimentos. Por
outro lado, a crescente demanda da industria de laticinios para evitar a deterioracdo dos
produtos lacteos e prolongar a vida util favoreceu a busca por novos conservantes e métodos
de conservacao (Silva et al., 2018).

Neste contexto, os bioconservantes figuram como alternativa pois sdo seguros para o
consumo humano, t€ém efeitos benéficos sobre a microbiota intestinal, sdo eficazes contra
microrganismos patogénicos/deterioradores de alimentos e sdo estdveis na matriz alimentar
em que sdo empregados (O’Connor et al., 2020). Além disso, os bioconservantes produzem
compostos inibidores, previnem a adesdo de patdgenos, competem por nutrientes, modulam o
sistema imunologico do hospedeiro, melhoram a digestibilidade de nutrientes e reduzem
biodisponibilidade de toxinas (O’Connor ef al., 2020; Saiz et al., 2019).

Nos paises em desenvolvimento, a busca pelo aumento do nimero de cepas

probidticas e sua caracterizagdo sdo de grande importancia, pois impulsionam estudos,



elaboracdes de novos alimentos e aumentam a acessibilidade de pequenos produtores de
derivados lacteos em produzir estes alimentos com a adicdo de probiodticos de baixo custo
(Silva et al., 2022; Vinderola et al., 2008).

Os probidticos possuem a caracteristica de ndo serem toxicos para células eucaridticas,
e serem extremamente potentes contra muitos microrganismos deteriorantes e bactérias
patogénicas, além de nao interferirem na qualidade sensorial dos alimentos (Fiedel et al.,
2018).

Cepas com atividade antimicrobiana podem ser utilizadas diretamente na matriz
alimentar como culturas protetoras ou como culturas iniciadoras em alimentos fermentados.
Além disso, ndo ¢é necessario nenhum procedimento rigoroso para a preparacdo dos
bioconservantes (Johnson et al., 2018).

Essas cepas probidticas, assim como os antibioticos, devem ser utilizadas na
concentragdo em que sdo capazes de exercerem o efeito inibitdrio para evitar a selecdo de
patogenos resistentes que possam comprometer o seu papel potencial como bioconservantes

(O'connor et al., 2020).
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2.1

10

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de uma cultura nativa potencialmente probiotica de

Limosilactobacillus mucosae CNPCO007 frente a importantes indicadores de contaminagdo em

alimentos.

2.2

Objetivos especificos

Sao objetivos especificos do presente estudo:

a)

b)

determinar as concentragdes inibitéria e bactericida minimas frente as cepas
referéncias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 e a um isolado clinico de Escherichia
coli;

determinar a concentragdo de acido lactico produzido por L. mucosae apéds 24
horas de incubagao;

verificar e comparar os efeitos do sobrenadante, do sobrenadante neutralizado e
do indculo obtidos a partir do cultivo de L. mucosae na inibigao dos indicadores

de contaminacao.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Probioticos

Os probidticos podem ser definidos como “microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio de saide do hospedeiro”
(Hill et al., 2014). Desse modo, esses microrganismos devem sobreviver através do trato
gastrointestinal, tolerando 4cido, bile e enzimas gastricas, e entdo aderir e colonizar no
epitélio intestinal em nUmero suficiente, para que se tenha o efeito desejado a satde
(Ranadheera et. al., 2012).

Os probidticos promovem os beneficios a saude através de trés efeitos principais que
sdo efeitos diretos contra bactérias patogénicas, efeitos indiretos contra estas bactérias e
modulagdo do recebimento de respostas inflamatorias (Lima Janior, 2022).

No Brasil, o uso de probidticos em alimentos requer prévia avaliagdo da Anvisa,
segundo requisitos da Resolugao RDC n° 241, de 27 de julho de 2018. A avaliagdo efetuada
contempla trés elementos principais: comprovacao inequivoca da identidade da linhagem do
microrganismo; de sua seguranga; e de seu efeito benéfico (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2021).

A concentracdo de probidticos necessaria para exercer o efeito benéfico ao organismo
¢ especifica para cada cepa, devendo ser avaliada individualmente pela empresa que deseja
colocar um produto probiodtico no mercado (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2021).
No entanto, tém sido sugerido que, para os probiodticos serem capazes de demonstrarem seus
efeitos benéficos, eles devem ser consumidos diariamente em alimentos que, em 100 g de
porcdo, contenham quantidades de 10® a 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC) (Silva
etal.,2022).

3.2 Bactérias lacticas

Os alimentos fermentados sdo um rico reservatorio de microrganismos vivos € ativos
e, além disso, sdo considerados as principais fontes de bactérias lacticas (BAL) da natureza
(Galdino et al., 2021). As BAL estdo presentes naturalmente em diversos ambientes € podem
ser isoladas de produtos alimenticios de origem vegetal, animal, ¢ também do trato

gastrointestinal humano (Margalho ef al., 2020).
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As BAL sdo constituintes naturais de muitos alimentos fermentados presentes na dieta
humana. Além disso, contribuem para a biopreservagdo dos alimentos melhorando a
seguranca alimentar por meio da inibi¢do de microrganismos deteriorantes e patogénicos
(Galdino et al., 2021), através da producdo de metabodlitos antimicrobianos, incluindo &cidos
organicos, diacetil, etanol, peréxido de hidrogénio e bacteriocinas (O’Connor et al., 2020).

As BALs possuem como caracteristicas serem Gram-positivas, ndo formadoras de
endosporo, catalase negativas, imdveis, anaerdbias facultativas e possuem consideravel
tolerncia a acidos, conferindo vantagem competitiva sobre outras bactérias. A classificagcdo
do género ¢ baseada na morfologia, multiplicagdo em diversas temperaturas, modo de
fermentagdo dos carboidratos, configuragdo do acido lactico produzido (Amelia ef al., 2021;
Santos, 2023).

Outra classificagdo das BAL ¢ de acordo com seus padrdes de fermentacao que,
segundo Camesasca et al. (2021), podem serem classificadas como:

a) homofermentadoras, quando utilizam a via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) e

tem-se o acido lactico como produto principal;

b) heterofermentadoras, quando produzem acido lactico, bem como didxido de

carbono, etanol ou dcido acético pela via 6-fosfogluconato-fosfocetolase (6-PG);

c) heterofermentadoras facultativas, que podem usar ambas as vias.

As culturas de BAL de interesse comercial sdo isoladas, purificadas e submetidas a
métodos de concentragdo ou secagem como, por exemplo, pelos métodos de liofilizacao e
pulveriza¢do e, desse modo, mantém a sua viabilidade para processamentos seguintes na
fabricacdo de produtos das industrias como, alimenticia, farmacéutica, de cosméticos, entre

outras (Rama et al., 2019).

3.3 Bioconservantes

Os probiodticos podem atuar como microbiota competitiva natural ou serem utilizados
como culturas iniciadoras especificas sob condigdes controladas (Parada, 2007). A
fermentag¢do dos carboidratos resulta na redu¢do do pH devido a produgado de acidos lacticos e
outros acidos organicos ¢ um fator importante para a inibi¢do da multiplicacdo de
microrganismos indesejaveis (Galdino et al., 2021, 2023).

O baixo pH torna os 4acidos organicos lipossoluveis, permitindo-lhes romper a
membrana celular e atingir o citoplasma dos patégenos. Alguns probidticos produzem

substancias antagonistas, chamadas bacteriocinas que, em pequenas quantidades, sdo muito
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ativas contra patdégenos. As bacteriocinas sdo estaveis ao calor, incolores, inodoras, estaveis
em uma ampla faixa de pH e capazes de serem inativadas por enzimas proteoliticas, sendo
utilizadas como ferramenta biotecnologica nas industrias alimenticia e farmacéutica (Parada,
2007; Bhattacharya et al., 2022).

Os mecanismos de inibi¢do que os bioconservantes podem atuar contra patdégenos sao
distintos podendo tanto aumentar a permeabilidade da membrana celular do microrganismo
alvo por meio da formacao de poros (Field ef al., 2018), como impossibilitar a formagao da
parede celular (Chikindas et al., 2018), ou mesmo transpassar no citoplasma bacteriano e
clivar o DNA ou o RNA (Radaic ef al., 2020), promovendo, com estes mecanismos isolados
ou combinados, efeito bactericida, com ou sem lise celular, ou agdes bacteriostaticas (Silva et

al., 2018).

34 Limosilactobacillus mucosae

A cepa nativa Limosilactobacillus mucosae CNPCO007 foi isolada do leite de cabra por
um grupo de pesquisadores da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa). A
familia Lactobacillaceae contém vdarias espécies potencialmente probidticas, incluindo
Limosilactobacillus mucosae (Morais et al., 2022).

A cepa apresentou genes relacionados a adesdo ao muco gastrointestinal e tolerancia a
sais biliares (Moraes et al., 2017), além de alta taxa de sobrevivéncia as condi¢des gastricas e
entéricas simuladas in vitro (Galdino et al., 2021; Lima Junior, 2022), o que pode permitir
uma colonizagdo intestinal eficiente, concomitante a sua potencial capacidade de modular o
sistema imunologico intestinal e inibir bactérias patogénicas. Tais caracteristicas tornam esta
cepa promissora no desenvolvimento de alimentos probidticos (Dantas et al., 2022; Morais et
al., 2022).

Em estudo de Galdino et al. (2023) a cepa L. mucosae CNPCO07 apresentou a
capacidade de inibir a multiplicagdo dos microrganismos patogénicos, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Salmonella enterica ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 25922 em estudos
in vitro. A mesma cultura lactica presente em uma matriz alimenticia apresentou reducdo
significativa de indicadores de contaminag¢do em queijo de coagulacdo vegetal (Lima Junior,
2022).

A viabilidade da cepa L. mucosae CNPC 007 ao longo do armazenamento foi descrita
em diversos estudos de alimentos, entre eles: queijo de cabra (Morais et al., 2018) e iogurte

grego (Morais et al., 2022), ambos acima de 8 log UFC/g por 28 dias; queijo de cabra de
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coagulacdo vegetal, acima de 8 log UFC/g por 60 dias (Lima Junior, 2022); bebida lactea
isenta de lactose com polpa de jambolao (Dantas et al., 2022) e sobremesa lactea nao
fermentada com casca de jabuticaba (Sousa et al., 2021), ambas acima de 6,5 log UFC/g por
21 dias. A toxicidade in vivo deste microrganismo também foi avaliada em leite fermentado

caprino, tendo sido demonstrado seguro para uso em roedores (Pereira et al., 2023).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Ativacao e condicoes de cultivo da bactéria lactica nativa

Neste estudo utilizou-se a cultura nativa de bactéria lactica Limosilactobacillus
mucosae CNPCO007 pertencente a colecdo de microrganismos da Embrapa, que foi fornecida
pela institui¢do na forma liofilizada. Para a ativagdo da cepa liofilizada, foram realizados dois
repiques consecutivos, de 24 h cada, em tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo Man Rogosa
e Sharpe (MRS, distribuido pela Kasvi Importagado e Distribui¢do de Produtos de Laboratério,
Ltda., S@o José dos Pinhais, Brasil), mantidos em estufa a 35 +2 °C, obtendo, ao final do
cultivo, contendo uma populag¢do de, aproximadamente, 1,2 x 10® UFC/ 100 uL. Para a
manuten¢do da viabilidade do microrganismo foram realizados repiques em caldo MRS, em

estufa a 35 £ 2 °C durante 24 h, no periodo maximo de 28 dias.

4.2  Microrganismos indicadores de contaminacio

Como representantes de indicadores de contaminagdo em alimentos foram utilizadas
duas cepas de referéncia, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, além de um isolado clinico de Escherichia coli
cedido pelo Laboratorio de Microbiologia Bésica do Centro de Ciéncias Biologicas e da
Saude da Universidade Estadual da Paraiba. Para a manutencdo da viabilidade dos
microrganismos indicadores sanitarios foram realizados repiques em placas contendo agar
Mueller Hinton (MH, origem Italia, distribuido pela Kasvi Importagdo e Distribuicdo de
Produtos de Laboratorio, Ltda., S3o José dos Pinhais, Brasil) e mantidas na estufa a 35 + 2 °C
por 24h.

As coldnias dos microrganismos patogé€nicos foram ressuspendidas em solu¢ao salina
0,85% e a diluicao da suspensdo foi ajustada para obter uma turbidez equivalente ao padrao
McFarland de 0,5 contendo aproximadamente 1 X 10®* UFC/mL. Foram realizadas diluigdes
transferindo 100 pL de cada uma das suspensdes padronizadas para 9,9 mL (diluicao 1:100)
de solug¢do salina 0,85% resultando em suspensdes de 10° UFC/mL (International

Organization of Standards, 2019).
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4.3 Preparo dos sobrenadantes Limosilactobacillus mucosae

Foram utilizados o sobrenadante e o sobrenadante neutralizado, os quais foram obtidos
apos a centrifugacdo da cultura do repique de L. mucosae CNPCO007, conforme descrito na
subse¢do 4.1. Para este fim, as amostras foram centrifugadas 3 vezes por 10 minutos a 11000
x g obtendo-se os sobrenadantes. Para a obten¢do do sobrenadante neutralizado utilizou-se

hidroxido de sodio a 4 N estéril, a fim de neutralizar o sobrenadante a pH 7.

4.4 Determinacio da atividade antimicrobiana da bactéria latica nativa

4.4.1 Determinacao das Concentragoes Inibitérias Minimas

A atividade antimicrobiana foi verificada através dos testes de microdiluicdo
padronizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (2012), utilizando uma
microplaca estéril para microdilui¢ao de 96 pogos de fundo chato (marca Olen, origem China,
distribuido pela Kasvi Importag¢do e Distribuicdo de Produtos de Laboratodrio, Ltda., Sdo José
dos Pinhais, Brasil) Para a realizacdo do teste de sensibilidade dos agentes patogénicos foram
utilizados o sobrenadante puro, sobrenadante neutralizado e in6culo com o cultivo de células.

Foram distribuidos 100 pL do caldo Mueller Hinton (MH) estéril nos pogos para
realizagdo das diluigdes seriadas, aos quais foram adicionados 100 pL do sobrenadante puro,
sobrenadante neutralizado e indculo do cultivo de células nos primeiros pogos de cada série
(50%), seguidos de homogeneizagado e retirada de 100 pL para o segundo poco (25%) e assim
sucessivamente para as demais concentracdes (12,5%, 6,25% e 3,12%). No que diz respeito
ao indculo com o cultivo de células, as concentragdes da bactéria lactica resultantes das
dilui¢des foram de, aproximadamente, 6 x 107, 3 x 107, 1,5 x 107, 7,5 x 10, e 3,7 x 10° UFC/
100 pL, respectivamente. Em seguida, foram adicionados 100 pL da suspensdo padronizada
dos indicadores de contaminagdo (como descrito no item 4.2) obtendo-se um volume final de
200 uL em cada pog¢o e uma concentra¢do final dos patogenos de aproximadamente 10°
UFC/200puL (International Organization of Standards, 2019).

Como controle positivo de turbidez, empregou-se 100 pL da suspensdo padronizada
dos indicadores de contaminagdo adicionados de 100 pL do caldo MH estéril. Como controle

negativo, utilizou-se 100 pL do caldo MH estéril como apresentado na Figura 1.
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Figura 1 - Imagem esquematizando o preparo do teste de Concentragao Inibitoria Minima
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Fonte: Canva® (2023), com adaptagdes da autora.

Como controle positivo da atividade antimicrobiana, foram utilizados 100 pL da
suspensdo padronizada dos indicadores de contaminagdo adicionada de 100 pL de
ciprofloxacino (Laborclin, Pinhais, Brasil) a uma concentragao de 0,3 pg/100 pL.

As microplacas de microdilui¢do foram incubadas na estufa a 35 + 2 °C por 24 h em
condicOes aerdbicas. Foi considerada concentracdo inibitoria minima (CIM) a menor
concentracdo da substidncia capaz de inibir visualmente o crescimento da populagdo

bacteriana apos 24 h de incubacao (Fernandes, 2019).

4.4.2 Determinacao das Concentragoes Bactericidas Minimas

Para determina¢do da concentracdo bactericida minima (CBM) do sobrenadante para
cada indicador de contaminacdo foram retiradas aliquotas de 10 uL. de cada um dos pogos
contendo este sobrenadante nas concentracdes de 50% a 6,25% que foram inoculadas em
placas de Petri contendo agar MH.

Para os testes de CBM usando o sobrenadante neutralizado, as aliquotas as aliquotas
de 10 puL de cada um dos pogos contendo este sobrenadante neutralizado na concentragdo de
50% foram inoculadas em meios seletivos foram inoculadas em meios seletivos para S. aureus
(agar Manitol Salgado), Salmonella (agar diferencial para Salmonella RajHans) e para E. coli
(4gar Levine Eosin Methylene Blue EMB).

J& para os testes de CBM usando o in6culo do cultivo de células, as aliquotas de 10 pL
de cada um dos pogos contendo o indculo nas concentragdes de 6,25% a 50% também foram

inoculadas em meios seletivos para S. aureus (agar Manitol Salgado), Salmonella (agar



18
diferencial para Salmonella RajHans) e para E. coli (4gar Levine EMB) representado na

Figura 2.

Figura 2 - Imagem esquematizando o preparo do teste de Concentragdo Bactericida Minima
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Fonte: Canva® (2023), com adaptagdes da autora.

Em todos os testes de CBM, as placas foram incubadas em temperatura de 35 + 2 °C

por 48 h.

4.5 Determinacao da acidez tituliavel do sobrenadante

Para a determina¢do da acidez titulavel do sobrenadante da centrifugagdo da cultura L.
mucosae CNPCO007 cultivada em MRS, puro, sem neutralizar, foi utilizada uma adaptacao da
metodologia 426/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008), de modo que os resultados fossem
expressos em mg de 4cido lactico/100 pL de sobrenadante sem neutralizar ndo diluido
(100%). A acidez titulavel das diluicdes do sobrenadante utilizadas nas placas foi estimada
por calculo a partir das proporgdes empregadas (50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,12%)
considerando o valor de acidez titulavel inicialmente obtido para o sobrenadante nao diluido

(100%).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de acidez titulavel, expressos em acido lactico (mg/100 uL), obtido para o
sobrenadante ndo diluido (100%) resultante da centrifuga¢do da cultura de L. mucosae
incubada em caldo MRS por 24 h e das propor¢des desse sobrenadante diluido utilizadas no
estudo (50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,12%) estdo apresentados na Tabela 1. Para o
sobrenadante ndo diluido (100%) foi obtido o resultado médio de 0,0185 mg de &cido
lactico/100 pL.

Tabela 1 - Valores de acido lactico em mg de acido lactico/100 pL. (média + desvio padrdo)

nas diferentes concentragdes de sobrenadante utilizados no estudo

Sobrenadante Acidez titulavel (mg de acido lactico/100 pL)
100% 1,85+ 0,07
50% 0,923 £ 0,035
25% 0,462 + 0,018
12,5% 0,231 + 0,009
6,25% 0,115 + 0,004
3,12% 0,0577 +0,0022

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

5.1 Teste de sensibilidade antimicrobiana

5.1.1 Determinagdes das Concentragdes Inibitorias Minimas

De acordo com a definicdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (2012),
CIM ¢ a concentragdo mais baixa de um agente antimicrobiano que impede a multiplicacao
visivel de um microrganismo em um teste de suscetibilidade de dilui¢do em agar ou caldo. As
imagens obtidas para as microplacas incubadas com os microrganismos estdo apresentadas na

Figura 3.
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Figura 3 - Imagens das microplacas apds 24 horas de incubagao
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Nota: S = Sobrenadante; SN = sobrenadante neutralizado; I = indculo do cultivo de células; T= controle positivo
de turbidez; CP = controle positivo da atividade antimicrobiana ¢ CN = controle negativo.

As imagens mostram a atividade de inibi¢do frente aos indicadores de contamina¢do em alimentos.

A imagem A mostra a microplaca com diferentes concentragdes das amostras determinando o controle de
inibicdo do S. aureus. Na imagem B mostra controle de inibi¢do frente a Salmonella enterica. Ja na imagem C
mostra o controle de inibicao frente E. coli.

Os valores obtidos para a CIM das amostras de sobrenadante, sobrenadante

neutralizado e indculo estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultado da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) das amostras de
sobrenadante, sobrenadante neutralizado e indculo do cultivo de L. mucosae frente

aos indicadores de contaminacao S. aureus, Salmonella enterica e E. coli

CIM (%)
Amostras S. aureus Salmonella enterica E. coli
Sobrenadante 12,5 12,5 12,5
Sobrenadante Neutralizado - - -
Inéculo do cultivo de células Indeterminado Indeterminado Indeterminado

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
Nota: — atividade inibitdria ausente.

No presente estudo, o sobrenadante ndo neutralizado na concentracao de 12,5 % foi
capaz de inibir a multiplicacdo de todos os indicadores sanitarios. De acordo com os dados de
acidez titulavel da Tabela 1, a concentragdo de acido latico presente em 12,5% de

sobrenadante ndo neutralizado foi de 0,231 mg/100 pL. Para o sobrenadante ndo diluido
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(100%) foi obtido o resultado médio de 0,0185 mg de acido lactico/100 pL. (Tabela 1). Por
outro lado, ndo foi observada inibicdo dos patégenos pelo sobrenadante neutralizado nas
concentragdes estudadas (Tabela 2). Este fato e os resultados de acidez titulavel da Tabela 1
sugerem que a atividade antimicrobiana de L. mucosae esta relacionada a produgdo de acidos
organicos (Lima Junior, 2022), como aqueles gerados pelas bactérias laticas durante a
utilizagdo da glicose presente no caldo MRS.

No presente estudo, ndo foi possivel determinar a CIM do indculo do cultivo de
células, pois a presenga das células de L. mucosae ja presentes no MRS também contribuiram
para a turvagdo do meio contendo os indicadores de contaminagdo, sendo que a bactéria
lactica também consegue se desenvolver no caldo MH. Porém, no estudo de Galdino et al.
(2023), utilizando a técnica de difusao em agar, aliquotas de 50 puL de L. mucosae CNPCO007
foram capazes de resultar em atividade bacteriostatica frente aos indicadores de contaminagao
S. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922
devido a formacdo de halos de inibi¢do. De acordo com o controle interno do grupo de
pesquisa, um volume de 50 pL cultivo de L. mucosae CNPCO007 em caldo MRS, como o
usado por Galdino et al. (2023) teria, aproximadamente, 6 x 10" UFC (dados ndo mostrados).

Sobrenadantes do cultivo de outras bactérias laticas, diferentes de L. mucosae, foram
capazes de inibir o crescimento populacional de E. coli, a exemplo dos sobrenadantes das
cepas Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 e Lcticaseibacillus rhamnosus — 9595
(anteriormente Lactobacillus rhamnosus 9595) em ensaio de microdiluigdo em pocos no
estudo de Fernandes (2019). No mesmo estudo, os sobrenadantes neutralizados dos cultivos
de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 e Lacticaseibacillus rhamnosus 9595 ndo
demonstraram efeito inibitorio sobre E. coli, de modo similar ao observado no presente estudo
para L. mucosae CNPCO007.

Outras metodologias, diferentes da utilizada no presente estudo, também
comprovaram o efeito inibitorio de culturas de bactérias laticas frente a indicadores de
contaminagdo. A partir da metodologia de multicamadas realizada por Pereira ¢ Gémez
(2007), a cepa probidtica Lactobacillus acidophilus LA-5 apresentou resultados positivos de
inibicdo sobre E. coli e S. aureus obtidos a partir de isolados clinicos. Através do método de
sobreposi¢do, realizado por Santos et al. (2021), a cepa Limosilactobacillus fermentum ATCC
23271 apresentou atividade bacteriostatica frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212, E.
coli enteroagregativa e Salmonella enterica (ATCC 13076).
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5.2.2 Determinacao das Concentra¢des Bactericidas Minimas

A atividade bactericida foi realizada através do método de determinacdo CBM
(Fernandes, 2019), a qual ¢ definida pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (2012)
como a menor concentracdo capaz de eliminar determinada bactéria apdés o tempo de
incubagdo realizado. Os valores das CBMs obtidos para o sobrenadante, o sobrenadante
neutralizado e o indculo do cultivo de células de L. mucosae CNPC007 em caldo MRS estao

apresentados na Tabela 3

Tabela 3 - Resultados da concentracdo bactericida minima das amostras de L. mucosae frente

aos indicadores de contaminagao

CBM (%)
Amostras S. aureus S. enterica E. coli
Sobrenadante - 50 25
Sobrenadante Neutralizado - - -
Inéculo do cultivo de - 25 25

células

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
Nota: — atividade bactericida ausente.

As imagens das placas, apds o periodo de incubagdo, que foram utilizadas no ensaio
de CBM contendo o sobrenadante obtido do cultivo de células de L. mucosae CNPCO007 estdo

apresentadas nas Figuras 4A a 4I.
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Figura 4 - Imagens das placas do ensaio de CBM utilizando o sobrenadante do cultivo de L.

mucosae CNPC007 em caldo MRS frente aos indicadores de contaminagao

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Nota: A, B e C = concentragdes de sobrenadante de L. mucosae a 50%, 25% e 12,5%, respectivamente, frente a
S. aureus.
D, E e F= concentra¢des de sobrenadante de L. mucosae a 50%, 25% e 12,5%, respectivamente, frente a
S. enterica.
G, H e I = concentracdes de sobrenadante de L. mucosae a 50%, 25% e 12,5%, respectivamente, frente a
E. coli.

Como observado na Tabela 3 e Figura 4A, o sobrenadante de L. mucosae na
concentragcdo de 50% ndo foi capaz de eliminar toda a populacdo de S. aureus, visto que, em
uma das duplicatas da concentracdo de 50% ainda foi possivel visualizar o desenvolvimento
de uma colonia, que foi confirmada como sendo de S. aureus ap6s realizar a coloragdo de
Gram (dados ndao mostrados). Esse fator pode ser explicado devido ao mecanismos de
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas serem diferentes.
Nas bactérias Gram-negativas, o mecanismo de morte bacteriana baseia-se na producio de
acidos organicos, peroxido de hidrogénio, hidroxidcidos graxos e didxido de carbono no
entanto, em bactérias Gram-positivas, estd relacionado com bacteriocinas sensiveis a protease
(Falah et al, 2019). Consequentemente, nas concentracdes menores desse sobrenadante,
maior desenvolvimento de colonias de S. aureus foi observado.

Ja para S. enterica e E. coli, foram capazes de atuarem como CBM os sobrenadantes
nas concentragdes de 50% (Figura 4D) e 25% (Figura 4H), respectivamente, as quais estao

indicadas na Tabela 3.
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As imagens das placas, ap6s o periodo de incubagdo, que foram utilizadas no ensaio
de CBM contendo o sobrenadante neutralizado obtido do cultivo de células de L. mucosae

CNPCO007 estao apresentadas nas Figuras SA a 5C.

Figura 5 - Imagens das placas do ensaio de CBM utilizando o sobrenadante neutralizado do
cultivo de L. mucosae CNPC0O07 em caldo MRS frente aos indicadores de

contaminagao

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
Nota: A, B e C = sobrenadante neutralizado na concentracdo de 50% frente a S. aureus, S. enterica ¢ E. coli,
respectivamente.

Conforme observado na Tabela 3 e na Figura 5, o sobrenadante neutralizado ndo foi
capaz de exercer a atividade bactericida frente aos indicadores de contaminacdo. Estes
resultados corroboram com aqueles observados no ensaio CIM realizado nas microplacas, no
qual também nao foi possivel observar efeito inibitério uma vez que houve a turvagdo
naqueles meios, resultado da multiplicacdo dos microrganismos indicadores estudados no
ambiente sem acidez.

As imagens das placas, ap6s o periodo de incubagdo, que foram utilizadas no ensaio
de CBM contendo o cultivo de células de L. mucosae CNPCO007 estdo apresentadas nas

Figuras 6A a 6l.
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Figura 6 - Imagens das placas do ensaio de CBM utilizando o indculo do cultivo células de

L. mucosae CNPCO007 em caldo MRS frente aos indicadores de contaminagao

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
Nota: A, B e C = concentragdes do inodculo de L. mucosae a 50%, 25% e 12,5%, respectivamente, frente a S.
aureus.

D, E e F = concentra¢des do indculo de L. mucosae a 50%, 25% e 12,5%, respectivamente, frente a S.
enterica.

G, H e I = concentragdes do indculo de L. mucosae a 50%, 25% e 12,5%, respectivamente, frente a E.
coli.

Assim como foi observado para o sobrenadante ndo neutralizado, o indculo do cultivo
de células de L. mucosae nao foi capaz de eliminar toda a populacao de S. aureus (Tabela 3),
havendo também a presenca de uma colonia desse indicador em duas replicatas (Figura 6A).
J& para S. enterica e E. coli, o cultivo apresentou uma CBM com o indculo de 25% que seria
equivalente a uma populacdo de L. mucosae de 3 x 107 UFC/ 100 pL, aproximadamente.

Apesar dos resultados mostrarem que ndo houve completa inibicao de S. aureus pelas
amostras de sobrenadante e inoculo de L. mucosae CNPCO007, este fato ndo inviabiliza a
utilizagdo desta bactéria latica como bioconservante para este indicador sanitario, uma vez
que, em grande parte dos alimentos, a legislagdo ndo exige a auséncia deste microrganismo
devido a sua baixa viruléncia quando comparado com outros indicadores de contaminacao, a
exemplo dos queijos em que Staphylococcus coagulase positiva é aceito até 10° UFC/g

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitfia 2022).
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No que diz respeito a atividade bactericida frente a S. enterica, observou-se que a
CBM do inéculo do cultivo de L. mucosae foi menor (25%) que a de seu sobrenadante (50%),
sugerindo que possa haver um sinergismo relativo a unido das células viaveis dessa bactéria
latica e seus metabdlitos secundarios frente aquele patdgeno. Outra explicag@o possivel seria o
fato das células viaveis de L. mucosae continuarem a produzir acido lactico e/ou outros acidos
organicos apds sua inoculagdo no pogo da microplaca, no periodo em que esta permaneceu
incubada.

J& para E. coli, as CBMs obtidas para o sobrenadante e para o indculo foram as
mesmas (concentragdo de 25%), mostrando que este microrganismo foi mais sensivel ao
sobrenadante que S. enterica.

No estudo de Lima Junior (2022) foi observado a possivel utilizagdo da cepa L.
mucosae CNPCO007 como bioconservante quando inserido no queijo caprino com coagula¢ao
enzimdtica, uma vez que, houve a reducdo acentuada do numero de coliformes totais que
estavam presente no alimento ao longo do periodo de armazenamento (60 dias) em que foi

analisado.
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6 CONCLUSAO

Devido a sua capacidade de acidificar Limosilactobacillus mucosae CNPC007 o meio
MRS durante o seu periodo de incubagdo, esta cultura apresentou caracteristicas
bacteriostaticas e bactericidas frente a Salmonella enterica e Escherichia coli e reduziu
consideravelmente a populagdo de Staphylococcus aureus. Neste estudo, a atividade
antimicrobiana de Limosilactobacillus mucosae foi atribuida muito provavelmente aos acidos
organicos, tendo em vista que a neutralizagdo do sobrenadante de seu cultivo em MRS
resultou na incapacidade de inibi¢do dos microrganismos indicadores sanitarios.

De modo relativamente proximo ao verificado para o sobrenadante, o in6culo do
cultivo em MRS também demonstrou atividade bactericida contra Salmonella enterica e
Escherichia coli, assim como reduziu consideravelmente a populagao de Staphylococcus
aureus. Devido a multiplicagdo de Limosilactobacillus mucosae nas microplacas, ndo foi
possivel determinar a concentra¢do inibitéria minima do indculo de seu cultivo frente aos
contaminantes, tendo sido considerada esta uma limitacao da metodologia.

Diante do exposto, conclui-se que a cepa Limosilactobacillus mucosae CNPCO007 ¢
promissora para uso como bioconservante para o setor de alimentos, bem como para o
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, sendo sugerido estudos para avaliagdo do
potencial desta cultura latica em substituir o uso de conservantes quimicos em diferentes

produtos.
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