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RESUMO

As bactérias laticas exercem efeito bioconservante em alimentos pela producdo de metabolitos
como acidos organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas. Produtos com conservantes
naturais tornam-se mais atrativos e seguros quando comparados a conservantes quimicos,
contribuindo para a seguranca e aumento da vida util do alimento. Bactérias laticas
probidticas exercem importante atividade antagdnica a patdogenos e atuam contra estes no
ambito intestinal. Este estudo avaliou a atividade antibacteriana de Lactiplantibacillus
plantarum CNPCO01 contra duas cepas de referéncia (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028) e um isolado clinico
(Escherichia coli), representantes de importantes indicadores de contaminag¢do em alimentos.
Apos cultivo em MRS (24 h), a cepa L. plantarum CNPCO001 foi centrifugada (11000 x g, 10
min) trés vezes para obtencdo dos sobrenadantes, sendo um neutralizado a pH 7,85 (SN) por
adicdo de NaOH 4 N estéril e o outro permanecendo com pH inalterado (SI). A atividade
antibacteriana do cultivo de L. plantarum CNPC00l (CC) também foi testada. Nas
microplacas foram distribuidos 100 pL de caldo Mueller-Hinton (MH), em seguida,
adicionado diferentes concentracdes (50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%) das amostras (SI, SN,
CC) finalizando com adi¢do de 100 pL do patdogeno (10° UFC/mL) em todos os pogos.
Usou-se como controle de turbidez o caldo MH com o patégeno, como controle negativo
caldo MH e como controle positivo ciprofloxacino a 1 pg/mL. Apods incubagdo (20 h, 35 +£2
°C), aliquotas (10 uL) dos pogos nao turvos foram semeadas em agar MH e agar especifico,
confirmando a morfologia com coloracdo de Gram ap0s incubagdo. A concentragdo inibitoria
minima (CIM) do SI obtida para os trés patdogenos foi de 12,5%. Houve turvagdo em todos os
pocos com SN e com CC, ndo sendo possivel determinar a CIM dessas amostras. Observou-se
igualdade nos resultados da concentragdao bactericida minima (CBM) entre SI e CC para os
seus respectivos patdgenos, contudo houve diferenca na CBM com E. coli (12,5%) e demais
patdgenos (25%). Os indicadores de contaminag@o em alimentos nao foram suscetiveis a 50%
do sobrenadante neutralizado (SN). Portanto, evidenciou-se neste estudo que o SI e o CC de
L. plantarum CNPCO001 apresentaram atividade bacteriostatica e bactericida contra bactérias
Gram-positiva e Gram-negativa de interesse alimentar e clinico, possivelmente, por meio da

producao de acidos organicos.

Palavras-Chave: bioconservante; acido latico; bactéria nativa; probiotico.



ABSTRACT

Lactic acid bacteria exert their biopreservative effects in foods through the production of
metabolites such as organic acids, hydrogen peroxide and bacteriocins. Products with natural
preservatives become more attractive and safer when compared to chemical preservatives,
contributing to safety and increasing the shelf life of the food. Probiotic lactic acid bacteria
develop important antagonistic activity on pathogens and act against them in the intestinal
environment. This study aimed to evaluate the antibacterial activity of Lactiplantibacillus
plantarum CNPCO001 against two reference strains (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028) and one from a
clinical isolate (Escherichia coli), representatives of the main microorganisms that indicate
contamination in food. After 24 h of cultivation in MRS, the L. plantarum CNPCO001 strain
was centrifuged (11000 x g, 10 min) three times to obtain the supernatants. One of the
supernatants was neutralized to pH 7.85 (SN) by addition of sterile 4N NaOH and the other
supernatant remained at unchanged pH (SI). The antibacterial activity of L. plantarum
CNPCO0O01 cultivation was also tested (CC). Aliquots of 100 uL of Mueller-Hinton broth
(MH) were distributed in the microplates, then different concentrations (50%, 25%, 12.5%,
6.25%, 3.12%) of the samples (SI, SN, CC) finishing with the addition of 100 pL of the
pathogen (1 x 10° CFU/mL) in all wells. The MH broth with the pathogen was used as a
turbidity control, the MH broth was used as a negative control and ciprofloxacin at 1 pg/mL
was used as a positive control. After incubation for 20 h at 35 + 2 °C, aliquots (10 puL) were
removed from the non-turbid wells to be sown on MH agar and specific agar, confirming the
morphology with Gram staining after incubation. The SI MIC obtained for the three
pathogens was 12.5%. All wells with SN and CC were cloudy, making it impossible to
identify the MIC of these samples. There was equality in the CBM results between SI and CC
for their respective pathogens, however there was a difference in the CBM with E. coli
(12.5%) and other pathogens (25%). Contamination indicators in food were not susceptible to
50% neutralized supernatant (SN). Therefore, this study showed that the SI and CC of L.
plantarum CNPCOO01 presented bacteriostatic and bactericidal activity against Gram-positive
and Gram-negative bacteria of food and clinical interest, possibly through the production of

organic acids.

Keywords: biopreservative; lactic acid; indigenous bacteria; probiotic.
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1 INTRODUCAO

Segundo as Nagdes Unidas, a estimativa populacional mundial para 2030 ¢ de 8,5
bilhdoes ¢ de 9,7 bilhdes em 2050 (United Nations, 2022). Diante disso, ha uma elevada
necessidade de aumento da produgdo de alimentos que atenda a esse numero populacional.
Porém, essa elevada demanda por produgdo alimenticia pode intensificar as condig¢des
inadequadas de transporte e de manuseio, associado a falta de higiene e saneamento basico
favorecendo a disseminacdo de patdgenos (Brasil, 2011). Dentre os principais agentes
bacterianos indicadores de contaminagdo alimentar estdo: Staphylococcus aureus, Salmonella
spp. € Escherichia coli (Bispo et al., 2022; Gallo et al., 2020). Alimentos contendo esses
microrganismos sdo um risco potencial ao consumidor tanto pela presenca do patdgeno como
das toxinas (Nascimento ef al., 2023).

Assim, produtos com conservantes naturais tornam-se mais atrativos e seguros quando
comparados a conservantes quimicos que podem acarretar algum dano ao consumidor e ao
produtor (Moreira, 2005; Vincenzi; Mendes; Mota, 2021). Neste contexto, bioconservantes
sdo microrganismos ou substancias produzidas por eles, capazes de inibirem a multiplicacdo
microbiana além de possuirem crescimento populacional competitivo, logo, possibilitando
prolongamento do tempo de armazenamento com maior seguranga (Stilles, 1996).

Dessa forma, existe um relevante interesse no desenvolvimento de alimentos contendo
bactérias laticas (BAL) como bioconservantes, principalmente as que possuem potencial
probidtico (Echegaray et al, 2023). Essas bactérias inibem a multiplicagio de
microrganismos deteriorantes e patogé€nicos em razao da producao e atividade de substancias
como acidos organicos, peroxido de hidrogénio, bacteriocinas e/ou outros metabolitos (Buriti;
Cardarelli; Saad, 2007; Rolim et al., 2015).

Além disso, a descoberta de novas bactérias laticas com ag¢do antimicrobiana podera
fortalecer o ramo de isolamento dos microrganismos € seus metabdlitos, possibilitando o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos (Beleza, 2022; Carvalho et al., 2023;
Miranda et al., 2021; Ribeiro, 2019; Silva, 2023; Spacova et al., 2023), com alternativas para
antibioticos ou sinergismo entre eles (Acharjee et al., 2022; Hanchi et al., 2017; Soltani, S. et
al., 2022). As bactérias laticas com acdo antimicrobiana em alimentos também podem
beneficiar o consumidor, industria alimenticia, pequenos e médios produtores pela atividade
inibitoria frente a patdgenos, com potencial surgimento de inovagdes tecnoldgicas nesse ramo

(Ribeiro et al., 2020; Shafique et al., 2022; Silva, 2021; Sulthana; Archer, 2021).
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Atualmente, ha vérios estudos in vitro que comprovam a atividade antimicrobiana de
diversas espécies de bactérias laticas da familia Lactobacillaceae, por exemplo, cepas de
Lactiplantibacillus plantarum. Dentre os patogenos inibidos estdo: Pseudomonas aeruginosa
multirresistente isolada de pacientes (Jamalifar ef al., 2011), E. coli isolada do trato urinério
de pacientes (Soltani, N. et al., 2022), Streptococcus pyogenes com reducdo da producao de
hemolisina (Rather et al., 2022), bem como bactérias patogénicas isoladas de alimentos, as
quais tiveram inibicdo potencializada pelo sinergismo entre probidticos e antibioticos
(Acharjee ef al., 2022). Além disso, bactérias laticas também exerceram efeito antibiofilme
formado por E.coli (Soltani, N. et al., 2022) e por S. pyogenes (Rather et al., 2022). Houve
também a comprovacado de atividade antibacteriana in vitro de L. plantarum CNPCO001 contra
S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e Salmonella enterica sorovar Typhimurium
ATCC 14028 (Galdino et al., 2023; Silva et al., 2022).

Portanto, diante do exposto sobre agdo in vitro de algumas espécies de bactérias laticas
e a necessidade de conhecimento da acdo bactericida de cepas pertences a familia
Lactobacillaceae, este trabalho teve como objetivo investigar a atividade antibacteriana da
cultura nativa potencialmente probiotica L. plantarum CNPCO001 contra microrganismos
indicadores de contaminagdo em alimentos (cepas de referéncia de S. aureus ATCC 25923 e
Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028, além de um isolado clinico de E.

coli).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana de Lactiplantibacillus plantarum CNPCO001, cepa
nativa potencialmente probidtica pertencente a cole¢do da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, contra duas cepas de referéncia (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028) e um isolado clinico
de FEscherichia coli, representantes de importantes microrganismos indicadores de

contaminagdo em alimentos.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

a) determinar as concentra¢des inibitéria minima (CIM) e bactericida minima
(CBM) do cultivo bacteriano de L. plantarum CNPCO001, assim como do seu
sobrenadante centrifugado com pH neutralizado e ndo neutralizado;

b) determinar a acidez tituldvel presente nos sobrenadantes centrifugados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Bactérias laticas (BALs)

As bactérias laticas sdo bastonetes ou cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos,
catalase-negativos e ndo formadores de endosporos. Abrange varios géneros (ex:
Lactobacillus, Lactiplantibacillus, Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus e Enterococcus),
sendo a maioria mesoéfilas, com poucas cepas termofilas, e conseguem se multiplicar em pHs
baixos, num intervalo de temperatura de 5 a 45 °C. As bactérias laticas podem ser
encontradas em diversos habitats: microbiota intestinal do ser humano, animais, incluindo
aves e insetos, produtos alimenticios, vegetais, vinhos, leite e carnes. Seu agrupamento em
“laticas™ ¢ baseado em caracteristicas bioquimicas (sdo chamadas assim por produzirem acido
latico a partir de agucares), e ndo taxondmicas, por isso ndo abrangem um Unico grupo
monofilético de bactérias, integrando bactérias benéficas e maléficas (Echegaray et al., 2023;
Forsythe, 2013).

Conforme o produto final da fermentacdo, as bactérias laticas sdo divididas em dois
grupos: homofermentativas e heterofermentativas. Para cadacarboidrato fermentado pelas
bactérias pertencentes ao grupo homofermentativas, sdo geradas moléculas de acido latico
como unico ou principal produto final, enquanto que as bactérias pertencentes ao grupo
heterofermentativas produzem diversos produtos finais que incluem acido latico, etanol, acido
acético e didxido de carbono (Florou-Paneri; Christaki; Bonos, 2013).

A atividade proteolitica dessas bactérias ¢ de suma importancia no ramo de lacteos
fermentados, pois € necessaria para a multiplicacdo das bactérias em leite e a degradacao de
suas proteinas (a caseina). Além disso, o metabolismo das proteinas e dos aminoacidos fazem
parte da maturagcdo de queijos, desenvolvimento de sabor e aroma caracteristicos. Também
produzem diacetil, que ¢ um composto fornecedor de aroma caracteristico da manteiga e
determinados iogurtes (Forsythe, 2013).

Dentre os metabolitos produzidos pelas bactérias laticas estdo moléculas que podem
atuar na inibicdo de patogenos, a exemplo de acidos organicos (ex: acido latico, acético,
benzdico), peroxido de hidrogénio e bacteriocinas (Forsythe, 2013; Stilles, 1996).

As BALs com propriedades probioticas, quando ingeridas em quantidades adequadas,
conferem beneficio a satide do hospedeiro (Florou-Paneri; Christaki; Bonos, 2013; Hill, et al.,
2014). Para serem consideradas como probidticas, necessitam comprovacdo de varios

requisitos dentre eles estdo: comprovagdo de seguranca, sobrevivéncia as condi¢des do trato


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lactobacillus
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gastrointestinal, permanecendo viaveis, capazes de se proliferarem e colonizar o intestino,
dessa forma garantindo a transferéncia dos efeitos benéficos ao hospedeiro (Brasil, 2021).
Devido aos seus beneficios a satide, sdo escolhidas para uso numa grande variedade de
produtos lacteos, a exemplo de sobremesas, leites fermentados e queijos (Almeida Neta ef al.,
2018; Galdino et al, 2021; Lima Junior, 2022), vegetais fermentados (Pereira, 2021),
produtos carneos fermentados (Fraqueza, 2015), pao fermentado (Costa, 2022), entre outros.
De acordo com as informagdes apresentadas, bactérias laticas probidticas que apresentam
atividade conservante poderiam permitir a obtengdao de duplo beneficio, ao produto e ao

consumidor.

3.1.1 Lactiplantibacillus plantarum CNPCO001

Lactiplantibacillus plantarum CNPCO001, isolada de produtos lacteos caprinos
coletados na regido Nordeste do Brasil, faz parte da “Colecao de Microrganismos de Interesse
para a Industria de Alimentos”, pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria -
EMBRAPA (Lopes Neto et al., 2022; Moraes et al., 2017). A espécie Lactiplantibacillus
plantarum ¢é representada por bastonetes Gram-positivos, ndo formadores de enddsporos e
imoéveis (Zheng et al., 2020).

Dentre as atividades exercidas pela cepa L. plantarum CNPCO001 em matriz lactea ja
elucidadas estdo: atividade proteolitica, capacidade acidificante, capacidade de coagular o
leite e produgdo de diacetil (Moraes et al, 2017), 6tima viabilidade, proxima ou acima de 8
log UFC/g, em leite fermentado em co-cultura com Streptococcus thermophilus (Galdino et
al., 2021) e em soros de leite caprino ou bovino fermentados (Lopes Neto ef al., 2022). Além
disso foi capaz de inibir in vitro patdgenos como Salmonella enterica sorovar Typhimurium
ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 (Galdino
et al., 2023; Silva et al., 2022) e inibir em matriz alimentar microrganismos contaminantes,

como coliformes e S. aureus (Silva; Alonso Buriti, 2023).

3.2 Bioconservantes

A bioconservacao ¢ um método natural utilizado para o prolongamento seguro do
tempo de armazenamento. Bioconservantes siao definidos como microrganismos ou
substancias por eles produzidas, capazes de inibirem a multiplicagdo microbiana além de

possuirem crescimento populacional competitivo na presenga de microrganismos indesejados
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(Stilles, 1996).

As bactérias laticas com esse potencial tornam-se populacdo dominante apds um
tempo ao serem adicionadas em diferentes alimentos (leite, vegetais salgados, cereais, carnes,
peixes, sucos de frutas). Isso ocorre devido a produgdo de metabdlitos no meio capazes de
inibirem a multiplicacio de outros microrganismos, tornando o local inapropriado a
sobrevivéncia e multiplicacdo desses microrganismos. As bactérias bioconservantes
promovem alteragdes sensoriais benéficas ao produto, a exemplo da textura e do sabor
(Muthuvelu et al., 2023; Pereira, 2021; Stilles, 1996).

A procura do consumidor por alimentos minimamente processados € com menos
aditivos quimicos pode criar um novo nicho de mercado, favorecendo a elaboracdo de
produtos com bioconservantes em substituicdo aos aditivos quimicos. Enfatiza-se que
métodos tradicionais de conservacdo (secagem, salga, defumacdo) e os métodos de
conservagdo desenvolvidos apos a revolucdo industrial (enlatamento, embalagem, aditivos
quimicos) com necessidade de conservar os alimentos produzidos em grande escala, podem
causar a perda de nutrientes, do sabor natural e, em certos casos, apresentar risco a saude do
consumidor (Muthuvelu et al., 2023; Stilles, 1996).

Os mecanismos de agdo dos metabolitos produzidos pelas BALs sdo variados. Os
acidos organicos fracos, por exemplo, inibem a multiplicagdo de células bacteriana e fingica
devido a presenca das moléculas do 4acido ndo dissociadas. Em solugdo, esses acidos sao pH
dependentes, pois em valores baixos de pHs apresentam uma atividade 6tima de inibigcao por
estarem em maior concentragdo na forma ndo dissociada, que ¢ permeavel a membrana
plasmatica. Uma vez dentro da célula, devido a neutralidade do citoplasma, esse acido
dissocia-se havendo acimulo de anions e cations. Em fungos, a inibicao pode ocorrer devido
o gasto de energia na restauracdo da homeostase célular gerada pelo estresse (Forsythe, 2013).

O peroxido de hidrogénio produzido por bactérias laticas pode causar oxidagdo da
membrana bacteriana, além de ativar o sistema de lactoperoxidase no leite fresco, causando a
formagao de ions de hipotiocianato, composto antimicrobiano (Forsythe, 2013; Freitas, 2013).

As bacteriocinas, de acordo com Forsythe (2013) e Machado (2023) podem ser
divididas em duas classes:

a) bacteriocinas de classe I (lantibidticos), que sdo pequenos peptideos de 19 a 38
aminoacidos de comprimento, com massa molar inferior a 5 kDa, produzidas
como peptideos precursores, e sofrem modificagdes pos-traducao;

b) bacteriocinas classe II, compostas por peptideos estaveis de massa molar inferior a

10 kDa, que ndo sofrem modificagdes pds-traducao.
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As bacteriocinas possuem como principal local de acdo a membrana celular bacteriana
(Machado, 2023) e sua associagdo com outro método (ex.: campo elétrico pulsado,
embalagem com atmosfera modificada) torna-se mais eficaz contra os microrganismos
(Muthuvelu et al., 2023).

As bacteriocinas de classe I (amplo espectro), em sua maioria, formam poros na
membrana citoplasmatica; contudo a condutividade e a estabilidade dos poros podem ser
aumentadas quando algumas moléculas de ancoragem presentes na membrana-alvo funcionam
como receptores. A nisina além de apresentar o mecanismo de atuagdo anterior, ainda pode
inibir a germinagdo de endodsporos, a sintese da parede celular e a atividade de enzimas
autoliticas. Ja as bacteriocinas de Classe II (espectro restrito) inibem o transporte de
aminoacidos e conduzem a despolariza¢ao por dissipacao da for¢a proton motora por meio de
sua inser¢ao na membrana plasmatica (Machado, 2023)

As bacteriocinas possuem outros mecanismos de a¢do contra o microrganismo-alvo ja
elucidados sao clivagem do DNA ou RNA e digestdo dos precursores de peptidoglicano
(Radaic et al., 2020). Elas podem ser usadas na conservacdo de alimentos como leite e
produtos lacteos, carnes, aves, produtos do mar e produtos de origem vegetal. Nao alteram a
qualidade nutricional e sensorial do alimento, apresentam a¢do bactericida ou bacteriostatica,
podendo ser uma alternativa natural a resisténcia microbiana a antibidticos, além de
apresentarem atividades de regulacdo da microbiota intestinal, e uso potencial na criagao de
animais, promovendo o seu crescimento saudavel e redugdo das infec¢des (Machado, 2023;
O’Connor et al., 2020; Vieco-Saiz et al., 2019).

Ha muito tempo se fala sobre a conservacao dos alimentos utilizando microrganismos
e seus metabolitos, porém, na atualidade, hd um maior conhecimento fisioloégico e genético
dos microrganismos candidatos a conservagao mostrando maior repertorio, funcionalidades e
caracterizagdo. A exemplo de microencapsulacdo e imobiliza¢do de bacteriocinas melhorando
sua vida util e estabilidade possibilitando prolongamento do tempo de armazenamento dos
alimentos, além da preservagdo da qualidade natural com novas estratégias tecnologicas

(Muthuvelu et al., 2023).

3.3 Principais microrganismos indicadores de contaminacio em alimentos

Os alimentos por serem ricos em nutrientes, sdao potenciais carreadores de
microrganismos patogénicos, que sdo uma ameaga a saude publica. Sua contaminacdo pode

ocorrer em qualquer parte da linha de producdo, transporte e preparo dos alimentos pelo
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individuo. Além disso, o aumento do nimero de refei¢cdes realizadas fora de casa ou o
consumo de refeigdes prontas requerem cumprimento de regras de higiene tanto para consumo
imediato quanto aos prazos de validade (Gallo et al., 2020).

As doengas veiculadas por alimentos podem ser causadas por bactérias, fungos,
parasitas, virus, dentre outros germes. A contaminagdo pode levar a intoxicag@o alimentar do
individuo (quando sdo ingeridas toxinas produzidas pelos microrganismos no alimento),
infeccdo alimentar (ingestdo de microrganismo patogénico presente no alimento), e
toxinfec¢do (ingestdo do patdgeno com suas substincias toxicas) (Bispo ef al., 2022). Porém
para gerar danos ao consumidor ¢ necessario conter no alimento a carga microbiana e
toxigénica minima necessaria para causar sintomas, um outro fator contribuinte sdo as
condig¢des do sistema imunologico do hospedeiro (Gallo et al., 2020).

De acordo com dados preliminares obtidos do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN), a maioria dos surtos de doencgas veiculadas por alimentos no Brasil foi
causada por Escherichia coli (32,3%), seguida de Salmonella spp. (10,9%) e Staphylococcus
spp. (10,8%) entre 2013 e 2022 (Brasil, 2023).

As bactérias Escherichia coli e Salmonella spp. pertencem a familia
Enterobacteriaceae. Sao bacilos Gram-negativos, anaerobios facultativos, que se multiplicam
de 7 a 48 °C, com temperatura 6tima em, aproximadamente, 36 °C, em valores de pH entre
4,5 ¢ 9,3 (Bispo et al., 2022; Noronha et al., 2019).

Até a presente data, apenas duas espécies diferentes compdem o género Salmonella, S.
bongori e S. entérica, englobando diversos sorotipos, porém havendo vérios ainda sem
classificagdo em nivel de espécie (U. S. National Library of Medicine, 2023). A maioria
destes sorotipos sdo patogénicos para o ser humano (Bispo et al., 2022).

A espécie E. coli ¢ um indicador de contaminagdo fecal nos alimentos, pois possui
como habitat normal o intestino humano e de outros mamiferos, fazendo parte do grupo de
coliformes. Algumas cepas sdo patogénicas podendo causar graves problemas a satude, a
exemplo de E. coli enteropatogénicas (EPEC), E. coli enterotoxigénicas (ETEC), E. coli
enteroinvasivas (EIEC) e E. coli enterohemorragicas (EHEC) (Bispo et al., 2022; Noronha et
al., 2019).

Staphylococcus aureus sdo cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos, encontrados
em varios locais e pertencem a familia Micrococcaceae. Suas toxinas sdao hidrossoliveis e
termorresistentes, permanecendo ativas mesmo apds a pasteurizacdo. Os intervalos de
temperatura e pH para multiplicagdo sdo os mesmos que os descritos anteriormente para

Salmonella spp. e E. coli (Bispo et al., 2022).
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4 METODOLOGIA

4.1 Local da Pesquisa

Os experimentos foram realizados no Nucleo de Pesquisa ¢ Extensdao em Alimentos
(NUPEA) do Centro de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Estadual da Paraiba, Campus
L.

4.2 Condicoes de ativaciio e cultivo da bactéria latica

Lactiplantibacillus plantarum CNPCO001 foi disponibilizada pela EMBRAPA na forma
liofilizada, tendo sido necessaria a realizacao de sua primeira ativacao, cultivando em 5 mL de
caldo de Man Rogosa e Sharpe (MRS) a 35 £ 2 °C por 24 h. Logo apos, foi realizada a
segunda ativagdo fazendo um novo cultivo transferindo 100 pL da primeira ativagdo para
tubos de vidro contendo 5 ml de caldo MRS, posteriormente incubados em estufa
bacteriologica a 35 £ 2 °C por 24 h. Desse modo, a bactéria estava apta a ser usada nos
ensaios seguintes.

Com intuito de manter a bactéria latica viavel durante todo o experimento, foram
realizados repiques a cada 20 dias, transferindo-se 100 pL do contetido do tubo de ensaio
(MRS + bactéria latica ativa) para outro tubo contendo 5 mL de caldo MRS, com as mesmas
condig¢des de cultivo. Em seguida, o repique foi armazenado em refrigerador a 4 = 2 °C para

conservacao.

4.3 Condicoes de cultivo e manutencao dos microrganismos indicadores de contaminacio

Para estabelecer a atividade antibacteriana da cepa nativa, foram utilizadas duas cepas
de referéncia — Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar Typhimurium ATCC 14028 — e um isolado clinico — Escherichia coli — , cedidas
pelo Laboratorio de Microbiologia Basica do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Estadual da Paraiba, Campus I. Essas cepas foram repicadas em agar
Mueller-Hinton (MH), posteriormente incubadas a 35 + 2 °C por 24 h e armazenadas sob
refrigeragdo 4 + 2 °C para conservagao. A cada 20 dias fez-se um novo repique semeando em
agar MH, mantendo as mesmas condi¢des de cultivo e armazenamento. Para a garantia da
pureza dos microrganismos ao longo dos repiques, as colonias caracteristicas de S. aureus,

Salmonella spp. e E. coli foram avaliadas nos meios seletivos especificos agar manitol
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salgado, agar diferencial RajHans, e agar Levine eosina azul de metileno (EMB),

respectivamente.

4.4 Padronizacao dos indculos

Preparou-se suspensdes dos patogenos em solucdo salina a 0,85% para padronizar a
concentracdo de indculo. A turbidez dessas suspensdes foram ajustadas conforme o padrio
0,5 da escala de McFarland, obtendo-se 10* UFC/mL a 2 x 10® UFC/mL. As suspensdes
foram diluidas e padronizadas (100 pL da suspensdao em 9,9 mL de solucdo salina 0,85%),
obtendo-se concentragdo final de indculo bacteriano de aproximadamente 1 x 10° UFC/mL.
Os protocolos referentes a padronizacdo dos cultivos dos microrganismos indicadores de
contaminag¢do seguiram a metodologia do Clinical and Laboratory Standards Institute (2012).

Na padronizagdo da cultura latica nativa realizou-se dilui¢des seriadas, em solugdo
salina 0,85%, do cultivo prévio em MRS, que foram plaqueadas em triplicata para a
determinagdo das unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). Colocou-se 1 mL
das diluicdes em placas de Petri estéreis, onde foram adicionados 20 mL de dgar MRS
acidificado a pH 5,4 fundido e resfriado (técnica de pour plate). Apés a adigdo do meio de
cultura, as placas foram homogeneizadas e incubadas por 48 h a 35 + 2 °C. Os cultivos

contabilizaram 1,9 x 10* UFC/mL de L. plantarum em caldo MRS.
4.5 Preparo do sobrenadante centrifugado

A fim de avaliar a atividade antibacteriana da cepa L. plantarum CNPCO001,
utilizou-se o sobrenadante centrifugado com pH inalterado (SI) e o sobrenadante centrifugado
neutralizado a pH 7,0 (SN). Para a obtencdo desses sobrenadantes, o cultivo de células foi
centrifugado a 11000 x g por 10 minutos a 25 °C (Fernandes, 2019). Apos esse tempo, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo tipo Falcon estéril e centrifugado. Este processo
foi repetido trés vezes com intuito de retirar o maximo de células possiveis do sobrenadante,
as quais poderiam interferir na turvagdo do caldo no ensaio em microplaca.

A obtencdo do sobrenadante centrifugado com pH neutralizado (pH final 7,85),

ocorreu por adicdo de NaOH a 4 N estéril.

4.6 Determinacio da atividade antibacteriana da bactéria latica
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A atividade antibacteriana de L. plantarum CNPCO001 foi determinada em duas etapas.
Na primeira etapa fez-se o teste de microdiluicido em caldo MH utilizando microplacas
estéreis de fundo chato de 96 pocos, determinando a concentragao inibitoria minima (CIM). Ja
na segunda etapa, plaqueou-se aliquotas de pocos que ndo apresentaram turvacdo no tempo
determinado.

Na primeira etapa, foram distribuidos 100 pL do caldo Mueller Hinton (MH) nos
pocos para a realizagcdo das dilui¢des seriadas, aos quais foram adicionados 100 pL do SI, do
SN e do caldo com cultivo de células (CC) nos primeiros pogos de cada série (50%), seguidos
de homogeneizacgao e retirada de 100 puL para o segundo poco (25%) e assim sucessivamente
para as demais concentragoes (12,5%, 6,25% e 3,12%). Por fim, adicionou-se em cada pogo
100 pL da suspensdo bacteriana dos patdgenos previamente ajustada a 1 x 10° UFC/mL,
atingindo volume final de 200 pL. Como controle de crescimento populacional bacteriano e
de turbidez, foram utilizados 100 pL de caldo MH estéril e 100 pL do inéculo de cada
patdgeno. Ja no controle negativo havia 200 pL de caldo MH estéril sem microrganismos. O
controle positivo inibitorio possuia 100 pL do indculo patogénico e ciprofloxacino a 1 pg/mL.
Tanto as amostras como os controles (de turbidez, negativo e positivo) foram preparados em
triplicatas. A incubagdo das microplacas ocorreu por 20 h a 35 + 2°C em condi¢des aerdbicas
para a determinacdo da CIM, a qual ¢ definida como a menor concentragao da substancia
antimicrobiana capaz de inibir a multiplicagdo visivel (auséncia de turbidez) do
microrganismo. O ensaio de microdiluicdo, conforme descrito, seguiu os procedimentos
Clinical and Laboratory Standards Institute (2012).

Depois de avaliado os resultados da primeira etapa, dos pogcos que continham o
sobrenadante SI e SN ja& testados, aliquotas de 10 pL foram retiradas, as quais foram
plaqueadas em dgar MH. Quando as aliquotas foram retiradas dos pogos que continham o
cultivo de cé€lulas de L. plantarum CNPCO001 em caldo MRS (CC), os plaqueamentos foram
realizados nos meios diferenciais para cada patogeno (dgar manitol salgado, dgar diferencial
RajHans, e 4gar Levine EMB, respectivamente para S. aureus, Salmonella spp. e E. coli) de
modo que houvesse apenas a multiplicacdio dos microrganismos indicadores, sem a
multiplicag@o da bactéria latica.

A visualizacdo da presenga ou auséncia de colonias nas placas da segunda etapa foi
efetuada apds o cultivo nas mesmas condi¢des de tempo (20 h) e temperatura (35 £+ 2°C) para
S. enterica ATCC 14028 e E. coli. Para S. aureus ATCC 25923 o cultivo foi de 48 h a 35 +
2°C. A partir desses resultados, foi determinada a concentragdo bactericida minima (CBM)

das amostras utilizadas (SN, SI e CC), definindo-se como CBM a menor concentracao da
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amostra capaz de eliminar o patdgeno, inibindo totalmente sua multiplica¢do na superficie do

agar (Fernandes, 2019).

4.7 Determinacao da acidez titulavel expressa em acido latico

Com o proposito de investigar se havia relacdo da acidez do sobrenadante com a agao
antimicrobiana, realizou a acidez titulavel do sobrenadante SI. Depois do preparo do cultivo
de L. plantarum CNPCO001 descrito no item 4.2, ocorreu a centrifugagdo (conforme descrito
no item 4.5) e, em seguida, titulou-se o sobrenadante em um frasco Erlenmeyer utilizando
NaOH a 0,1 N como agente titulante e fenolftaleina como indicador.

Para expressar a quantidade de acido latico em mg/100 puL de sobrenadante, fez uso da
seguinte equagdo (1):

Acido latico (mg/100 pL)=(V x € x F x PM) + (VP x n X 10) (1)

onde:

V' = volume da solugdo de hidréxido de sédio gasto na titulagdo em mL

C = concentragao da solugao de hidroxido de s6dio em moles/L

F = fator de correcdo da solucao de hidroxido de sédio

PM = peso molecular do acido correspondente em g (acido latico = 90)

VP = volume pipetado em mL

n =numero de hidrogénios ionizéveis (acido latico = 1)

4.8 Morfologia das bactérias e identificacao por meio da coloragio de gram

Como o sobrenadante foi apenas centrifugado e nao esterilizado por filtragdo, houve
necessidade de efetuar a coloracdo de Gram das colonias presentes no agar MH (2% etapa)
para confirmac¢do dos microrganismos indicadores de contaminacao presentes. Foram usadas
as seguintes caracteristicas: Staphylococcus aureus ATCC 25923 (cocos gram-positivos),
Salmonella enterica ATCC 14028 (bastonetes gram-negativos) e Escherichia coli (bastonete
gram-negativo). Para avaliacdo da multiplicacdo de L. plantarum CNPCO001, sua caracteristica
na coloragdo de Gram deve ser apresentada como bastonete gram-positivo. A técnica
empregada foi a descrita no manual de Microbiologia Clinica para o Controle de Infecgdo

Relacionada a Assisténcia a Saude (Brasil, 2013).
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacao da capacidade antibacteriana da bactéria latica

O método de microdilui¢do em caldo MH com posterior semeio de aliquotas em agar
advinda de pocos ndo turvos foi o método empregado para avaliacao da atividade bactericida
do cultivo de células (CC), do sobrenadante centrifugado de pH neutralizado (SN) e do
sobrenadante centrifugado de pH inalterado (SI). Com esses métodos foi possivel determinar
a concentragdo inibitdria minima e a concentragcdo bactericida minima de cada amostra
testada.

Na Figura 1 ¢ ilustrada a concentragdo inibitdria minima (CIM) do SI em 12,5% nas
microplacas dos trés microrganismos indicadores de contaminag¢ao alimentar, pois foi a menor

concentragdo que resultou em auséncia de turvagao.

Figura 1 — Determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) do sobrenadante
centrifugado de pH inalterado (SI), do sobrenadante centrifugado de pH

neutralizado (SN) e do cultivo de células (CC)
CIM CIM CIM

Concentracdes

D

ST %
)
(ofe)

)0 €

SN : Q

< & O

Salmonella enterica sorovar S. aureus ATCC 25923 E. coli
typhimutium ATCC 14028

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
T: Controle de turbidez.

CN: Controle negativo.

CP: ontrole positivo.
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A auséncia de turvagdo indica inibicdo do crescimento exponencial rapido do
patogeno. Por outro lado, observou-se turvagdo em todos os pocos do SN e do cultivo de
células, ndao sendo possivel a determinagao da CIM dessas amostras.

A Figura 2 mostra a atividade bactericida desempenhada pelo SI nas concentragdes de
25% e 50%, porém houve a presenca de coldnias nas placas de S. enterica ATCC 14028 e S.
aureus ATCC 25923 em 12,5%. Também houve presenga de coldnias nas placas de E. coli
(pequenas coldnias, imperceptivel na imagem) em 12,5%. Uma vez que o sobrenadante ndo
foi filtrado, havia possibilidade dessas colonias serem bactérias laticas que ndo foram
totalmente eliminadas pela centrifugagdo. Por isso fez-se a coloragdo de Gram das coldnias
contidas nas trés regides do agar MH 12,5%, cujo resultado das laminas coradas resultou na
identificacdo de bacilos Gram-negativo (Figura 3A), cocos Gram-positivo (Figura 3B) e
bacilos Gram-positivo (Figura 3C) atribuindo a CBM de 25% do SI a S. enterica ATCC
14028 e S. aureus ATCC 25923.

Figura2 — Avaliagdo da concentragdo bactericida minima (CBM) do sobrenadante
centrifugado de pH inalterado (SI) em dagar Mueller-Hinton de diferentes

patogeno

Fonte: Propria autora, 2023.

A.1, A.2; A.3: Suscetibilidade da S. enterica ATCC 14028 as concentragdes de 50 %, 25 % e 12,5 % do SI.
B.1; B.2; B.3: Suscetibilidade de S. aureus ATCC 25923 as concentrac¢des de 50 %, 25 % e 12,5 % do SI.
C.1, C.2, C.3: Suscetibilidade da E. coli as concentragdes de 50 %, 25 % e 12,5 % do SI.
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Figura 3 — Fotomicrografia de Gram das bactérias crescidas em dgar MH com SI 12,5%

Salmonella
enterica ATCC 14028 S. aureus ATCC 25923 L. plantarum CNPC001

Fonte: Propria autora, 2023.

A: Bactérias Gram-negativas isoladas da placa com 12,5% do SI em S. enterica ATCC 14028.
B: Bactérias Gram-positivas isoladas da placa com 12,5% do SI em S. aureus ATCC 25923.
C: Bactérias Gram-positivas isoladas da placa com 12,5% do SI em E. coli.

Na lamina de E. coli havia bacilos Gram-positivo sinalizando que a centrifugacao,
apesar de ter sido repetida trés vezes, ndo foi o suficiente para separar todo o indculo de L.
plantarum CNPCO001 do caldo.

Na Figura 4 ¢ exibido o resultado da CBM do SN e suas respectivas confirmagdes dos
patdgenos por meio da coloragdo de Gram. Comprovou-se pela coloragdo das bactérias que o
SN ndo possuiu atividade inibitdria sobre os patégenos em nenhuma das concentragdes

testadas.
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Figura4 — Suscetibilidade de S. enterica ATCC 14028, S. aureus ATCC 25923 e E.coli a
50% do sobrenadante centrifugado de pH neutralizado (SN)

" = E -

Salmonella
ica ATCC 14028

Fonte: Propria autora, 2023.

A: Crescimento de S. enterica ATCC 14028 em agar MH e sua coloragéo.
B: Crescimento de S. aureus ATCC 25923 em agar MH e sua colorag@o.
C: Crescimento de E. coli em agar MH e sua colorag@o.

O mesmo comportamento do SI no dgar MH repetiu-se com o cultivo de células em
agar seletivo (Figura 5). Ocorreu a multiplicacdo da S. enterica ATCC 14028 em 12,5% com
20 h de incubagdo. Por outro lado, nas placas de S. aureus ATCC 25923 foram notadas
minusculas colonias em 12,5%, cuja multiplicacdo do patdogeno confirmou-se com 48 h de

incubacdo (Figura 5B.3). Nas placas de EMB ndo houve crescimento de coldnias.
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Figura 5 — Suscetibilidade de S. enterica ATCC 14028, S. aureus ATCC 25923 e E.coli a

diferentes concentracdes do cultivo de células de L. plantarum CNPCO001

Fonte: Propria autora, 2023.
A.1, A2, A3, A4: Placas de Petri com agar diferencial para Salmonella spp.
B.1,B.2, B.3, B.4: Placas de Petri com agar manitol salgado.

C.1,C.2,C.3, C.4: Placas de Petri com agar Levine EMB.

Com os resultados obtidos (Tabela 1) nota-se que os trés indicadores de contaminagao
alimentar foram suscetiveis a atividade antibacteriana do SI e do CC, exceto do SN onde
houve crescimento do patdégeno em todas as concentragdes da amostra, comprovado pela
coloracdo de Gram. As CIMs do SI foram iguais (12,5%) entre os trés indicadores, porém
diferiram na CBM. A CBM de E. coli foi 12,5%, enquanto que para os outros dois patdogenos
foi de 25%. Para o CC, as CBMs obtiveram os mesmos valores do SI e devido ao crescimento
da bactéria latica no meio ndo foi possivel determinar a CIM dessas amostras, pois todos os

pogos turvaram apds a incubagao.
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Tabela 1 — Percentual (%) da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentraciao
bactericida minima (CBM) dos sobrenadantes centrifugados obtidos de L.

plantarum CNPCO001 e do cultivo de células de L. plantarum CNPC001

Salmonella enterica Staphylococcus aureus Escherichia coli
Amostras ATCC 14028 ATCC 25923 (isolado clinico)
CIM (%) CBM (%) CIM (%) CBM (%) CIM (%) CBM (%)
ST 12,5 25,0 12,5 25,0 12,5 12,5
SN - - - - -
CC N.D. 25,0 N.D. 25,0 N.D. 12,5

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Nota: — Atividade inibitoria ausente em até 50% do SN.
N.D.: Néo determinado.

CIM: Concentragao inibitoria minima.

CBM: Concentragdo bactericida minima.

SI: Sobrenadante centrifugado com pH inalterado.

SN: Sobrenadante centrifugado com pH neutralizado.
CC: Cultivo de células de L. plantarum CNPCOOL.

5.2 Determinacao da acidez titulavel expressa em acido latico

Diante da atividade antibacteriana exercida pelo SI e inefetividade do SN fez-se
necessario determinar a acidez titulavel para a estimativa da quantidade de 4cido latico por
puL. Com isso, obteve-se 1,73 mg de acido latico por 100 puL do sobrenadante centrifugado de
pH inalterado, estimando as concentracdes de acido latico presentes nos pocos demonstradas

na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores de acido latico em mg/100 pL. (média + desvio padrao) nas diferentes

concentragdes de sobrenadante utilizados no presente estudo

Sobrenadante Acidez titulavel (mg de acido lactico/100 pL)
100% 1,734 £ 0,46
50% 0,867 = 0,023
25% 0,433 +£0,012
12,5% 0,217 + 0,006
6,25% 0,108 + 0,003
3,12% 0,054 + 0,001

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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6 DISCUSSAO

6.1 Determinacao da atividade antibacteriana da bactéria latica

Em concordancia com o presente estudo, Fernandes (2019) mostrou o potencial
antibacteriano do sobrenadante livre de células de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 e
Lacticaseibacillus rhamnosus ATCC 9595 (anteriormente Lactobacillus rhamnosus ATCC
9595) contra cepas (P12, P25, P35, P36) de E. coli farmacorresistentes. As CIMs e CBMs
encontradas do sobrenadante para a cepa P35 foram iguais aos valores obtidos neste trabalho
(CIM de 12,5% e CBM de 25%). Resultados similares foram evidenciados por Danilova et al.
(2019) com sobrenadante livre de células de L. plantarum frente a S. aureus ATCC 25923 ¢ E.
coli ATCC 25922, enquanto que Evangelista et al. (2021) demonstraram que o sobrenadante
de cepas de L. plantarum exibiu a¢do inibitoria, com CIM de 12,5%, contra cepas de S.
enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028), Gallinarum (AL 1133) e
Enteritidis (33SUSUP, 9SUSP, 56301, CRIFS 1016).

No presente estudo, as CBMs diferiram entre os patdégenos (E. coli com 12,5%; S.
aureus ATCC 25923 e S. enterica ATCC 14028 com 25%). Essa diferenca pode ser justificada
pela padronizagdo dos patégenos com escala visual de McFarland. Esse método, por ser
subjetivo, pode gerar variagdo na padronizacao dos indculos. Foi verificado que as suspensoes
bacterianas padronizadas e diluidas na propor¢ao de 1:100, mantidas sob refrigeragdao por 24
h, estavam em concentragdes diferentes. E. coli estava a uma concentragio de 1,65 x 10°
UFC/mL (concentragdo adequada), S. enterica ATCC 14028 e S. aureus ATCC 25923
estavam em uma concentra¢do superior a estabelecida com 4,04 x 10° UFC/mL e 3,14 x 10°
UFC/mL, respectivamente. Causando, assim, uma CBM maior.

Analisando os resultados da CBM entre o SI e o CC percebe-se que ndo houve
diferenga entre eles, indicando que a presenca da cepa (L. plantarum CNPCO001) ndo causou
alteragcdo na atividade bactericida com o método empregado e que as substincias
antibacterianas estavam presentes no sobrenadante. Por isso, ao neutralizéd-lo (SN), o mesmo
ndo exibiu atividade bactericida nem bacteriostatica, indicando, portanto, possivel acdo dos
acidos organicos presentes no sobrenadante, cuja neutralizagdo anulou seu efeito (Forsythe,
2013; Presser; Ratkowsky; Ross, 1997).

Estudos mostram que o pH do meio influencia a propor¢ao de acidos dissociados e
ndo dissociados, além de aumentar o pH minimo inibitério com a presenga de acido latico

(Forsythe, 2013). Presser, Ratkowsky e Ross (1997) avaliaram a multiplicacdo de E. coli ndo
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patogénica em fun¢do do pH e concentrag¢do de acido latico ndo dissociado, concluindo que a
inibigdo do crescimento populacional foi proporcional a concentragdo de acido latico nao
dissociado e que o pH minimo o qual ocorre a multiplicagdo da E. coli foi aumentado. Em
outro estudo, Presser, Ratkowsky e Ross (1998) mostraram a influéncia da temperatura,
atividade de 4gua, pH e concentragdo de acido latico ndo dissociado atuando sinergicamente
no pH minimo de multiplicacao.

Empregando a mesma metodologia do presente estudo, Fernandes (2019) ao
neutralizar o sobrenadante livre de células de L. acidophilus ATCC 4356 e L. rhamnosus
ATCC 9595 também ndo obteve éxito na atividade inibitéria. O mesmo ocorreu com
Evangelista et al. (2021) em algumas cepas de Salmonella spp. (serovar Gallinarum AL 1133
e serovar Enteritidis 33SUSUP). No presente estudo, provavelmente houve auséncia de
atividade inibitoria de bacteriocinas nos sobrenadantes utilizados, fato indicado pela auséncia
de inibi¢do dos patogenos pelo sobrenadante neutralizado. Tal fato pode ser justificado por
Zheng et al. (2014), os quais relatam que apenas algumas cepas isoladas produziram
bacteriocinas.

O cultivo de células de L. plantarum CNPCO001 demonstrou capacidade inibitoria
contra S. enterica ATCC 14028, S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922 in vitro
utilizando a técnica de perfuragdo de dgar em pogos (Galdino et al., 2023; Silva et al., 2022),
porém nesses estudos nao foi pesquisada a concentragdo minima necessaria para inibir ou
eliminar o patdégeno. Sabe-se também que essa cepa, potencialmente probidtica, possui bom
desempenho como bioconservante, visto que, ao adiciond-la em leite cru, foi capaz de reduzir
significativamente a carga de coliformes a 35 °C e a 45 °C, S. aureus e E. coli ao longo de 28
dias de armazenamento, além de aumentar a acidez do meio devido a producdo de acidos

organicos (Silva; Alonso Buriti, 2023).

6.2 Determinacio da acidez titulavel expressa em acido latico

O 4cido latico tem sido o acido organico isolado em maior quantidade nos
sobrenadantes obtidos do cultivo de diferentes cepas de Lactiplantibacillus plantarum, tendo
isto ocorrido para as cepas LUC0219, LYC0289 e LYC1031 no estudo de Chen et al. (2021) e
para Lp03, Lp289, and Lp291 no estudo de Selis et al. (2021). No presente estudo, a
concentracdo de acido latico no SI foi de 1,733 mg/100 uL. A partir disso, estima-se que, para
inibir a multiplicagdo dos patdgenos a uma concentragdo de, aproximadamente, 5 x 10°

UFC/mL, foi requerida a concentracdo de 0,217 mg de acido latico/100 pL (CIM) e, para
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eliminar o patdgeno, foi necessaria a concentracdo de 0,433 mg de 4cido latico/100 pL

(CBM).
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7 CONCLUSAO

Foi evidenciado nesse estudo que o sobrenadante centrifugado de pH inalterado e o
cultivo de células de Lactiplantibacillus plantarum CNPCO001 apresentaram atividade
bacteriostatica e bactericida contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativas de interesse
alimentar e clinico (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar Typhimurium ATCC 14028 14028 e Escherichia coli). Diante das diferengas dos
resultados obtidos para os sobrenadantes neutralizado e sem a neutralizagao, conclui-se que,
possivelmente, a inibi¢do ocorreu devido a presenga de acidos organicos produzidos por L.
plantarum. Dessa forma, o presente estudo contribuiu para reforgar o potencial desta cepa
nativa como um promissor bioconservante, que podera atuar na produgdo de alimentos, porém
o uso da bactéria latica em questdo ndo isenta a utilizagdo das medidas de higiene em toda a
cadeia de producao, transporte € manuseio.

Além disso, espera-se que esses novos resultados para L. plantarum CNPCO001
contribuam para o incentivo de pesquisas futuras de investigagao, implementacdo e producao
de bioconservantes, bem como para o uso dessa cultura, de outras cepas probioticas, e dos
metabolitos por elas produzidos, em alimentos funcionais inovadores, disponibilizando-os

para a sociedade.
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