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RESUMO

Atualmente, as bactérias acido lacticas (BALs) sdo amplamente estudadas na
area de bioconservantes e probidticos. A bioconservagao é uma tecnologia que
faz uso de microrganismos e/ou seus metabdlitos com objetivo de aumentar a
vida de prateleira, reduzir o uso de conservantes quimicos e garantir a
segurancga dos alimentos. Os probiéticos sdo microrganismos nao patogénicos
que, quando ingeridos, sdo capazes de atingir o intestino em quantidades
suficientes para conferir beneficios para a saude dos individuos. Neste
contexto, o presente trabalho teve o objetivo de isolar BALs com potencial
antimicrobiano e probidtico a partir da flora de residuos de frutas e hortaligas.
As culturas bacterianas foram isoladas de residuos de vegetais, utilizados nas
aulas praticas da disciplina de tecnologia de frutas e hortalicas ministradas no
curso técnico em Agroindustria, a citar: abobora (ABO), maca (MA), abacaxi
(ABA), goiaba (GO), banana (BAN) e batata doce (BD). A avaliacdo do
potencial antimicrobiano foi avaliado frente aos patdgenos: Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella enterica e Staphylococcus
aureus. Posteriormente, as culturas que apresentaram maior espectro
antimicrobiano foram submetidas ao teste de toleréncia a pH acido (2,0 e 3,0).
Um total de 40 culturas de BALs foram isoladas. Em geral, verificou-se culturas
com forte inibicdo frente aos patégenos testados (cinco culturas frente a S.
enterica; cinco culturas frente a E. coli; trés culturas frente S. aureus e
nenhuma cultura frente a L. monocytogenes). Posteriormente, as culturas “ABO
02”, “MA 06”, “BAN 4”7, “GO 05", que apresentaram halos de forte inibicao
(>10mm) frente a dois ou mais patégenos avaliados, foram submetidas ao teste
de resisténcia a pH acidos. As quatro culturas avaliadas se apresentaram
resistentes a permanéncia em pH 2,0, e 3,0 durante 3 h. Os resultados do
presente estudo demonstram que as quatro culturas de BALs selecionadas
apresentam potencial antagbnico principalmente para os patdégenos
Gram-positivas testados: S. enterica e E. coli. Adicionalmente, as culturas
selecionadas apresentaram resisténcia em pH acido, sendo este um
pré-requisito para culturas probidticas. Portanto, as quatro culturas
apresentaram-se como potenciais culturas biopreservantes e probiéticas.

Palavras-chave: bactérias acido-laticas, probioticos, atividade antimicrobiana.
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1. INTRODUGAO

Atualmente, existe uma evidente mudan¢a no mercado de alimentos,
associado ao crescente aumento de consumidores que reconhecem a
importancia positiva entre dieta e saude (Freire et al., 2021). Neste cenario,
surgem os alimentos com probidticos e que fazem uso de bioconservantes.

Os probidticos sdo definidos como "microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a
saude do hospedeiro" (FAO/WHO, 2002; Hill et al., 2014). Varios estudos
relatam que a manutengdo de uma microbiota intestinal saudavel esta
diretamente relacionada a efeitos protetores frente a disturbios do trato
gastrointestinal (TGI) (Chuluck et al., 2023).

A bioconservagdo surge como uma alternativa interessante para
inibicdo do crescimento microbiano em alimentos, prevenindo ou
minimizando a adaptacéo de patdogenos as condigbes de estresse aplicadas
para o controle de microrganismos em alimentos (Cancella et al., 2024).

Esta alternativa de conservagao de alimentos faz uso da capacidade
antimicrobiana natural que alguns microrganismos e/ou seus metabdlitos
possuem. A bioprotegdo tem como objetivo estender a vida util, aumentar a
seguranga, minimizar as perdas nutricionais e as alteragbes sensoriais de
alimentos pereciveis (Garcia et al., 2010).

Considerando estes fatos, sabe-se que bactérias acido laticas (BALS)
pertencentes a microflora de vegetais, possuem potencial probidtico, tendo
destaque para os géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e
Lactococcus. Além disso, as BALs tém sido amplamente estudadas devido a
sua capacidade de produzir substancias com atividades antimicrobianas,
dentre as quais se destacam as bacteriocinas (Cancella et al., 2024).

As bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas sintetizados
ribossomalmente de potente acao antimicrobiana contra uma diversidade de
microrganismos. Existem diversos relatos de bacteriocinas com atividade
contra patdégenos de interesse como contaminantes de alimentos, a citar
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Salmonella enterica, bem como contra

bactérias e fungos deterioradores e produtores de micotoxinas



(Cubillo-komarovova et al., 2024) evidenciando o potencial de aplicagado
destes compostos como conservantes de alimentos.

Considerando tais aspectos, € evidente a necessidade de estudos que
busquem o isolamento e estudo de BALs, como instrumentos de obtencao de
novas solugdes para conservagao de alimentos e formulagao de alimentos
que propiciam bem-estar a saude do consumidor. Assim, o presente estudo
propde o isolamento e avaliagdo do potencial probidtico e antimicrobiano de
bactérias acido lacticas isoladas de residuos do processamento de vegetais.

As frutas e hortalicas tém sido sugeridas como uma fonte alternativa
para o isolamento de BALs, tendo em vista que este grupo de bactérias
representa parte consideravel de sua microbiota (Di Cagno et al., 2010).
Diversos estudos evidenciam que cepas de BALs isoladas de frutas sao
amplamente resistentes ao suco gastrico e a bile artificiais, justificando um
potencial promissor do uso de vegetais como fonte de microrganismos
probioticos (Garcia et al., 2016; Garcia-Ruiz et al., 2014; Higashikawa et al.,
2010; Léon-Romero et al., 2016).

As BALs em geral sado classificadas como “Geralmente Reconhecidos
como Seguros“ (GRAS) por ndo estarem associadas a etiologia de nenhuma
doenga, e em fungdo do seu longo histérico de uso como culturas iniciados
em alimentos. Adicionalmente, varios estudos comprovam que diferentes
géneros de BAL possuem capacidade antagbnica frente a bactérias
patogénicas e deteriorantes de interesse em alimentos (Kegele et al., 2023).

A aplicacdo de BALs na bioconservagao torna-se ainda mais
interessante se considerado que estas bactérias sao responsaveis pelo
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais de uma ampla variedade de
produtos fermentados e curados (Antdnio; Borelli, 2020). O status de GRAS
das BALs viabiliza seu uso como probidéticas utilizadas como suplementos ou
adicionadas em matrizes alimentares.

Os probioticos ja foram avaliados como moduladores para tratar ou
para evitar disturbios de saude intestinal, auxiliar na reducdo da pressao
arterial em individuos hipertensos e modular positivamente o metabolismo em
quadros de diabetes tipo 2, melhorando a resisténcia a insulina (Dos Santos
et al., 2020).
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Considerando os aspectos expostos, as BALs isoladas de alimentos de
origem vegetal possuem potencial para uso na industria de alimentos como
culturas bioconservantes e probioticas que podem ser ingeridos como
suplementos ou incorporados em matrizes alimentares (Lopes; Bastos;
Rebello, 2023). Existe, portanto, a possibilidade de sua utilizagdo em produtos
biolégicos com capacidade fermentativa, conservante e benéfico a saude.

Portanto, o objetivo geral deste trabalho foi isolar bactérias acido laticas
com potencial bacteriocigénico e probidtico a partir de subprodutos da industria
processadora de vegetais. Enquanto isso, os objetivos especificos foram: isolar
e caracterizar a microbiota lactica presente em residuos oriundos do
processamento de frutas e hortalicas; avaliar a capacidade antimicrobiana das
bactérias lacticas isoladas frente a patdégenos de interesse alimentar e

investigar o potencial probidtico das bactérias lacticas isoladas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias acido laticas

As bactérias acidas laticas (BAL) foram isoladas pioneiramente pelo
pesquisador Joseph Lister a partir de uma amostra de leite em 1873, sendo
classificadas como Bacteriumlactis (Salminen, Wrigth, 1993). Podem ser
encontradas em meios ricos em nutrientes, tais como trato gastrointestinal,
urogenital, em alimentos fermentados como leite, carne e graos (Freire et al.,
2021).

Sao caracterizadas por metabolizar carboidratos e produzem &acido
latico, possuem morfologia variada, podendo ser cocos ou bastonetes com
células simples, estando dentro do grupo das bactérias Gram-positivas, nao
produtoras da enzima catalase, ndo esporuladas, geralmente sem motilidade
e anaerdbias facultativas, podem ser homofermentativas - quando produzem
unicamente acido latico - ou heterofermentativas - quando produzem outros
compostos (Lopes; Bastos; Rebello, 2023; Kegele et al., 2023).

As BALs podem ser mesdfilas - com crescimento 6timo entre 30° C e 37°
C - ou termdfilas - com temperatura 6tima entre 42° C e 50 °C. Sao capazes de
produzir compostos interessantes para a industria de alimentos, como enzimas
com potencial tecnologico para melhoramento sensorial, acidos organicos e
bacteriocinas (Giazzi et al., 2020).

As bactérias laticas sao importantes culturas na produgcao de alimentos,
seja como iniciadoras, seja como adjuntas. Suas caracteristicas podem ser
uteis na produgcdo de alimentos diversos, como derivados lacteos, sucos
fermentados e produtos carneos (Antbnio; Borelli, 2020). Quando
administradas em quantidades adequadas, as BALs constituem importantes
efeitos na saude humana.

Dentre as vantagens do consumo destas culturas estdo a modulagao da
imunidade diante do melhoramento da microflora intestinal, restabelecimento
de homeostase microbiana, protecao epitelial intestinal, retardo de sintomas de
intoleréncia a lactose e efeito antitumoral (Freire et al., 2021). Para além disso,

também destaca-se o seu potencial de inibigdo de microrganismos, seja pela
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producdo de metabdlitos extracelulares, seja pela disputa nutricional, o que
lhes faz ser um grande alvo para a industria de alimentos seguros (Lopes;
Bastos; Rebello, 2023).

2.2 Bacteriocinas

Bacteriocinas sédo peptideos sintetizados ribossomicamente por células
bacterianas e liberados no meio extracelular, estes peptideos sdo dotados de
atividade bactericida ou bacteriostatica e representam uma interessante
alternativa como mediadores da microbiota intestinal e substituicdo dos
antibidticos tradicionais, ja que estas substancia apresentam baixa toxicidade.
Além disso, sua atividade pode ser potencializada pela presenga de outras
substancias, como o acido lactico, que permite a permeabilizacdo da
membrana bacteriana e seu potencial adaptado através de engenharia
genética (Garcia-Gutierrez et al., 2019).

Para além do uso terapéutico, estas substancias também podem ser
aplicadas na industria de alimentos como aditivos naturais ndao modificadores
de caracteristicas sensoriais com capacidade biopreservante, garantindo a
seguranca dos alimentos através do efeito bacteriostatico e/ou bactericida no
desenvolvimento microbiano (Aljohani; Al-Hejin; Shori, 2023).

As bacteriocinas podem apresentar caracteristicas antimicrobianas
diversas, sendo de espectro restrito (atividade contra cepas estreitamente
relacionadas as cepas produtoras) ou amplo (atividade contra uma variedade
de géneros diferentes). As cepas produtoras de bacteriocina sao protegidas da
atividade de seus proprios produtos por sistemas de imunidade;
consequentemente, uma cepa produtora de bacteriocina normalmente nao é
sensivel a agdo de sua bacteriocina produzida (Aljohani; Al-Hejin; Shori, 2023).

Seus mecanismos de ac¢do sao variados, podendo agir através de
intervengdes na integridade do envoltério celular ou na expressao génica e
sintese proteica. A integridade da membrana celular de um microrganismos
pode ser comprometida sob interacao direta ou indireta da bacteriocina com a
membrana, causando a formacédo de poros em sua superficie e posterior a lise

celular (Meade; Slattery; Garvey, 2020).
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2.3 Alimentos probiéticos na saude humana

Define-se probidticos como  microrganismos vivos que conferem
beneficios a saude de seu hospedeiro quando administrados em quantidades
corretas (FAO/WHO, 2002; Hill et al., 2014). Existem no mercado diversas
formas de consumo de microrganismos, como comprimidos e encapsulados,
entretanto, a alimentacido ainda é uma das principais fontes para a diversidade
da microbiota humana (Rothschild et al., 2018).

Os alimentos probidticos estdo dentro do grupo dos alimentos
funcionais, isto &, aqueles que para além de nutrientes ofertam ao organismo
beneficios adicionais a saude, destacando-se por seus beneficios ao
microbioma intestinal (Gomes et al., 2024; Ashaolu, 2020). Os principais
beneficios nutricionais e terapéuticos associados ao uso destes

microrganismos estao esquematizados na figura 1.

Figura 1 — Beneficios nutricionais e terapéuticos associados ao uso de

probidticos.

BENEFICIOS DOS PROBIOTICOS
<z s

SINTESE DE BARREIRA _
PRODUGAO DE VITAMINAS INTESTINAL ANTICARCINOGENICO
ACIDOS GRAXO0S
BIODISPONIBILIDADE HIPOLIPIDEMICO INTOLERANCIA A
DE MINERAIS e

Fonte: Adaptado de Faintuch (2017)

Na otica de Uyeda et al. (2016), para a selegdo de microrganismos
probidticos, a base constitui-se dos seguintes critérios: o género, a origem, a
estabilidade frente ao acido estomacal e aos sais biliares, a capacidade de

aderir a mucosa intestinal, a capacidade de colonizar ao menos
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temporariamente o trato gastrintestinal humano, a capacidade de produzir
compostos antimicrobianos e a atividade metabdlica no intestino. A literatura
descreve diversos beneficios dos probiéticos para a saude humana, conforme

tabela 1.

Tabela 1 — Beneficios dos probidticos e seus respectivos sitios de acéo

Sitio de acao Beneficios

Prevencdo de diarréias infecciosas, diarréias agudas, diarréias
persistentes ou causadas pelo uso de antibidticos;
Prevengao de desordens gastrintestinais;
Auxilio no tratamento da Sindrome do Intestino Irritavel;
Intestino Atividade anticarcinogénica no célon;
Auxilio no tratamento da intolerancia a lactose;
Prevencgao de constipagdes;
Regulagéo do pH intestinal;
Auxilio na manutengao da microbiota intestinal.

Prevencao de caries;

Aukxilio no tratamento de candidiase oral;
Boca Auxilio no tratamento da halitose;

Auxilio na promogéao da saude periodontal.

Prevencao de infec¢des no trato urogenital e reprodutivos;
Trato urogenital e reprodutivo  Prevencéo ao cancer de colo de Utero.

Pele Prevengao de doengas dermatoldgicas no geral.

Regulagao imunoldgica;
Metabolismo de neurotransmissores;

Eixo intestino-cérebro Producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC);
Regulacdo hormonal,

Trato respiratério Prevencao de infecgdes no trato respiratorio

Prevencao de manifestagdes alérgicas;
Efeitos sistémicos Melhor absorgdo de nutrientes.
Atividade antimicrobiana.

Fonte: adaptado de Dos Santos et al., 2020, Santos, 2023 e Costa et al., 2022.

As atividades benéficas a saude proporcionadas pelos probidticos sao

produzidas através de diversos mecanismos organicos. Inicialmente pode
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ocorrer pela disputa por substrato e competicdo por sitios de adesdo. Nessas
situagdes, a proliferagdo de patégenos € inviabilizada pela falta de nutrientes; e
ainda, as culturas probidticas podem atuar competindo por sitios de adeséo,
afetando a capacidade dos patdégenos aderirem a células e tecidos do
hospedeiro/infectado.

Adicionalmente, as BALs destacam-se pela producdo de agentes
antimicrobianos (bacteriocinas e outros metabdlitos secundarios), afetando a
capacidade de multiplicagdo da populacdo de patogenos. Finalmente, as
culturas probidticas podem atuar de maneira mais refinada, agindo na ativacéo
de receptores TLRs (Toll-like receptors) e NLRs (NOD-like receptors) que
atuam como receptores de PAMPS (Pathogen-associated molecular pattern)
em células apresentadoras de antigeno a fim de ativar a resposta imune em

pacientes infectados (Kumariya et al., 2019; Chakaraborti, 2015).
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3. METODOLOGIA

3.1 Amostragem

As bactérias acido lacticas foram isoladas a partir de residuos de frutas
e hortalicas processadas em aulas praticas da disciplina de Tecnologia de
Frutas e Hortalicas, ministradas para as turmas de quarto ano em 2022, do
curso técnico em agroindustria do Instituto Federal de Alagoas — campus Murici
(Ifal - Murici). Para o presente trabalho foram utilizados residuos de banana,
goiaba (GO), abébora (ABO), abacaxi (ABA), mag¢a (MA) e batata doce (BD).

Os vegetais foram devidamente sanitizados em solugéo de hipoclorito de
sodio antes de seu processamento e seus residuos foram coletados em sacos
estéreis e armazenadas sob congelamento até o momento das analises

microbioldgicas para isolamento de bactérias laticas.

3.2 Isolamento e caracterizagao de bactérias de acido lacticas

As amostras (25 g) foram diluidas em 225 mL de solugao salina (0,85%)
estéril e em seguida foram realizadas diluicbes decimais seriadas para
inoculagdo em agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) pelo método de
espalhamento em superficie, utilizando alca de Drigalski flambada, conforme
figura 2. As placas com contagens menores que 50 colbnias foram
selecionadas para isolamento de colénias, que foram isoladas e replicadas em
caldo MRS.
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Figura 2 — Placa com culturas laticas oriundas de residuos de frutas.

\ I ———

7 5 N

Fonte: autor

No dia seguinte, apos o crescimento das culturas em meio de cultura
verificado através de turvamento do caldo, realizou-se a confec¢ao de cépias
em Caldo MRS a 20% de glicerol, estas foram armazenadas em freezer sob
congelamento. Para fins de caracterizagéo, as culturas foram submetidas ao

teste de verificacdo de auséncia da enzima catalase e coloragdo de Gram.

3.3 Avaliagao da capacidade antimicrobiana das culturas lacticas isoladas

frente a patégenos de interesse alimentar

As culturas isoladas foram reativadas em caldo MRS 37° C por 24h duas
vezes para serem submetidas ao inibicao agar-spot-test (Todorov; Dicks, 2005).
Para isso onde foram preparadas placas petri com agar MRS estéril, em
seguida foram feitos pontos com 0,02mL de do caldo supracitado, isto &, com
culturas laticas. As placas foram para incubacao de 24 horas, em temperatura

mesofila.

Passado o tempo de incubagao, realizou-se sobreposi¢cdo de agar néo
seletivo propositalmente contaminado com os patégenos de interesse
alimentar, conforme esquematizagao da figura 3. No presente estudo foram
usados no teste de antagonismo: Listeria monocytogenes, Escherichia coli,

Salmonella enterica e Staphylococcus aureus.
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Figura 3 — Esquematizagao de teste de inibigdo agar-spot-test.

Fonte: autor

Na avaliagcdo do potencial utilizou-se como referéncia Moreno (1996)
que considera como fraca inibicdo o halo de até 4mm de didmetro, média
inibicdo o halo com didmetro entre 5 e 9mm e forte inibicdo o halo com

didmetro maior ou igual a 10mm.

3.4 Avaliagao do potencial probidtico

Apos a selecdo de cepas com potencial antimicrobiano de maior
espectro (halos de inibicdo fortes, isto é, maiores que 10 mm), as culturas
foram submetidas ao teste de tolerancia a diferentes valores de pH (Garcia et
al, 2010). Foram selecionadas quatro culturas (“ABO 02”7, “MA 06”, “BAN 47,
‘GO 057), tendo em vista a acdo antimicrobiana dessas culturas, para a
avaliagao preliminar da capacidade probidtica, através do teste de tolerancia

em ambientes acidos.

Na preparagéo das células do meio de cultura realizou-se centrifugacao
a 4°C, em 10.000 rotagdes por minuto (RPM) por 6 minutos, conforme figura 5.
Com isto, ocorreu a separagao do material em suas fases, sendo realizado com
auxilio de micropipetador o descarte do material sobrenadante. Apds, foi feita
adicdo de 1mL de solugdo tampéo (pH 7,2) e nova centrifugacéo para segundo

descarte de sobrenadante.
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Figura 4 — Centrifugacdo a 4°C - 10.000 RPM - 6 minutos.

Fonte: autor

Em seguida, foi feito o teste de exposi¢ao similar a suco gastrico com
solugdes de acido cloridrico de pH 2, 3 e 7. Para tal, foi feita a adicdo de 3mL
de solugéo de acido cloridrico por tubo de ensaio; controle de tempo (1,2 e 3
horas); preparo de diluicdo decimal seriada a cada hora e inoculagao através

do método de pontos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 40 culturas de bactérias acido laticas com confirmacgao
em teste de Catalase negativo e Coloracdo de Gram mostrando bacilos e
cocos positivos. Na tabela 2, observam-se os vegetais de origem das culturas e
as codificagdes das culturas isoladas. Dos residuos de abdbora foram isoladas
6 culturas, dos residuos de macga 6 culturas, dos residuos de abacaxi 8
culturas, dos residuos de goiaba 7 culturas, de residuos de banana 5 culturas e

de residuos de batata doce 8 culturas (tabela 2).

Tabela 2 — Origem e codificagdo de culturas de bactérias acido laticas isoladas

Vegetal de Origem Cdédigo de culturas Teste de Coloragao de Gram

(Residuo) catalase

ABO 01 Negativo Positiva

ABO 02 Negativo Positiva

Abébora ABO 03 Negativo Positiva

ABO 04 Negativo Positiva

(Sementes) ABO 05 Negativo Positiva

ABO 06 Negativo Positiva

MA 01 Negativo Positiva

MA 02 Negativo Positiva

Maca mx 82 “egativo Eositiva

egativo ositiva

(Cascas) MA 05 Negativo Positiva

MA 06 Negativo Positiva

ABA 01 Negativo Positiva

ABA 02 Negativo Positiva

Abacaxi ABA 03 Negativo Positiva

ABA 04 Negativo Positiva

(Cascas) ABA 05 Negativo Positiva

ABA 06 Negativo Positiva

ABA 07 Negativo Positiva

ABA 08 Negativo Positiva

GO 01 Negativo Positiva

GO 02 Negativo Positiva

Goiaba GO 03 Negativo Positiva

GO 04 Negativo Positiva

(Carogos) GO 05 Negativo Positiva

GO 06 Negativo Positiva

GO 07 Negativo Positiva

BAN 01 Negativo Positiva

BAN 02 Negativo Positiva

Banana BAN 03 Negativo Positiva

(Casca) BAN 04 Negativo Positiva

BAN 05 Negativo Positiva

BD 01 Negativo Positiva

BD 02 Negativo Positiva

Batata doce BD 03 Negativo Positiva

BD 04 Negativo Positiva

(Casca) BD 05 Negativo Positiva

BD 06 Negativo Positiva

BD 07 Negativo Positiva

BD 08 Negativo Positiva

Fonte: autor
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As culturas isoladas demonstraram potencial antimicrobiano frente a
diversos patdégenos de interesse na area de alimentos, sendo testado através
do método agar-spot-test e resultando em halos de inibicdo com diversos

didmetros, como observa-se na figura 5.

Figura 5 — Halos de inibicdo obtidos de teste de inibigdo agar-spot-test.

Fonte: autor

Nos residuos de abdbora os halos de inibigdo observados variaram entre
auséncia de halo e 14 mm. No teste de antagonismo frente a S. enterica o
maior halo foi observado pela cultura ABO 02. A mesma cultura apresentou
forte inibigcao frente a E. coli (11 mm de inibicdo). Quanto aos halos de inibicdo
frente S. aureus, a cultura ABO 06 destacou-se com o maior halo (9 mm),
caracterizado essa cultura como de moderada inibigdo. No geral, as culturas
apresentaram fraca inibicao frente a L. monocytogenes (halos entre 1 € 3 mm)
(tabela 3).

Tabela 3 — Halos de inibicdo de teste de atividade antimicrobiana de culturas
de bactérias acido laticas isoladas de residuos de abobora.

Patégenos
Culturas L.
de BALs S. enterica E.coli S. aureus monocytogenes
ABO 01 (-) (-) (+) 3 mm (+) 1 mm
ABO 02 (+++) 14 mm (+++) 11 mm (+) 3 mm (+) 1,5 mm
ABO 03 (+) 5 mm (+) 6 mm (+) 3 mm (+) 1 mm
ABO 04 (+) 6 mm (+) 4 mm (+) 2 mm (+) 1 mm
ABO 05 (+) 2 mm (+) 4 mm (+) 4 mm (+) 2 mm
ABO 06 (+) 5 mm (+) 6 mm (++) 9 mm (+) 3 mm

(=) negativo (sem formagao de halos); (+) fraca inibigao (halos de até 4mm de didametro); (++)
média inibicdo (halos de 5 a 9mm de didmetro); (+++) forte inibicdo (halos acima de 10mm de
didmetro) (Morena,1996).
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Nos residuos de banana foram verificados halos caracterizados como de
forte inibigcao frente S. enterica (MA 01 e MA 02, MA 06) e frente a E. coli (MA
06). Em geral, os intervalos de halos de inibicdo variaram entre auséncia e 14
mm. Nesse residuo, trés culturas (MA 01 e MA 02, MA 06) apresentaram
potencial antimicrobiano, principalmente para o patégeno S. enterica, conforme

observa-se na tabela 4.

Tabela 4 — Halos de inibigdo de teste de antagonismos de culturas de bactérias
acido laticas isoladas de residuos de maca.

Patégenos
Culturas
de BALs S. enterica E.coli S. aureus L. monocytogenes
MA 01 (+++) 14 mm (+) 5 mm (+) 1 mm (+) 2 mm
MA 02 (+++) 12 mm (+) 1 mm (-) (-)
MA 03 (+) 1 mm (+) 4 mm (+) 1 mm (+) 4 mm
MA 04 (-) (++) 5 mm (-) (+) 2 mm
MA 05 (+) 4 mm (+) 4 mm (+) 1 mm (+) 1 mm
MA 06 (+++) 10 mm (+++) 10 mm (++) 9 mm (+) 3 mm

(=) negativo (sem formagao de halos); (+) fraca inibigao (halos de até 4mm de didametro); (++)
média inibicdo (halos de 5 a 9mm de didmetro); (+++) forte inibicdo (halos acima de 10mm de
didmetro) (Moreno,1996).

Nas culturas isoladas de residuos de abacaxi ndo foram observados
halos de inibicado caracterizados como fortes, isto €, ndao houveram halos
superiores a 9mm de diametro. Nos testes frente S. enterica as culturas ABA
04, 05 e 06 apresentaram halos de inibicdo médios. Semelhantemente,
observou-se na cultura ABA 04 frente S. aureus. Em geral, os halos fracos de
inibicdo foram os mais frequentes nesse subproduto, conforme observa-se na
tabela 5.

Tabela 5 — Halos de inibicao de teste de antagonismos de culturas de bactérias
acido laticas isoladas de residuos de abacaxi.

Patégenos

Culturas

de BALs S. enterica E.coli S. aureus L. monocytogenes
ABA 01 (+) 3 mm (+) 1 mm (+) Tmm (+) 1 mm
ABA 02 (+) 1 mm (+) 1 mm -) (+) 3 mm
ABA 03 (+) 3 mm (+)4 mm (+) 3 mm (+) 2 mm
ABA 04 (++) 5 mm (+) 3 mm (++) 6 mm (+) 3 mm
ABA 05 (++) 5 mm (+) 4 mm (-) (+) 1 mm
ABA 06 (++) 5 mm (+) 2 mm (+) 2 mm (+) 1 mm
ABA 07 (-) (-) (+) 2 mm ()
ABA 08 (-) () (+)1 mm (+) 1 mm

(=) negativo (sem formagao de halos); (+) fraca inibigao (halos de até 4mm de diametro); (++)
média inibi¢do (halos de 5 a 9mm de didmetro); (+++) forte inibicdo (halos acima de 10mm de
diametro) (Moreno,1996).
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A partir dos residuos de goiaba foram isoladas culturas com halos fortes
de inibigcao frente S. enterica (GO 04 e 05), E. coli (GO 01, 03 e 06) e S. aureus
(GO 05 e 06). Enquanto todas as culturas apresentaram halos de fraca inibigao
ou auséncia de inibicdo frente L. monocytogenes. Conforme observa-se na
tabela 6, os didmetros dos halos variaram entre 0 e 12mm. Neste grupo, as
culturas GO 05 e 06 destacam-se por apresentar fortes halos de inibicao frente

a dois patdgenos testados.

Tabela 6 — Halos de inibigdo de teste de antagonismos de culturas de bactérias
acido laticas isoladas de residuos de goiaba.

Culturas Patégenos
de BALs S. enterica E.coli S. aureus L. monocytogenes
GO 01 (-) (+++) 10 mm (+) 1 mm (-)
GO 02 (-) (+) 4 mm (-) (+) 2 mm
GO 03 (++) 5mm (+++) 10 mm (++) 8 mm (++) 6 mm
GO 04 (+++) 10 mm (++) 9 mm (++) 5mm (+) 2 mm
GO 05 (+++) 10 mm (++) 7 mm (+++) 11 mm (++) 6 mm
GO 06 (-) (+++) 12 mm (+++) 10 mm (-)
GO 07 (+) 2 mm (++) 5 mm (+) 1 mm (-)

(=) negativo (sem formacgao de halos); (+) fraca inibigdo (halos de até 4mm de didmetro); (++)
média inibi¢do (halos de 5 a 9mm de didmetro); (+++) forte inibicdo (halos acima de 10mm de
didmetro) (Moreno,1996).

Nos residuos de banana (cascas), ocorreram halos de fortes inibicao
frente S. enterica e S. aureus (BAN 04); médios para E. coli (BAN 03 e 04) e S.
enterica (BAN 02); fracos frente S. enterica (BAN 01 e 03), E. coli (BAN 01 e
02), S. aureus (BAN 03 e 03) e L. monocytogenes (BAN 04). Evidencia-se que
nenhuma cultura de BAL isolada demonstrou potencial de inibigao frente a L.
monocytogenes. A cultura BAN 04 mostra-se como promissor antimicrobiano,

principalmente contra S. enterica e S. aureus (Tabela 7).

Tabela 7 — Halos de inibicdo de teste de antagonismos de culturas de bactérias
acido laticas isoladas de residuos de banana.

Patégenos
Culturas
de BALs S. enterica E.coli S. aureus L. monocytogenes
BAN 01 (+) 1mm (+) Tmm (-) -)
BAN 02 (++) 5 mm (+) 2 mm (+) 1 (-)
BAN 03 (+) 4 mm (++) 6 mm (+)1 (-)
BAN 04 (+++) 10 mm (++) 9 mm (+++) 10 mm (+) 1 mm
BAN 05 (=) (=) (-) (=)

(=) negativo (sem formagao de halos); (+) fraca inibicdo (halos de até 4mm de diametro); (++)
média inibi¢cdo (halos de 5 a 9mm de didmetro); (+++) forte inibicdo (halos acima de 10mm de
diametro) (Moreno,1996).
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Quando analisados os resultados do teste de atividade antimicrobiana
das bactérias oriundas da microflora dos residuos de batata doce,
demonstrou-se fraco potencial ou auséncia de producdo de halos de inibicao
potentes frente aos patdgenos testados, vide tabela 08. Dentre estas culturas,
destaca-se BD 04, que obteve halos de média inibicdo frente a todos os

patdogenos, com excegao de L. monocytogenes.

Tabela 8 — Halos de inibigdo de teste de antagonismos de culturas de bactérias
acido laticas isoladas de residuos de batata doce.

Culturas Patégenos
de BALs S. enterica E.coli S. aureus L. monocytogenes
BD 01 (-) (-) () ()
BD 02 (-) () ) )
BD 03 (-) (-) (+) Tmm (++) 8 mm
BD 04 (++) 6 mm (+) 4 mm (++) 8 mm (-)
BD 05 ) Q) () )
BD 06 (++) 6 mm (+)1 mm (++) 6mm (+) Tmm

BD 07 (-) () (-) ()

BD 08 () () () ()
(=) negativo (sem formacgao de halos); (+) fraca inibigdo (halos de até 4mm de didmetro); (++)
média inibi¢do (halos de 5 a 9mm de didmetro); (+++) forte inibicdo (halos acima de 10mm de
didmetro) (Moreno,1996).

As bactérias acido laticas que mais se destacaram no teste de
antagonismo realizado neste estudo estdo dispostas na tabela 9 e foram

selecionadas para teste de sobrevivéncia em baixo pH, a citar: pH 2 e 3.

Tabela 9 - Halos gerados pelas culturas selecionadas em teste de

antagonismo.

Culturas Patégenos

de BALs S. enterica E.coli S. aureus L. monocytogenes
ABO 02 (+++) 14mm (+++) 11mm (+) 3mm (+) 1,5 mm
MA 06 (+++) 10mm (+++) 10mm (++) 9mm (+) 3mm
GO 05 (+++) 10mm (++) 7mm (+++) 11mm (++) 6 mm
BAN 04 (+++) 10mm (++) 9 mm (+++) 10mm (+) 1mm

(=) negativo (sem formagao de halos); (+) fraca inibigao (halos de até 4mm de didametro); (++)
média inibicdo (halos de 5 a 9mm de didmetro); (+++) forte inibicdo (halos acima de 10mm de
didmetro) (Moreno,1996).

Varios estudos evidenciam que a atividade antibacteriana de BALs
destaca-se frente a bactérias do grupo das Gram-positivas (Almeida Junior et

al., 2015; Saraoui et al., 2016). Todavia, no presente estudo os halos de
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inibicdo classificados como fortes foram mais frequentes frente a bactérias
Gram-negativas (S. enterica e E. coli), corroborando com outros estudos que
também verificaram atividade de forte inibicdo de BALs frente a bactérias
Gram-negativos (Ferrari et al., 2016; Azat et al., 2017).

Segundo Kanmani et al. (2013), as caracteristicas antagonicas das BALs
representam um aspecto de grande relevancia para saude publica, pois podem
ser usadas como culturas biopreserventes na area da bioconservagao e, ainda,
podem atuar como agentes inibitorios de infecgées gastrointestinais. Em geral,
a capacidade antagbnica frente a agentes patogénicos esta intrinsecamente
relacionada a produgcdo de compostos antimicrobianos no metabolismo
secundario desse grupo de microrganismos, a citar: acido lactico, acido acético
e bacteriocinas.

ApOs os testes de antagonismo, dentre as 40 BALs inicialmente
isoladas, foram selecionadas 4 culturas (ABO 02, MA 06, GO 05 e BAN 04) que
apresentaram halos de antagonismo superiores a 10 mm frente a, pelo menos,
dois microrganismos patogenos testados para seguirem para o teste de

tolerancia a diferentes valores de pH.

Figura 6 — Crescimento de culturas laticas apds exposi¢cao a solugao de acido
cloridrico.

Fonte: autor
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No teste de tolerancia a diferentes valores de pH, observou-se que em
pH 2,0 as culturas ndo apresentaram queda abrupta de viabilidade apés as 3h

de exposicao, conforme observa-se na figura 7.

Figura 7 — Enumeracao de células viaveis em pH 2,0 nos intervalos de 1, 2 e
3h.
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Fonte: Autor

A maior redugao observada foi na cultura “ABO 027, que no intervalo de
horas avaliadas (0 a 3h), a contagem de células viaveis variou entre 10,2 e 8,8
Log UFC/mL (com percentual de reducédo de células viaveis de 13,7%). No
caso das culturas “BAN 04” e “GO 05”, observam-se menores percentuais de
reducido de células viaveis 8 e 7%, respectivamente. Essas duas ultimas
culturas apresentaram variagao de células viaveis entre 7,6 a 7,0 Log UFC/mL
e 7,0 a 7,5 Log UFC/mL, respectivamente. Enquanto que na cultura “MA 067,
verificou-se percentuais de redugao de células viaveis de 12,4% com variagcao
de 9,7 Log UFC/mL para 8,5 Log UFC/mL apds 3h (Figura 7).

Em pH 3,0 as culturas que apresentaram maior reducdo de células
viaveis foram “ABO 02" e “MA 06", com redugdao de 20,6% e 37,1%,
respectivamente. Todavia, as culturas “BAN 04” e “GO 05" demonstraram
reducao de 2,6% (variagdo de 7,6 a 7,4 Log UFC/mL) e 6,7% (variagcéo de 7,5
a 7,0 Log UFC/mL) (Figura 8).
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Figura 8 — Enumeracao de células viaveis em pH 3,0 nos intervalos de 1, 2 e
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Fonte: Autor

Todas as cepas submetidas a esse teste toleram bem aos pH acidos
avaliados, apresentando baixo percentual de reducao de células viaveis apos
3h de exposicao. Todavia, as culturas “BAN 4”7, “GO 05", destacaram-se pela
maior resisténcia a ambientes acidos em tempo de exposi¢cao de até 3h.

Segundo Avaiyarasi et al., 2016, estima-se que 2,5 litros de suco
gastrico, com pH em torno de 2,5, é secretado pelo nosso organismo durante a
digestao, resultando na morte da maioria dos microrganismos ingeridos. Nesse
contexto, entende-se que a resisténcia ao suco gastrico, durante a digestéo, &
um importante critério de selecao de cepas probidticas e, respectivamente, a
capacidade de resistir as condigdes acidas no estdmago resulta em maior
probabilidade de sobrevivéncia de culturas de bactérias acido laticas no trato
gastrointestinal humano (Handa e Sharma, 2016).

Diversos trabalhos avaliam a capacidade de resisténcia a sobrevivéncia
de culturas acido laticas isoladas de alimentos de origem animal (em especial
produtos lacteos) a ambientes acidos (pH 2,0 e 3,0). Todavia, em geral, muitos
relatam que a maioria das culturas isoladas e avaliadas apresentam baixa
resisténcia a condi¢cbes acidas que simulam a digestdo ao nivel do estbmago
(Argyri et al., 2012, Zoumpopoulou et al., 2008, Makete et al., 2016; Kumar,
2015).

Em contraste, alguns autores relatam o isolamento de bactérias acido

lacticas autoctone de vegetais e a selegao de culturas com potencial probidtico
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e biopreservante (Albuquerque et al., 2017; Garcia et al., 2016). Geralmente, as
culturas de bactérias acido lacticas isoladas de vegetais ja estdo adaptadas a
sobreviverem diante das caracteristicas fisiolégicas dos tecidos vegetais (pH
acido e presenca de microbiota competitiva). Assim, observa-se que BALs
isoladas de frutas e hortalicas podem apresentar uma maior sobrevivéncia

durante a digestao.
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5. CONCLUSAO

Os residuos de vegetais mostraram-se promissoras fontes de bactérias
acido laticas com potencial para uso na bioconservagdo e na produgao de
probioticos. O presente estudo fez o isolamento e caracterizacao de 40 culturas
de bactérias acido laticas. Em geral, todas as culturas isoladas apresentaram
atividade antimicrobiana, mesmo que fraca para pelo menos um dos patégenos
de interesse alimentar avaliados. Todavia, os maiores halos de inibicdo foram
observados frente aos patdégenos Gram-negativos (S. enterica e E. coli).

Destarte, destaca-se que os resultados observados neste estudo fazem
parte de estudo preliminar para caracterizagao de cepas de bactérias acido
laticas isoladas de residuos de frutas e hortalicas com potencial antimicrobiano
e probidticos. Neste contexto, evidencia-se a necessidade da continuidade do
estudo para realizagdo de novos testes, em especial da viabilidade tecnoldgica
dessas culturas e identificagdo a nivel de espécie das cepas que seguirdo para

as futuras etapas do estudo.
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