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RESUMO

FERRAZ, S. Papel da interacdo entre bactérias laticas isoladas de
alimentos na producéo de bacteriocinas. Dissertacao (Mestrado). Programa
de Pés-graduacdo em Ciéncia dos Alimentos. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, SP, 2019.

Bacteriocinas produzidas por bactérias laticas (BAL) apresentam um importante
potencial de aplicacdo na bioconservacdo de alimentos, por sua acdo antimicrobiana
contra algumas espécies de microrganismos patogénicos de relevancia, como Listeria
monocytogenes. Este estudo analisou o efeito da interagdo entre cepas selecionadas
de BAL produtoras de bacteriocinas com outras BAL viaveis ou nao viaveis
(bacteriocinogénicas ou ndo) na inducéo da producdo de bacteriocinas. O efeito dos
metabdlitos produzidos por estas cepas na indugcédo da bacteriocinogénese também foi
avaliado. As cepas produtoras de bacteriocinas selecionadas para o estudo foram
Lactobacillus sakei MBSal, produtora de sakacina A e Pediococcus acidilactici ET34,
produtora de pediocina, isoladas de salame e salmdo defumado, respectivamente. A
producdo de pediocina por P. acidilactici ET34 foi avaliada também em leite em pé
desnatado reconstituido, além de meio de cultura (caldo MRS). Os resultados
indicaram que, quando em co-cultura com Enterococcus faecalis ATCC12755,
Lactobacillus sakei ATCC15521 ou Listeria monocytogenes (cepas 104, 711 e 637), ou
na presenca do sobrenadante livre de células (SLC) dessas culturas, nenhuma das
duas cepas testadas produziu maior quantidade de bacteriocina do que a produzida
quando em monocultura ou na auséncia do SLC. A bacteriocina produzida por P.
acidilactici ET34 apresentou um efeito bacteriostatico contra L. monocytogenes 104 no
leite em p6 desnatado reconstituido nas 12 h analisadas, com extensao da fase lag, de
forma dose-dependente. Os resultados indicaram, também, que P. acidilactici ET34
nao foi capaz de produzir pediocina no leite em pé desnatado reconstituido quando em
monocultura ou em co-cultura, ao contrario do observado para o caldo MRS. Mais
investigacdo é necessaria para esclarecer os efeitos de possiveis interacdes entre as
BAL presentes em um alimento, bem como o efeito dos componentes dos alimentos

na producao das bacteriocinas pelas BAL bacteriocinogénicas.

Palavras-chave: bactérias laticas, bacteriocinas, co-cultura, interagao.



ABSTRACT

FERRAZ, S. Role of interactions among lactic acid bacteria isolated from
foods on production of bacteriocins. Dissertation (Master). Graduate
Program in Food Science, Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of
Séo Paulo, SP, 2019.

Bacteriocins produced by lactic acid bacteria (LAB) present an important
application potential in food biopreservation, by their antimicrobial activity against some
species of pathogenic microorganisms of relevance, such as Listeria monocytogenes.
This study analyzed the effect of the interaction between selected strains of
bacteriocin-producing LAB with other viable or non-viable LAB (bacteriocinogenic or
not) in the induction of bacteriocin production. The effect of the metabolites produced
by these strains on the induction of bacteriocinogenesis was also evaluated. The
bacteriocin-producing strains selected for the study were Lactobacillus sakei MBSal,
producer of sakacin A and Pediococcus acidilactici ET34, producer of pediocin,
isolated from salami and smoked salmon, respectively. The production of pediocin by
P. acidilactici ET34 was also evaluated in reconstituted skimmed milk powder as well
as culture medium (MRS broth). The results indicated that when co-cultivated with
Enterococcus faecalis ATCC12755, Lactobacillus sakei ATCC15521 or Listeria
monocytogenes (strains 104, 711 and 637), or in the presence of the cell free
supernatant (SLC) of these cultures, neither of the two strains tested produced greater
amount of bacteriocin than that produced in monoculture or in the absence of SLC. The
bacteriocin produced by P. acidilactici ET34 presented a bacteriostatic effect against L.
monocytogenes 104 in skimmed milk powder reconstituted in 12h, with extension of lag
phase, in a dose-dependent manner. The results also indicated that P. acidilactici ET34
was not able to produce pediocin in the reconstituted skimmed milk powder when in
monoculture or in co-culture, unlike that observed for the MRS broth. More research is
needed to clarify the effects of possible interactions between BAL present in a food and

the effect of food components on bacteriocin production by bacteriocinogenic BAL.

Key words: lactic acid bacteria, bacteriocin, co-culture, interaction.
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1 INTRODUCAO

Quando as propriedades intrinsecas dos alimentos, tais como conteudo
de proteinas, agua, nutrientes e pH, sédo favoraveis, pode ocorrer a proliferacédo
de microrganismos indesejaveis, causando problemas de seguranca e de
qualidade. A maior preocupacdo € sempre relacionada com a saude do
consumidor, pois alguns destes microrganismos contaminantes sdo capazes de
provocar doencas graves, e até levar a vitima a 6bito (ELSHAFEI, 2018).

A industria de alimentos tem grande interesse em compostos naturais
para o controle de microrganismos patogénicos e deteriorantes em seus
produtos. Alguns desses compostos naturais, como algumas proteinas de
origem bacteriana ativas contra varios microrganismos indesejaveis, tém sido o
foco de diversos estudos. InUmeros trabalhos comprovam que certas cepas de
bactérias laticas (BAL), importantes como culturas starter e com atividade
probidtica sdo capazes de produzir proteinas com atividade antimicrobiana
(AHN et al., 2017, ALBUQUERQUE et al.,, 2017, DE PRISCO et al., 2017,
DIMITRELLOU et al., 2017, LAINO et al., 2017, RZEPKOWSKA et al., 2017,
SAELIM et al., 2017).

As bactérias laticas (BAL) fazem parte de um grupo heterogéneo de
bactérias Gram-positivas, formado pelos géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Oenococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella. Sdo bactérias ndo formadoras de
esporos, catalase negativas, anaerdbicas facultativas e tolerantes ao oxigénio e
pH acido. Sédo fermentadoras e tem o acido latico como principal produto da
fermentacdo, podendo ser heterofermentativas ou homofermentativas
(SALMINEN et al., 2012; MOKOENA, 2017).

As BAL séo encontradas no trato gastrointestinal de animais e humanos
e também em plantas, frutas, produtos lacteos, carnes, peixe, cereais, vegetais
e bebidas fermentadas. Quando presentes nos alimentos contribuem para suas
propriedades sensoriais, tecnologicas e nutricionais, e também seguranca,
inibindo microrganismos patogénicos através da producdo de diversos

metabdlitos antimicrobianos, como acido latico, peréxido de hidrogénio, diacetil,
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reuterina, reutericiclina, peptideos antifungicos e bacteriocinas (MOKOENA,
2017).

Bacteriocinas

As bacteriocinas séo peptideos sintetizados pelas BAL nos ribossomos e
apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas
principalmente, mas algumas atuam contra bactérias Gram-negativas também
(CHIKINDAS et al. 2018).

Embora as bacteriocinas possam ser comparadas aos antibiéticos por
sua atividade, elas diferem deles em diversos fatores, tais como biossintese
celular e mecanismo de acéo. Além disso, as bacteriocinas sdo mais tolerantes
a altas temperaturas quando comparadas aos antibiéticos, e também suportam
uma faixa de pH mais ampla. Sua natureza proteica e seu modo de acédo
reduzem as chances das bactérias alvo desenvolverem resisténcia, ja que sao
rapidamente degradadas pelas proteases digestivas, hdo havendo tempo para
o0 desenvolvimento de mecanismos de resisténcia. Além disso, sdo efetivas
mesmo em baixas concentragdes. Sua natureza proteica também permite que
a atividade contra patégenos seja melhorada através da bioengenharia (O’
CONNOR et al. 2015).

As bacteriocinas produzidas pelas BAL estdo recebendo muita atencéo
das industrias de alimentos para sua aplicacdo como bioconservadores. Apesar
das BAL produtoras de bacteriocinas serem consideradas seguras (GRAS —
Generally Recognized As Safe) e serem tema de intensa pesquisa, apenas a
nisina e a pediocina PA-1 sdo bacteriocinas autorizadas para uso na inddstria
de alimentos (BALCIUNAS et al., 2013).

A atividade das bacteriocinas produzidas pelas BAL em um alimento nao
€ uniforme e nem constante, pois depende das propriedades intrinsecas do
alimento. A reducéo da atividade pela acdo de proteases e outras enzimas
presentes nos alimentos e a adsor¢cdo das bactérias produtoras ou das
bacteriocinas produzidas aos componentes do alimento sdo os principais

fatores interferentes. A multiplicacdo das BAL e a producdo de bacteriocinas
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podem ser afetadas pela concentracédo de sal, assim como pelo tamanho da
populacao do microrganismo alvo (BALCIUNAS et al., 2013).

A classificacdo das bacteriocinas mais conhecida foi feita por
Klaenhammer em 1993, e desde entdo muitas outras formas de classificacdo
foram sugeridas (Figura 2), sendo que a mais recente agrupa as bacteriocinas
em grupos |, Il e lll (ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016).

As bacteriocinas do grupo |, também chamadas de lantibi6ticos, séo
peptideos pequenos (19-38 aminoacidos) produzidos por uma modificacao pos-
traducional durante sua biossintese, da qual resultam aminoacidos incomuns
como lantionina e B-metil lantionina. A bacteriocina do grupo | mais estudada é
a nisina, que atua formando poros na membrana citoplasmatica da célula alvo,
desencadeando a dissipacdo do potencial de membrana e o efluxo de
pequenos metabodlitos. Outros lantibidticos atuam através da inibicdo
enzimatica (COTTER et al., 2005; ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016).

As bacteriocinas do grupo Il sdo peptideos também pequenos (36-48
aminoacidos) termoestaveis e que nao sofrem modificagcdo pos-traducional.
Elas atuam aumentando a permeabilidade da membrana celular, ocasionando
a saida de ions e a diminuicdo de ATP intracelular. O grupo Il esta subdividido
em lla, formado pelas pediocinas, constituidas de 37 a 48 aminoacidos com
uma ou duas pontes de dissulfeto, com espectro de acdo especifico contra
Listeria; e Ilb, composto por bacteriocinas formadas por dois peptideos, sendo
necessario que atuem de forma combinada para que a dissipagéo do potencial
de membrana da célula alvo ocorra (COTTER et al., 2005; ALVAREZ-SIEIRO
et al., 2016).

As bacteriocinas do grupo Il tém peso molecular acima de 10 kDa e séo
termoldbeis. O modo de acdo é distinto das demais bacteriocinas, pois
provocam a lise da parede celular bacteriana por hidrolise. Elas contém uma
porcdo N-terminal, com acdo de endopeptidase, e uma porcdo C-terminal
responsavel pelo reconhecimento do receptor da membrana da célula alvo
(COTTER et al., 2005; ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016).



17

Figura 2. Classificacdo das bacteriocinas.

R
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S

Fonte: Adaptado de Alvarez-Sieiro et al., 2016.

As bacteriocinas podem ter efeito bactericida, com ou sem lise celular,
ou bacteriostatico, inibindo a multiplicacao celular. A acdo antimicrobiana da
maioria das bacteriocinas produzidas pelas BAL, principalmente as que tém
efeito contra bactérias Gram-positivas, tem como alvo a membrana celular.
Vérios lantibidticos e algumas bacteriocinas classe Il inibem a biossintese do
peptidioglicano da membrana, pois ligam-se ao lipidio Il, que € uma molécula
intermediaria desta biossintese. Outras bacteriocinas usam o lipidio 1l como
uma molécula de ancoragem para facilitar a formacéo de poros, resultando em
variacdo do potencial na membrana citoplasmatica e morte celular (SILVA et
al., 2018).
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A principal aplicacdo das bacteriocinas é como conservador de
alimentos, mas outros usos vém sendo explorados, principalmente em produtos
para cuidado da salde humana e animal, as vezes em combinagdo com outros
antimicrobianos ja existentes no mercado. As areas de interesse potenciais
incluem saude oral, da pele, respiratéria, gastrointestinal, urogenital e outras
infeccbes. Além da atividade anti-viral, as bacteriocinas também podem ser
usadas no controle de bactérias infecciosas no tratamento pos-cirargico. Outro
campo de investigacdo € o uso de bacteriocinas como agentes anti-cancer
(CHIKINDAS et al. 2018).

Sakacinas

As sakacinas sao bacteriocinas produzidas por certas cepas de
Lactobacillus sakei, um microrganismo frequentemente encontrado em
produtos fermentados. Assim como Lactobacillus curvatus e Lactobacillus
garviae, a espécie Lb. sakei sO foi reconhecida como tal no inicio do século
XXI, havendo alguns relatos de reclassificacdo de cepas pertencentes a essas
espécies (KOORT et al., 2004).

Lb. sakei € uma BAL amplamente utilizada como cultura starter na
fabricacéo de produtos fermentados (HUGAS & MONFORT, 1997, CARR et al.,
2002). Chalillou et al. (2005) determinaram a sequéncia completa do genoma
da cepa Lb. sakei 23k isolada de linguica, mostrando que a cepa possui um
repertério metabdlico especializado, que pode explicar a sua capacidade
competitiva nesses alimentos. A cepa tem também um potencial biotecnol6gico
como bioconservante por meio da producao varios compostos antimicrobianos,
como acidos latico e acético, diacetil e perdxido de hidrogénio, além das
sakacinas (CARR et al., 2002).

As sakacinas mais conhecidas sao a sakacina M, sakacina C2, sakacina
P e sakacina LSJ618 (SOBRINO et al. 1992, GAO et al. 2010, DE CARVALHO
et al. 2010, JIANG et al. 2012, BARBOSA et al.,, 2014). Alguns estudos
mostraram que determinadas cepas de Lb. sakei isoladas de alimentos tém
aplicacdo como bioconservante de alimentos (SCHILLINGER et al., 1989,
SOBRINO et al., 1992, HOLCK et al., 1994, HUGAS et al., 1998, AXELSSON
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et al., 2003, PETERNEL et al., 2010, MARTINEZ et al., 2005, TODOROV et al.,
2011, JIANG et al., 2012, SAWA et al., 2013, BARBOSA et al., 2014, GAO et
al., 2015, ZOMMITI et al., 2016, MECHOUD et al., 2017.

A cepa Lactobacillus sakei MBSal, isolada de salame no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da FCF-USP, € capaz de produzir uma bacteriocina
ativa contra varias cepas de Listeria monocytogenes, um importante patdégeno
em alimentos (BARBOSA et al., 2014). Foi observado que a produ¢cdo maxima
da bacteriocina MBSal em caldo MRS ocorre a 25°C, no final da fase log de
multiplicagdo. A 30°C ou 37°C a producdo da bacteriocina MBSal foi mais
baixa, tal como observado para outras sakacinas, como a sakacina A,
produzida por Lb. sakei Lb796 (SCHILLINGER & LUCKE, 1989) e a sakacina
P, produzida por outra cepa de Lb. sakei (URSO et al., 2006).

ApGs a purificagéo por troca catidnica, interacdo hidrofébica sequencial e
cromatografia de fase reversa (BARBOSA et al., 2014), observou-se que a
bacteriocina produzida por Lb. sakei MBSal apresenta similaridade estrutural
com sakacina A (HOLCK et al. 1992), sakacina P, sakacina 5X e sakacina 5T
(VAUGHAN et al. 2001). A sequéncia C-terminal e a massa molecular da
bacteriocina MBSal foram idénticas as encontradas para sakacina A
(BARBOSA et al., 2014). A amplificagdo do DNA mostrou que Lb. sakei MBSal
nao contém os genes relacionados com a produgao das sakacinas Ta, T, Q,
X, PeG.

Em 1996, Remiger et al. (1996) observaram que o gene responsavel
pela sintese da bacteriocina produzida por Lb. sake CTC494, quando
amplificado por PCR com primers para curvacina A (CurA-F/CurA-R),
apresentava homologia com o gene da curvacina produzida por Lb. curvatus
LTHI174 (GenBank numero de acesso AB292465.1). Como a sakacina K
produzida por Lb. sakei CTC494 (AYMERICH et al., 2000) € idéntica a
curvacina A e a sakacina A, é possivel concluir que a bacteriocina MBSal é

idéntica as sakacinas A e K e também a curvacina A.
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Pediocinas

As pediocinas sao bacteriocinas produzidas por Pediococcus spp. Estas
bactérias possuem aplicagdo tecnoldgica como culturas starter e adjuvantes no
processo de fermentacdo de alguns produtos alimenticios como produtos
carneos e vegetais, sendo P. acidilactici e P. pentosaceus as espécies mais
importantes (SINGLA et al., 2017). Algumas cepas de Pediococcus sp séo
produtoras de bacteriocinas, como P. pentosaceus KC692718 (SUGANTHI et
al., 2015), P. pentosaceus 05-10 (HANG et al.,, 2009), P. pentosaceus K34
(ABRAMS et al.,, 2011), P. acidilactici HA-611-2 (ALBANO et al., 2007), P.
acidilactici HA-5692-3 (ALBANO et al., 2009), P. pentosaceus BCC3772
(KINGCHA et al.,, 2012), P. acidilactici ALP57 (PINTO et al.,, 2009) e P.
pentosaceus ST65ACC (CAVICCHIOLI et al., 2017).

As pediocinas sado bacteriocinas do tipo lla, sdo termoestaveis e tém
atividade antimicrobiana em uma ampla faixa de pH, podendo ser utilizadas
como substituto potencial da nisina. As pediocinas mais conhecidas s&o
pediocina PA-1 produzida, por P. acidilactici PAC1.0 (GONZALEZ & KUNKA,
1987) e pediocina AcH, produzida por P. acidilactici H (BHUNIA et al., 1991).
Ha um produto fermentado comercial, denominado “Alta 2341”, da Kerry
Bioscience, Irlanda que apresenta atividade anti-listeria, sendo Listeria o
principal alvo das pediocinas. (GARSA, et al.,, 2014, PORTO et al.,, 2017,
SINGLA et al., 2017).

As pediocinas tém um espectro de acdo amplo, sendo efetivas contra
patbgenos Gram-positivos como Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Listeria monocytogenes, Bacillus spp. e também Gram-negativos
como Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas spp. e
Salmonella Typhimurium (PORTO et al., 2017). Garg & Kaur (2015) mostraram
gue a pediocina também tem atividade contra os fungos Aspergillus, Rhizopus,
Penicillium. A pediocina ganhou destaque principalmente por sua agéo contra
Listeria monocytogenes, um patdgeno ubiquo frequentemente presente em
alimentos prontos para consumo e causador da listeriose, que pode resultar em
aborto em gestantes e meningites entre outras afecgoes (SINGLA et al., 2017).
Huang et al. (2009) mostraram que P. pentosaceus 05-10, um produto vegetal

fermentado chinés (pickles Sichuan) teve efeito bactericida contra L.
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monocytogenes 54002 em presunto mantido sob refrigeracdo a 4°C por 10
dias. Jang et al. (2015) observaram que P. pentosaceus T1, isolado de kimchi
(vegetal fermentado coreano), produz uma pediocina mais ativa do que a
nisina. Esta pediocina, na concentracdo de 20mg/mL, foi capaz de reduzir a
populacdo de L. monocytogenes de 10’ UFC/mL para 10° UFC/mL em filé de
salméo cru mantido a 4°C por 24 h, observando que concentragcdes de nisina
acima de 20mg/mL eram necessarias para atingir o mesmo efeito. Somkuti &
Steinberg (2010) observaram que P. acidilactici F foi capaz de produzir
bacteriocina (3.200 UA/mL) contra L. monocytogenes Scott A quando em co-
cultivo com Lactobacillus delbrueki subsp. bulgaricus ou com Streptococcus
thermophilus em leite, o que n&o ocorreu em monocultura. Kingcha et al. (2012)
reportaram que a cepa bacteriocinogénica P. pentosaceus BCC3772 causou
uma reducédo de 3,2 log UFC/g na contagem de células de L. monocytogenes

ATCC191.5 em Nhan, um tipo de salsicha suina da Tailandia.

Interacdo entre bactérias laticas e a producao de bacteriocinas

As interacbes entre microrganismos sdo estudadas em co-culturas,
situagcdo em que duas ou mais cepas sao cultivadas com algum grau de
contato entre elas (GOERS et al., 2014). Quando em co-cultura, uma das
cepas pode ter melhores possibilidades de sobreviver do que a outra, através
da producdo de bacteriocinas, por exemplo, obtendo vantagens competitivas
(SMID & LACROIX, 2012). Existem mecanismos de comunicacgéo célula-célula,
dependente de uma determinada quantidade de células (quorum), que
parecem estar envolvidos na indugdo da producdo de bacteriocinas. A
regulacdo da producdo de bacteriocinas é feita pelo sistema de trés
componentes: peptideo indutor, receptor de membrana histidina-quinase e o
regulador de resposta. O peptideo indutor € produzido e exportado para fora da
célula, quando esse peptideo indutor atinge um limiar de concentracéo
especifico (quorum), eles se ligam ao receptor de membrana histidina-quinase
ocorrendo a fosforilagdo da histidina e o regulador de resposta ativando a
expressao do gene produtor de bacteriocina (CHANOS & MYGIND, 2016).

Liu et al. (2006) mostraram que a producdo de nisina por Lactococcus

lactis subsp. lactis aumentou em 85% quando em co-cultura com
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Saccharomyces cerevisiae CLO1. Man et al. (2012) também observaram que
Lactobacillus plantarum KLDS1.0391, quando em co-cultura com Enterococcus
faecalis KLDS4.0313, produziu maior quantidade de plantaricina MG do que em
monocultura. Tabasco et al. (2007) mostraram que Lactobacillus acidophilus
La-5, produtor de bacteriocina, afetou a viabilidade de Lactobacillus delbruekii
subsp. bulgaricus LBY-27 em leite fermentado. Também Ruiz-Barba et al.
(2010) relataram que a producdo de bacteriocina por Lb. plantarum NCS8 foi
induzida em co-culturas com Enterococcus faecium 6T1a-20 ou Pediococcus
pentosaceous FBB63, melhorando sua sobrevivéncia durante a fermentacao de
azeitonas.

Os resultados destes estudos sugerem que a producdo de bacteriocinas
pode ser mediada por um sistema de quorum sensing, (COTTER et al. 2005). A
presenca de determinadas bactérias laticas pode ser um estimulo ambiental
para uma resposta adaptativa de outras bactérias presentes no mesmo meio,
com producéo de bacteriocinas, como observado por Man et al. (2012) para Lb.
plantarum KLDS1.0391, cuja producao de bacteriocina pode ter sido regulada
por cepas indutoras presentes.

Dada a escassez de informacdes sobre a producédo de bacteriocinas em
co-culturas, esse trabalho de mestrado objetivou avaliar a producdo de
bacteriocinas por cepas de bactérias laticas bacteriocinogénicas quando em
co-cultura com outras bactérias laticas isoladas de alimentos, produtoras ou
ndo de bacteriocinas, e quando em contato com metabdlitos produzidos por
estas cepas e pelas préprias cepas bacteriocinogénicas. O estudo objetivou
também testar se o possivel aumento de producdo de bacteriocinas em
consequéncia da interacdo poderia ser reproduzida in situ, selecionando-se
leite desnatado como modelo. Para o estudo, foram selecionadas as cepas
bacteriocinogénicas Lactobacillus sakei MBSal, isolada de salame (BARBOSA
et al, 2014) e Pediococcus acidilactici ET34, isolada de salm&o (TODOROV et
al., 2011, TOME et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Verificar se a producéo de bacteriocina por cepas bacteriocinogénicas &
afetada pela presenca de outras bactérias laticas (viaveis ou ndo, produtoras

de bacteriocinas ou ndo) ou de algum metabdlito produzido por estas cepas.

Objetivos especificos:

o Verificar se, quando em co-cultura com outras bactérias laticas,
h4 alteracdo na quantidade de bacteriocina produzida pelas cepas
bacteriocinogénicas selecionadas;

o Verificar a influéncia do sobrenadante livre de células (SLC) das
cepas bacteriocinogénicas selecionadas na quantidade de bacteriocina
produzida por estas cepas;

. Verificar a influéncia da filtracdo e da inativacdo pelo calor da
cultura da bactéria empregada em co-cultura na quantidade de bacteriocina
produzida pelas cepas bacteriocinogénicas selecionadas;

o Verificar se a inibicdo de Listeria monocytogenes é resultante da
acdo de bacteriocinas ou de outros metabdlitos produzidos pela cepa
bacteriocinogénica Pediococcus acidilactici ET34;

o Verificar a inibicdo da multiplicacdo de Listeria monocytogenes em
um modelo alimentar (leite desnatado reconstituido) pela acdo da bacteriocina
produzida pela cepa Pediococcus acidilactici ET34 quando em co-cultivo com o

patégeno, comparando-se com o observado em caldo MRS.



3 MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos utilizados
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O estudo foi desenvolvido com as cepas listadas na Tabela 1

pertencentes ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, mantidas a -80°C em

caldo MRS (Oxoid, UK), acrescido de 20% (v/v) de glicerol como crioprotetor.

Antes da utilizacdo, as cepas de bactérias laticas foram reativadas em caldo
MRS (30°C/24 h) e as demais cepas em caldo BHI, (Oxoid, UK) ou TSB (Oxoid,

UK) (37°C/24 h).

Tabela 1. Microrganismos utilizados no estudo

Microrganismo

Procedéncia

Lactobacillus sakei subsp. sakei 2a
Lactobacillus sakei ATCC15521
Lactobacillus sakei MBSal
Lactobacillus acidophilus Lac4
Lactobacillus curvatus Rital
Lactobacillus curvatus MBSa3
Lactobacillus plantarum MBSa4
Lactobacillus plantarum V69
Lactococcus lactis subsp. lactis
DF2Mi

Lactococcus lactis subsp. lactis
DF3Mi

Lactococcus lactis subsp. lactis
DFAMI

Lactococcus lactis subsp. lactis
DF5Mi

Lactococcus lactis subsp. lactis V94
Pediococcus acidilactici ET34
Listeria monocytogenes Scott A
Listeria monocytogenes 104

Listeria monocytogenes 711

Listeria monocytogenes 637

Listeria monocytogenes ATCC7644
Enterococcus faecium S100

LMA/FCF/USP*
ATCC**
LMA/FCF/USP*
LMA/FCF/USP*
LMA/FCF/USP*
LMA/FCF/USP*
LMA/FCF/USP*
LMA/FCF/USP*

LMA/FCF/USP*

LMA/FCF/USP*

LMA/FCF/USP*

LMA/FCF/USP*
LMA/FCF/USP*

ICTA/CIENS/UCV***

LMA/FCF/USP*
LMA/FCF/USP*
LMA/FCF/USP*
LMA/FCF/USP*
ATCC**
AGRIS****
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Enterococcus faecalis ATCC12755 ATCC**
Streptococcus thermophilus 170v LMA/FCF/USP*
Staphylococcus aureus

ATCC29213 ATCC**

*LMA/FCF/USP — Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo.

*ATCC: American Type Culture Collection, Virginia, EUA.

*** |CTA/CIENS/UCYV - Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la

Facultad de Ciencias de la Universidad Central de Venezuela.

****AGRIS — Agenzia per la Ricerca in Agricoltura, Sardenha, Italia.

As cepas de Lactobacillus, Lactococcus e Pediococcus descritas na
Tabela 1 foram testadas (ou confirmadas, conforme a cepa) quanto a producéo
de bacteriocinas pela técnica spot-on-the-lawn modificado, conforme realizado
por Rojo-Bezares et al. (2007), empregando-se Listeria monocytogenes Scott A
como microrganismo indicador de atividade. Nos testes, 100 pL das culturas de
24 h em caldo MRS foram transferidos para um novo tubo contendo 10 mL de
caldo MRS, incubando-se a 30°C por 18 a 24 h. Em seguida, 2 pL desta cultura
foram adicionados na forma de um spot para a superficie de placas de petri
contendo agar TSA (Oxoid, UK) suplementado com extrato de levedura a 0,6%
(YE, Oxoid, UK) (TSAYE). Apo6s a incubacéo a 30°C por 24 h, a superficie do
meio de cultura foi coberta com 5 mL de BHI semi-sélido [BHI acrescido de
agar bacteriolégico a 0,8% (Oxoid, UK)] contendo 10°® UFC/mL da cultura de L.
monocytogenes Scott A preparada em caldo TSB (37°C por 24 h). As placas
foram incubadas a 30°C por 24 h e analisadas quanto a presenca do halo de

inibicdo ao redor do spot das culturas em teste.

3.2. Experimentos com a cepa Lactobacillus sakei MBSal

3.2.1. Determinacéo do espectro de acado de Lb. sakei MBSal

A atividade antimicrobiana da cepa Lb. sakei MBSal, sabidamente
produtora de sakacina A (BARBOSA et al., 2014), foi testada contra as
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bactérias listadas na Tabela 1, empregando-se a técnica de spot-on-the-lawn

modificado que foram realizados conforme Rojo-Bezares et al. (2007).

3.2.2. Preparo das co-culturas e quantificagdo da atividade antimicrobiana
dos SLC obtidos

De acordo com os resultados dos testes descritos no item 3.2.1, as
cepas Enterococcus faecalis ATCC12755 e Lb. sakei ATCC 15521 foram
selecionadas para os testes de co-cultura, que foram realizados conforme
realizado por Rojo-Bezares et al. (2007). Foram preparados sete frascos com
50 mL de caldo MRS, adicionando-se a todos 1 mL de uma cultura de Lb. sakei
MBSal, preparada em caldo MRS a 30°C por 24 h.

Apés 2 h, a um dos frascos com a cultura de Lb. sakei MBSal
adicionou-se 1 mL de uma cultura de E. faecalis ATCC12755 preparada em
caldo TSB a 37°C por 24 h de forma a atingir a populagéo de 10’ UFC/mL. O
tamanho exato da populacdo de E. faecalis ATCC12755 foi determinado por
semeadura em agar MRS e incubacdo a 37°C por 24 h. Os seis frascos
remanescentes contendo a cultura de Lb. sakei MBSal foram empregados
para o preparo das demais co-culturas, com adicdo da cultura de E. faecalis
ATCC12755 apos 4, 6, 8, 10, 12 ou 24 h.

Os sete frascos com as co-culturas foram incubados a 30°C pelo tempo
necessario para atingir a densidade optica a 600 nm (OD 600 — Pharmacia
Biotech, Ultrospec 2000, UK) correspondente a 108 UFC/mL (cerca de 24 h).
Em seguida, 10 mL de cada uma das sete co-culturas foram transferidos para
tubos Falcon (Greiner Bio-One, Germany), aquecidos em banho-maria (MP-
BRU/7U, Julabo, Germany) a 100°C por 10 min, e centrifugados a 2067xg por
15 min (centrifuga 6-16K, Sigma, Germany). Dez mL de cada sobrenadante
livre de células (SLC) resultante foram removidos e transferidos para novos
tubos estéreis e submetidos a concentracdo no Speed-Vac (Termo Fisher
Scientific, EUA), restando 1 mL de SLC. O mesmo procedimento foi adotado
para a monocultura de Lb. sakei MBSal e para o caldo MRS sem

microrganismos, utilizados como controles nos experimentos seguintes.
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A atividade antimicrobiana dos SLC das co-culturas e da monocultura de
Lb. sakei MBSal foi determinada pelo método da diluicdo critica, conforme
realizado por Barbosa et al. (2014), empregando L. monocytogenes Scott A
como microrganismo indicador de atividade.

Os SLC foram submetidos a diluicdo seriada 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64 e 1:128 em 100 mM tampéo fosfato pH 7,4 (PBS), empregando-se placas
de microtitulacdo de 96 pocos (Cralplast, Cotia, S&o Paulo) Em seguida,
aliquotas de 50 pL de cada diluicdo foram adicionadas a pocos perfurados em
placas com TSAYE suplementado com BHI semissélido a 0,8% contendo 10°
UFC/mL de L. monocytogenes Scott A. Para cada teste foram preparadas trés
placas (triplicata). As placas foram incubadas a 37°C por 24 h para observacao
da formacdo de halos de inibichio em torno dos pocos. A atividade
antimicrobiana foi expressa em Unidades Arbitrarias (UA/mL), correspondente
a reciproca da maior diluicdo que resultou em um claro halo de inibicdo de L.
monocytogenes Scott A, dividido por 10 devido a concentracao 10x do material

no Speed-Vac. O experimento foi realizado uma vez.

3.2.3. Avaliacdo do efeito do SLC de Lb. sakei MBSal na producao de
bacteriocinas em monocultura e em co-cultura com E. faecalis
ATCC12755

A inducdo da producdo de bacteriocina por Lb. sakei MBSal pela
bacteriocina presente no SLC da prépria cepa quando em monocultura e
guando em co-cultura com E. faecalis ATCC12755 foi avaliada de acordo com
Maldonado et al. (2004a). Adicionou-se 100 pl do SLC da co-cultura Lb. sakei
MBSal + E. faecalis ATCC12755 a 1 mL de caldo MRS contendo 10® UFC/mL
de Lb. sakei MBSal, incubando-se a 30°C por 24 h. A mistura foi submetida a
centrifugagc&o a 10000xg a 4°C por 10 min e filtragdo a 0,22 um (Filtro K18-230,
Kasvi, Brasil). A quantidade de bacteriocina nos SLC obtidos foi quantificada
através do método da diluicdo critica, conforme feito por Barbosa et al. (2014),
ja descrito no item 3.2.2. As mesmas metodologias foram utilizadas no preparo
e determinagéo da atividade do SLC da monocultura de Lb. sakei MBSal. O

experimento foi realizado uma vez.
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3.2.4. Avaliacdo da producdo de bacteriocinas por Lb. sakei MBSal em
co-cultura com Lactobacillus sakei ATCC15521 e na presenca do filtrado
da cultura e da cultura inativada pelo calor de Lb. sakei ATCC15521 e do
SLC de Lb. sakei MBSal (Quadro-Resumol)

Trés aliquotas de 400 uL da cultura de Lb. sakei ATCC15521 em caldo
MRS contendo cerca de 10’ UFC/mL foram transferidas para 3 tubos contendo
20 mL cada de caldo MRS e incubados a 25°C por 24 h. Um dos tubos foi
centrifugado a 5000xg por 10 minutos e filtrado a 0,22 pm (Filtro K18-230,
Kasvi, Brasil) para obtengé&o do filtrado da cultura. O outro tubo com a cultura
foi submetido a autoclavagéo a 121°C por 15 minutos, para obtengéo da cultura
inativada pelo calor. O terceiro tubo ndo foi submetido a nenhum tratamento.

Para obtencdo do SLC de Lb. sakei MBSal, 400 pL da cultura em MRS
foram transferidos a um tubo contendo 20 mL de caldo MRS, que foi incubado
a 25°C por 24 h. A cultura obtida foi centrifugada a 5000xg por 10 min e o pH
do sobrenadante foi ajustado para 6,0-7,0. O sobrenadante neutralizado foi
aguecido em banho-maria a 80 °C por 10 min e filtrado a 0,22 um (Filtro K18-
230, Kasvi, Brasil). A atividade antimicrobiana deste material foi mensurada
pelo método de diluicdo critica (BARBOSA et al., 2014) conforme descrito no
item 3.2.2.

Para os experimentos foram preparados 17 tubos com 8 mL de caldo
MRS e 1 mL de uma cultura de Lb. sakei MBSal contendo 10° UFC/mL. Os
tubos foram divididos em quatro séries de quatro tubos cada, que foram

utilizados no seguinte protocolo experimental:

e Teste A: a quatro tubos adicionou-se 1 mL da cultura viva de Lb. sakei
ATCC15521, diluida de forma a conter 10" UFC/mL, 10° UFC/mL, 10° UFC/mL
e 10* UFC/mL.

e Teste B: a quatro tubos adicionou-se 1 mL do filtrado da cultura de Lb.
sakei ATCC15521 diluida 0x, 10x, 100x e 1000x.

e Teste C: a quatro tubos adicionou-se 1 mL da cultura de Lb. sakei
ATCC15521 inativada por autoclavacéo, diluida 0x, 10x, 100x e 1000x.
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e Teste D: a quatro tubos adicionou-se 1 mL do SLC de Lb. sakei MBSal,
diluido Ox, 10x, 100x e 1000x.

O 17° tubo continha apenas a monocultura de Lb. sakei MBSal
(controle). Todos os tubos foram incubados a 25°C por 24 h, obtendo-se o SLC
de cada cultura conforme descrito anteriormente. A atividade antimicrobiana do
SLC foi mensurada pelo método de diluicdo critica (BARBOSA et al., 2014)
descrito anteriormente, empregando L. monocytogenes 104, L. monocytogenes
637, L. monocytogenes 711 e L. monocytogenes ATCC7644, como indicadores

de atividade. O experimento foi realizado uma vez.

3.2.5. Avaliagdo da producédo de bacteriocinas por Lb. sakei MBSal em
co-cultura com Enterococcus faecalis ATCC12755 e na presenca do
filtrado da cultura e da cultura inativada pelo calor de E. faecalis
ATCC12755 e do SLC de Lb. sakei MBSal (Quadro-Resumo 1)

Estes testes foram realizados utilizando-se 0 mesmo protocolo
experimental descrito em 3.2.4, substituindo-se Lb. sakei ATCC15521 por
Enterococcus faecalis ATCC12755, ou seja:

e Teste E: a quatro tubos adicionou-se 1 mL da cultura viva de E. faecalis
ATCC12755, diluida de forma a conter 10" UFC/mL, 10° UFC/mL, 10°> UFC/mL
e 10" UFC/mL.

e Teste F: a quatro tubos adicionou-se 1 mL do filtrado da cultura de E.
faecalis ATCC12755 diluida 0x, 10x, 100x e 1000x.

e Teste G: a gquatro tubos adicionou-se 1 mL da cultura de E. faecalis
ATCC12755 inativada por autoclavacao, diluida 0x, 10x, 100x e 1000x.

e Teste H: a quatro tubos adicionou-se 1 mL do SLC de Lb. sakei MBSal,
diluido Ox, 10x, 100x e 1000x.

O 17° tubo continha apenas a monocultura de Lb. sakei MBSal
(controle). Todos os tubos foram incubados a 25°C por 24 h, obtendo-se o SLC
de cada cultura conforme descrito anteriormente. A atividade antimicrobiana do
SLC foi mensurada pelo método de diluicdo critica (BARBOSA et al., 2014)

descrito anteriormente, empregando L. monocytogenes 104, L. monocytogenes
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637, L. monocytogenes 711 e L. monocytogenes ATCC7644 como indicadores

de atividade. O experimento foi realizado uma vez.

Quadro-resumo 1. Experimentos com Lactobacillus sakei MBSal

Lb. sakei MBSal e Teste A cultura de Lb. sakei MBSal + cultura viva
Lb. sakei ATCC15521 de Lb. sakei ATCC15521

Teste B cultura de Lb. sakei MBSal + filtrado da
cultura de Lb. sakei ATCC15521

Teste C cultura de Lb. sakei MBSal + cultura
inativada de Lb. sakei ATCC15521

Teste D cultura de Lb. sakei MBSal + SLC de Lb.

sakei MBSal
Lb. sakei MBSal e Teste E cultura de Lb. sakei MBSal + cultura viva
E. faecalis ATCC12755 de E. faecalis ATCC12755

Teste F cultura de Lb. sakei MBSal + filtrado da
cultura de E. faecalis ATCC12755

Teste G cultura de Lb. sakei MBSal + cultura
inativada de E. faecalis ATCC12755

Teste H cultura de Lb. sakei MBSal + SLC de Lb.
sakei MBSal

3.3. Experimentos com Pediococcus acidilactici ET34

3.3.1. Determinagéao da atividade antimicrobiana

A cepa Pediococcus acidilactici ET34, isolada de salmao, sabidamente
produtora de bacteriocinas ativas contra Listeria monocytogenes (TODOROV et
al., 2011, TOME et al., 2007) foi submetida aos mesmos testes realizados com
Lb. sakei MBSal.
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Para quantificacdo da atividade antimicrobiana de P. acidilactici ET34,
uma aliquota de 1 mL de uma cultura obtida em caldo MRS por 24 h a 37°C foi
submetida a centrifugacdo de 5000xg por 10 min e o sobrenadante aquecido a
80°C por 10 min. A quantificacdo da atividade antimicrobiana foi realizada
através do método de diluicdo critica (BARBOSA et al., 2014) descrito
anteriormente, utilizando Listeria monocytogenes 711, L. monocytogenes Scott
A, L. monocytogenes 637, E. faecalis ATCC12755, S. aureus ATCC29213 e Lb.
sakei ATCC15521 como indicadores de atividade.

3.3.2. Avaliacdo da producao de bacteriocinas por P. acidilactici ET34 em
co-cultura com Listeria monocytogenes 104 e na presenca do filtrado da
cultura e da cultura inativada pelo calor de L. monocytogenes 104 e do
SLC de P. acidilactici ET34 (Quadro-Resumo 2)

Com base nos resultados dos testes descritos no item 3.3.1, as cepas
Listeria  monocytogenes 104 e Enterococcus faecalis ATCC12755 foram
selecionadas para os testes de co-cultura com P. acidilactici ET34.

Para os experimentos com Listeria monocytogenes 104, foram
preparados 17 tubos com 8 mL de caldo MRS e 1 mL de uma cultura de P.
acidilactici ET34 contendo 10°> UFC/mL. Os tubos foram divididos em quatro
séries de quatro tubos cada, que foram utilizados no seguinte protocolo
experimental:

e Teste J: a quatro tubos adicionou-se 1 mL da cultura viva de L.
monocytogenes 104, diluida de forma a conter 10’ UFC/mL, 10°® UFC/mL, 10°
UFC/mL e 10* UFC/mL;

e Teste L: a quatro tubos adicionou-se 1 mL do filtrado da cultura de L.
monocytogenes 104 diluida 0x, 10x, 100x e 1000x;

e Teste M: a quatro tubos adicionou-se 1 mL da cultura de L.
monocytogenes 104 inativada por autoclavacgéao, diluida 0x, 10x, 100x e 1000x;

e Teste N: a quatro tubos adicionou-se 1 mL do SLC de P. acidilactici
ET34, diluido 0x, 10x, 100x e 1000x.

O 17° tubo continha apenas a monocultura de P. acidilactici ET34

(controle). Todos os tubos foram incubados a 25°C por 24 h, obtendo-se o SLC
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de cada cultura conforme descrito anteriormente. A atividade antimicrobiana do
SLC foi mensurada pelo método de diluicdo critica (BARBOSA et al., 2014)
descrito anteriormente, empregando-se somente L. monocytogenes 104 como

indicador de atividade. O experimento foi realizado uma vez.

3.3.3. Avaliacdo da producao de bacteriocinas por P. acidilactici ET34 em
co-cultura com Enterococcus faecalis ATCC12755 e na presenca do
filtrado da cultura e da cultura inativada pelo calor de E. faecalis
ATCC12755 e do SLC de P. acidilactici ET34 (Quadro-Resumo 2)

Para os experimentos com Enterococcus faecalis ATCC12755, foram
preparados 17 tubos com 8 mL de caldo MRS e 1 mL de uma cultura de P.
acidilactici ET34 contendo 10°> UFC/mL. Os tubos foram divididos em quatro
séries de quatro tubos cada, que foram utilizados no seguinte protocolo
experimental:

e Teste P: a quatro tubos adicionou-se 1 mL da cultura viva de E. faecalis
ATCC12755, diluida de forma a conter 10" UFC/mL, 10° UFC/mL, 10° UFC/mL
e 10* UFC/mL;

e Teste Q: a quatro tubos adicionou-se 1 mL do filtrado da cultura de E.
faecalis ATCC12755 diluida Ox, 10x, 100x e 1000x;

e Teste R: a quatro tubos adicionou-se 1 mL da cultura de E. faecalis
ATCC12755 inativada por autoclavacao, diluida 0x, 10x, 100x e 1000x;

e Teste S: a quatro tubos adicionou-se 1 mL do SLC de P. acidilactici
ET34, diluido 0x, 10x, 100x e 1000x.

O 17° tubo continha apenas a monocultura de P. acidilactici ET34
(controle). Todos os tubos foram incubados a 25°C por 24 h, obtendo-se o SLC
de cada cultura conforme descrito anteriormente. A atividade antimicrobiana do
SLC foi mensurada pelo método de diluicdo critica (BARBOSA et al., 2014)
descrito anteriormente, empregando-se somente L. monocytogenes 104 como

indicador de atividade. O experimento foi realizado uma vez.
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Quadro-Resumo 2: Experimentos com P. acidilactici ET34

P. acidilactici ET34 e Teste J cultura de P. acidilactici ET34 + cultura viva

L. monocytogenes 104 de L. monocytogenes 104

Teste L cultura de P. acidilactici ET34 + filtrado da

cultura de L. monocytogenes 104

Teste M cultura de P. acidilactici ET34 + cultura

inativada de L. monocytogenes 104

Teste N cultura de acidilactici ET34 + SLC de P.
acidilactici ET34

P. acidilactici ET34 e Teste P cultura de P. acidilactici ET34 + cultura viva
E. faecalis ATCC12755 de E. faecalis ATCC12755

Teste Q cultura de P. acidilactici ET34 + filtrado da
cultura de E. faecalis ATCC12755

Teste R cultura de P. acidilactici ET34 + cultura
inativada de E. faecalis ATCC12755

Teste S cultura de P. acidilactici ET34 + SLC de P.
acidilactici ET34

3.3.4 Multiplicacdo de L. monocytogenes 104 em funcéo da atividade do

SLC de Pediococcus acidilactici ET34 presente

Para quantificar a atividade do SLC da cultura de P. acidilactici ET34 na
multiplicacdo de L. monocytogenes 104, empregou-se o método de diluicdo
critica (BARBOSA et al., 2014), descrito anteriormente.

Para os testes, preparou-se 200 mL de uma cultura de P. acidilactici
ET34 em caldo MRS a 37°C por 24 h, que foi centrifugada a 5000xg por 10 min
e o pH do sobrenadante ajustado a 6,0-7,0. Em seguida, o sobrenadante foi
aguecido em banho-maria a 80°C por 10 minutos e filtrado a 0,22 um. A quatro
tubos contendo 20 mL de caldo MRS, adicionou-se 0,78 mL, 1,875 mL, 5,0 mL

e 20 mL do SLC, correspondente a bacteriocina com atividade de 240 UA/mL,
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548 UA/mL, 1.280 UA/mL e 3.200 UA/mL, respectivamente, conforme
determinado pelo método da diluicdo critica anteriormente citado. A cada um
dos tubos com caldo MRS e SLC, adicionou-se uma cultura de L.
monocytogenes 104 obtida em MRS a 37°C por 24 h, de forma a atingir uma
populacéo de 10" UFC/mL. Como controles, foram empregados MRS estéril e a
cultura de L. monocytogenes 104. Os seis tubos foram incubados a 37°C, e a
multiplicagdo de L. monocytogenes 104 em cada um deles foi observada
mensurando-se a densidade oOptica a 600 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia

Biotech, UK) a cada hora, até 12 h. O experimento foi realizado uma vez.

3.3.5. Comprovacao da natureza proteica do composto inibidor produzido
por P. acidilactici ET34

Para comprovar que a acéo inibitéria do SLC de P. acidilactici ET34 era
causada por bacteriocinas e ndo por outros metabdlitos com atividade
antimicrobiana, preparou-se 200 mL de SLC, conforme ja descrito, que foi
dividido em duas porcdes de 100 mL. A uma das porcbes adicionou-se 1g de
protease de Streptomyces griseus (Sigma-Aldrich, Brasil) e, apos 1 h a 37°C, a
mistura foi aquecida em banho-maria a 100°C por 10 min, para inativacao da
protease. A auséncia de atividade foi confirmada pelo teste spot-on-the-lawn
modificado de Van Reenen, et al., (1998), empregando-se L. monocytogenes
104 como indicador.

A quantificacdo de atividade contra L. monocytogenes 104 nas duas
porcoes de 200 mL do SLC (nédo tratada e tratada com protease) seguiu um
procedimento similar ao descrito no item 3.3.4. Foram preparadas 2 séries de 4
tubos com 20 mL de caldo MRS, sendo que a uma das séries, adicionou-se
0,78 mL, 10mL, 40 mL e 80 mL do SLC né&o tratado com protease,
correspondente a bacteriocina com atividade de 240 UA/mL, 2.133 UA/mL,
4.266 UA/mL e 5.120 UA/mL, respectivamente, conforme determinado pelo
método da diluigdo critica (BARBOSA et al., 2014). A outra série de 4 tubos,
adicionou-se 0os mesmos volumes de SLC tratado com protease. A todos 0s
tubos adicionou-se Listeria monocytogenes 104 (10’ UFC/mL). Como

controles, utilizou-se a L. monocytogenes 104 em caldo MRS e também caldo
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MRS estéril. Os 10 tubos foram incubados a 37°C, e a multiplicacdo de L.
monocytogenes 104 em cada um deles foi observada mensurando-se a
densidade optica a 600 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, UK) a cada

hora, até 12 h. O experimento foi feito uma vez.

3.3.6. Teste de inibicdo da multiplicacdo de Listeria monocytogenes 104 e
por Pediococcus acidilactici ET34 em leite desnatado reconstituido e em
caldo MRS

A inibicdo da multiplicacdo de L. monocytogenes 104 e quando em co-
cultura com P. acidilactici ET34 em leite por 24 h foi testada em leite e em
caldo MRS. Para o preparo do leite, empregou-se leite em p6 desnatado
reconstituido a 10% v/v (Molico, Nestlé, Brasil).

P. acidilactici ET34 foi cultivado em caldo MRS a 37°C por 24 h, de
forma a conter 108 UFC/mL e L. monocytogenes 104 foi cultivada em caldo BHI
a 37°C por 24 h, de forma a conter 10" UFC/mL.

As culturas foram adicionadas ao leite e ao caldo MRS nas seguintes
combinacdes:

a) Leite, adicionado das culturas de P. acidilactici ET34 e L.
monocytogenes 104,

b) Leite, adicionado da cultura de P. acidilactici ET34;

C) Leite, adicionado da cultura de L. monocytogenes 104;

d) Caldo MRS, adicionado das culturas de P. acidilactici ET34 e L.
monocytogenes 104,

e) Caldo MRS, adicionado da cultura de P. acidilactici ET34;

f) Caldo MRS, adicionado da cultura de L. monocytogenes 104;

As culturas em leite e em caldo MRS foram incubadas a 37°C por 24 h, e
submetidas a diluicdo decimal seriada em agua peptonada (Oxoid, UK). A
enumeragdo dos microrganismos foi realizada por semeadura em superficie
(100 pL de cada diluicdo) em placas com agar MRS para contagem de P.
acidilactici ET34 e em placas com agar Oxford para contagem de L.

monocytogenes 104, em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 18 cepas testadas (Tabela 1), 14 inibiram L. monocytogenes Scott
A quando testadas pela técnica spot-on-the-lawn utilizada. As cepas Lb. sakei
ATCC15521, E. faecalis ATCC12755, St. thermophilus 170v e S. aureus

ATCC29213 nao foram capazes de inibir este microrganismo indicador.

4.1 Experimentos com Lactobacillus sakei MBSal

A cepa Lb. sakei MBSal, sabidamente produtora de bacteriocinas e
ativa contra L. monocytogenes Scott A (BARBOSA et al., 2014) apresentou um
espectro de acédo limitado, pois entre as cepas listadas na Tabela 1 foi ativa
apenas contra de Lb. sakei ATCC15521, E. faecium S100 e E. faecalis
ATCC12755, além das cepas de Listeria monocytogenes Scott A, 104, 711 e
637.

As quantidades de bacteriocina produzida por Lb. sakei MBSal em
caldo MRS a 30°C, expressas em UA/mL, em monocultura e nas co-culturas
com E. faecalis ATCC12755 iniciadas apés 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 h, estéo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Quantidades (UA/mL) de bacteriocina produzida por Lb. sakei
MBSal em caldo MRS a 30°C em monocultura e em co-culturas com E.
faecalis ATCC12755 iniciadas apos 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24h, com L.
monocytogenes Scott A como microrganismo indicador de atividade

2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h

Monocultura 800 800 800 800 800 800 400
Co-cultura  2.560 1.280 1.280 640 640 1.280 640

Os resultados indicam que Lb. sakei MBSal produziu maior quantidade
de bacteriocina quando em co-cultura com E. faecalis ATCC12755 do que

gquando em monocultura. A maior quantidade de bacteriocina produzida (2.560
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UA/mL) ocorreu quando a co-cultura foi iniciada apds 2h, observando-se que,
gquando em monocultura, Lb. sakei MBSal produziu apenas 800 UA/mL neste
tempo.

Quando o SLC resultante da co-cultura de Lb. sakei MBSal e E.
faecalis ATCC12755 foi adicionado a cultura de Lb. sakei MBSal, observou-se
um aumento na quantidade de bacteriocina produzida, chegando a 12.800
UA/mL, enquanto na monocultura, sem a adicdo deste SLC, a quantidade
produzida foi apenas 1.600 UA/mL. Estes resultados indicam que a producédo
de bacteriocina por Lb. sakei MBSal foi induzida pelo SLC adicionado.

Os resultados das quantidades de bacteriocina produzida (UA/mL) por
Lb. sakei MBSal, quando co-cultivada com Lactobacillus sakei ATCC15521 e
na presenca das culturas filtradas e inativadas pelo calor e do SLC de Lb. sakei
MBSal, em diferentes concentracdes, empregando diferentes cepas de L.

monocytogenes como microrganismo-alvo, estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Quantidades (UA/mL) de bacteriocina produzida por Lb. sakei
MBSal quando em monocultura e quando co-cultivada com Lb. sakei
ATCC15521 (teste A) e na presenca do filtrado da cultura (teste B) e da cultura
inativada pelo calor (teste C) e do SLC da prépria cepa (teste D), com o

emprego de diferentes cepas de L. monocytogenes como indicadoras de

atividade
Listeria Testes/concentragdes UA/mL
monocytogenes
ATCC7644 Monocultura Nd
A 0x Nd
A 10x Nd
A 100x Nd
A 1000x Nd
B Ox Nd
B 10x Nd
B 100x Nd
B 1000x Nd
C 0x Nd
C 10x Nd
C 100x Nd
C 1000x Nd
D 0x Nd
D 10x Nd
D 100x Nd
D 1000x Nd
104 Monocultura 1.600
A 0Ox 800
A 10x 1.600
A 100x 1.600
A 1000x 1.600
B Ox 3.200
B 10x 3.200
B 100x 1.600
B 1000x 1.600
C 0x 1.600
C 10x 1.600
C 100x 1.600
C 1000x 1.600
D Ox 1.600
D10x 1.600

D100x 800
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D 1000x 1.600
711 Monocultura 800
A 0x 400
A 10x 1.600
A 100x 800
A 1000x 1.600
B Ox 1.600
B 10x 1.600
B 100x 1.600
B 1000x 800
C 0x 800
C 10x 800
C 100x 1.600
C 1000x 800
D 0x 1.600
D 10x 1.600
D 100x 1.600
D 1000x 800
637 Monocultura 1.600
A 0x 800
A 10x 1.600
A 100x 800
A 1000x 800
B Ox 1.600
B 10x 1.600
B 100x 1.600
B 1000x 1.600
C 0x 800
C 10x 1.600
C 100x 1.600
C 1000x 800
D 0x 1.600
D 10x 1.600
D 100x 1.600
D 1000x 1.600

Nd: ndo detectado

Verificou-se que a quantidade de bacteriocina produzida por Lb. sakei

MBSal nos diferentes testes foi

muito semelhante

produzida em

monocultura. Somente na presenca do filtrado da cultura de Lb. sakei

ATCC15521 observou-se um pequeno aumento na quantidade de bacteriocina

produzida, chegando a 3.200 UA/mL quando L. monocytogenes 104 foi
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empregada como microrganismo indicador. Observou-se também que L.
monocytogenes ATCC7644 nao foi inibida por Lb. sakei MBSal em nenhuma
das situacdes avaliadas.

Os resultados das quantidades de bacteriocina produzida (UA/mL) por
Lb. sakei MBSal, quando co-cultivada com E. faecalis ATCC12755 e na
presenca das culturas filtradas e inativadas pelo calor e do SLC de E. faecalis
ATCC12755, em diferentes concentracbes e com diferentes cepas de L.
monocytogenes com o alvo, estdo apresentados na Tabela 4. Os resultados
obtidos sdo muito semelhantes aos observados para Lb. sakei ATCC15521
(Tabela 3), ou seja, a producéo de bacteriocinas por Lb. sakei MBSal foi muito
semelhante nos diferentes testes realizados. Novamente, quando L.
monocytogenes ATCC7644 foi empregada como microrganismo indicador, n&o

houve nenhum halo de inibicdo, em qualquer teste efetuado.
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Tabela 4. Quantidades (UA/mL) de bacteriocina produzida por Lb. sakei
MBSal quando em monocultura e quando co-cultivada com E. faecalis
ATCC12755 (teste E) e na presenca do filtrado da cultura (teste F) e da cultura
inativada pelo calor (teste G) e do SLC da propria cepa (teste H), com o

emprego de diferentes cepas de L. monocytogenes como indicadoras de

atividade
Listeria Testes/concentragdes UA/mL
monocytogenes
ATCC7644 Monocultura Nd
E Ox Nd
E 10x Nd
E100x Nd
E 1000x Nd
F Ox Nd
F 10x Nd
F 100x Nd
F 1000x Nd
G Ox Nd
G 10x Nd
G 100x Nd
G 1000x Nd
H Ox Nd
H 10x Nd
H 100x Nd
H 1000x Nd
104 Monocultura 12.800
E Ox 3.200
E 10x 3.200
E 1000x 3.200
F Ox 1.600
F 10x 3.200
F 100x 3.200
F 1000x 3.200
G Ox 800
G 10x 1.600
G 100x 800
G 1000x 1.600
H Ox 6.400
H 10x 3.200

H 100x 1.600
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H 1000x 1.600
711 Monocultura 1.600
E Ox 3.200
E 10x 1.600
E 100x 1.600
E 1000x 1.600
F Ox 1.600

F 10x 1.600
F 100x 1.600
F 1000x 1.600
G 0x 800
G 10x 800
G 100x 800
G 1000x 800
H 0x 1.600
H 10x 1.600
H 100x 3.200
H 1000x 1.600
637 Monocultura 3.200
E Ox 3.200
E 10x 3.200
E 100x 3.200
E 1000x 3.200
F Ox 3.200

F 10x 1.600
F 100x 1.600
F 1000x 1.600
G 0x 400
G 10x 3.200
G 100x 1.600
G 1000x 800
H 0x 6.400
H 10x 3.200
H 100x 3.200
H 1000x 6.400

Nd: ndo detectado

Os resultados indicam que Lb. sakei MBSal nao aumentou a producgéo
de bacteriocina na presenca de uma outra cultura viva ou de metabdlitos

enddgenos e exdgenos préprios ou dessa outra cultura viva. Esses resultados
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sao diferentes dos observados por Rojo-Bezares et al. (2007), que relataram
que Lactobacillus plantarum J23 ndo apresentou atividade antimicrobiana em
monocultura, mas na presenca de outros microrganismos em co-cultura, houve
inducdo da producéo de bacteriocina, chegando a quantidade maxima de 640
UA/mL ap6s 6 h de co-cultivo. Também Maldonado et al. (2004) reportaram
que a producao de bacteriocina por Lb. plantarum NC8 foi induzida quando a
cepa foi co-cultivada com outras 41 cepas de diversos géneros, enquanto em
monocultura ndo se detectou atividade antimicrobiana.

Maldonado et al. (2004), também observaram uma autoindu¢&o, quando
Lb. plantarum NC8 produziu 640 UA/mL apés a adicdo do SLC resultante da
co-cultura Lb. plantarum NC8, demonstrando que além da cultura viva, algum
composto proteico enddégeno e/ou exdégeno também pode induzir a producéo
de bacteriocina. Por outro lado, Rojo-Bezares et al. (2007) relataram que Lb.
plantarum J23, na presenca do SLC ou da cultura autoclavada ndo apresentou
atividade antimicrobiana em nenhum dos casos, enquanto na co-cultura com

células vivas houve induc¢éo da producéo de bacteriocinas por esta cepa.

4.2 Experimentos com Pediococcus acidilactici ET34

A Tabela 5 apresenta a quantidade de bacteriocina produzida por P.
acidilactici ET34 de acordo com o microrganismo alvo. Observou-se que esta
cepa apresentou boa atividade antimicrobiana contra as cepas de Listeria
monocytogenes e E. faecalis testadas, mas foi inativa contra Staphylococcus
aureus ATCC29213 e Lb. sakei ATCC15521.
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Tabela 5. Producao de bacteriocina (UA/mL) por Pediococcus acidilactici ET34,

de acordo com o microrganismo alvo

Microrganismo alvo UA/mL

L. monocytogenes 637 12.800

L. monocytogenes 711 12.800

L. monocytogenes 104 25.600

L. monocytogenes Scott A 6.400

E. faecalis ATCC12755 3.200
S. aureus ATCC29213 Nd
Lb. sakei ATCC15521 Nd

Nd: ndo detectado

Os resultados das quantidades de bacteriocina produzida (UA/mL) por
Pediococcus acidilactici ET34, quando co-cultivada com E. faecalis
ATCC12755 e L. monocytogenes 104 e na presenca das culturas filtradas e
inativadas pelo calor e do SLC de E. faecalis ATCC12755 e L. monocytogenes

104, em diferentes concentracfes, estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Quantidades (UA/mL) de bacteriocina produzida por Pediococcus
acidilactici ET24 quando em monocultura e quando co-cultivado com Listeria
monocytogenes 104 (teste J) ou E. faecalis ATCC12755 (Teste P) e na
presenca dos filtrados das culturas (testes L e Q, respectivamente) e inativadas

pelo calor (testes M e R) e dos SLC (testes N e S, respectivamente)

Microrganismos Testes/concentracdes UA/mL
L. monocytogenes 104 Monocultura 1.600
J Ox 1.600
J 10x 1.600
J 100x 3.200
J 1000x 1.600
L Ox 6.400
L 10x 6.400
L 100x 1.600
L 1000x 3.200
M Ox 3.200
M 10x 3.200
M 100x 800
M 1000x 1.600
N Ox 3.200
N 10x 3.200
N 100x 3.200
N 1000x 800
E. faecalis ATCC12755 Monocultura 3.200
P 0x 3.200
P 10x 3.200
P 100x 6.400
P 1000x 6.400
Q Ox 6.400
Q 10x 3.200
Q 100x 3.200
Q 1000x 3.200
R 0x 3.200
R 10x 6.400
R 100x 6.400
R1000x 3.200
S 0x 3.200
S 10x 6.400
S 100x 800

S1000x 1.600
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A Densidade Optica a 600 nm das culturas de L. monocytogenes 104 em
caldo MRS acrescido de diferentes quantidades de SLC de Pediococcus
acidilactici ET34 esta apresentada na Tabela 7 e as respectivas curvas de

multiplicacdo podem ser vistas na Figura 3.

Tabela 7. Densidade Optica a 600 nm das culturas de L. monocytogenes 104
em caldo MRS contendo diferentes quantidades de SLC de Pediococcus
acidilactici ET34

SLC (UA/mL)
Tempo Controle 240 548 1280 3200
1h 0 0,019 0,014 0,013 0,011
2h 0,016 0,013 0,014 0,012 0,011
3h 0,027 0,016 0,017 0,016 0,011
4h 0,041 0,019 0,019 0,017 0,012
5h 0,063 0,024 0,023 0,02 0,013
6h 0,081 0,032 0,031 0,025 0,014
7h 0,114 0,042 0,041 0,03 0,016
8h 0,154 0,053 0,049 0,039 0,022
9h 0,18 0,07 0,067 0,06 0,04
10h 0,207 0,096 0,099 0,089 0,071
11h 0,232 0,135 0,134 0,13 0,114
12h 0,262 0,169 0,171 0,169 0,16
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Figura 3. Curvas de multiplicacdo de L. monocytogenes 104 em caldo MRS

contendo diferentes quantidades de SLC de Pediococcus acidilactici ET34

0,5 ~
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Os resultados na Tabela 7 e Figura 3 evidenciam gue a bacteriocina de
P. acidilactici ET34 adicionada ao caldo MRS causou um aumento na duracao
da fase lag da curva de multiplicagéo de L. monocytogenes 104. Na presenca
da bacteriocina, a fase logaritmica de multiplicacdo iniciou-se apés 8 horas,
enquanto na curva controle a fase lag foi imperceptivel.

O efeito do tratamento do SLC de P. acidilactici ET34 com protease de
Streptomyces griseus na multiplicagdo de L. monocytogenes 104 esta

apresentado na Tabela 8 e Figura 4.
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Tabela 8. Densidade Optica a 600 nm das culturas de L. monocytogenes 104
em caldo MRS acrescido de SLC de P. acidilactici ET34 com atividade de 240
UA/mL (A), 2133 UA/mL (B), 4266 UA/mL (C) e 5120 UA/mL (D) e os

respectivos SLC tratados com protease (A+P, B+P, C+P e D+P)

Tempo SLC
(h) 0 A B C D A+P B+P C+P D+P
1 0,012 0,013 0,023 0,041 0,05 0,016 0,043 0,074 0,085
2 0,018 0,015 0,028 0,053 0,05 0,022 0,045 0,086 0,084
3 0,024 0,016 0,032 0,043 0,049 0,025 0,053 0,077 0,082
4 0,047 0,022 0,027 0,044 0,049 0,041 0,052 0,081 0,085
5 0,072 0,022 0,031 0,049 0,054 0,068 0,056 0,086 0,080
6 0,108 0,025 0,031 0,049 0,047 0,103 0,082 0,087 0,083
7 0,137 0,033 0,030 0,055 0,045 0,151 0,113 0,095 0,085
8 0,162 0,036 0,036 0,062 0,040 0,179 0,143 0,109 0,105
9 0,198 0,055 0,044 0,068 0,043 0,215 0,195 0,130 0,111
10 0,210 0,080 0,054 0,073 0,044 0,241 0,242 0,156 0,130
11 0,246 0,114 0,085 0,087 0,047 0,267 0,307 0,251 0,162
12 0,255 0,133 0,091 0,094 0,050 0,289 0,333 0,260 0,175




49

Figura 4. Curvas de multiplicacdo de L. monocytogenes 104 em caldo MRS
acrescido de SLC de P. acidilactici ET34 com atividade de 240 UA/mL (A),
2.133 UA/mL (B), 4.266 UA/mL (C) e 5.120 UA/mL (D) e os respectivos SLC
tratados com protease (A+P, B+P, C+P e D+P)
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Os resultados da Tabela 8 e Figura 4 confirmam que a atividade
antimicrobiana do SLC de P. acidilactici ET34 é consequéncia da acéo de
compostos de natureza proteica, ou seja, de bacteriocinas, e ndo de compostos
de outra natureza. A acdo inibitéria foi dose-dependente, tendo sido
bacteriostatica por pelo menos 12 h para o SLC com atividade de 5.120 UA/mL.

Quanto ao efeito de co-culturas na inducdo da producdo de
bacteriocinas por Lb. sakei MBSal e por P. acidilactici ET34, nos diferentes
testes realizados, observou-se que os resultados para as duas cepas foram
muito semelhantes. Observou-se que as cepas E. faecalis ATCC12755 e L.
monocytogenes 104 ndo atuaram como indutoras de produgéo de bacteriocinas
por Lb. sakei MBSal ou por P. acidilactici ET34, assim como também nao
foram os metabdlitos exdgenos e/ou enddgenos destas duas cepas.

Quanto aos testes de inibicdo de L. monocytogenes 104 quando em co-

cultura com P. acidilactici ET34 em leite em p6 desnatado reconstituido e em
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caldo MRS, apés 24h de co-cultura, os resultados podem ser vistos na Figura
5.

Figura 5. Contagens de Listeria monocytogenes 104 e de Pediococcus
acidilactici ET34 (Log UFC/mL) quando em co-cultura e em monocultura, em
leite em po6 desnatado reconstituido e em caldo MRS, apds incubacgédo a 37°C
por 24 h

BLEITE
®MRS

Log UFC/mL
S

L. monocytogenes 104 em P.acidilactici ET34 em co- L. monocytogenes 104 em P. acidilactici ET34 em
co-cultura cultura monocultura monocultura

Os resultados da Figura 5 indicam que a multiplicacdo de L.
monocytogenes 104 em caldo MRS ¢é inibida quando em co-cultura com P.
acidilactici ET34 por 24 h, enquanto essa inibicdo ndo ocorre quando a co-
cultura é feita em leite em pé reconstituido. Os resultados dos experimentos
controle com as monoculturas em MRS e em leite em p6 desnatado indicaram
que houve boa multiplicacdo dos microrganismos em teste nos dois casos, ou
seja, a auséncia de atividade no leite deve ser decorrente de interferentes
presentes que inibiram a producdo de bacteriocinas por P. acidilactici ET34 ou
causaram a perda da atividade da bacteriocina produzida.

Segundo Somkuti & Steinberg (2010), a glicose presente no caldo MRS
€ de facil degradacdo por P. acidilactici ET34, permitindo a producdo de

bacteriocinas e matrizes a base de lactose ndo sdo adequadas para a
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producado de bacteriocina por P. acidilactici, pois esse género bacteriano possui
capacidade limitada para a fermentacdo da lactose, o que explicaria 0s
resultados observados neste estudo. No entanto, quando Somkuti & Steinberg
(2010) utilizaram St. thermophilus e Lb delbrueki subsp. bulgaricus em co-
cultura com P. acidilactici, houve um aumento na producdo de bacteriocina,
certamente porque a lactose presente no leite foi transformada em glicose e
galactose pela enzima B-galactosidase de St. thermophilus e Lb. delbrueki
subsp. bulgaricus, sendo entdo a galactose fermentada por P. acidilactici, com
producdo de bacteriocina. Cavicchioli et al. (2017) também ndo obtiveram
atividade contra Listeria quando Pediococcus pentosaceus ST65ACC foi co-
cultivado com L. monocytogenes em uma matriz lactea. P. pentosaceus
ST65ACC produziu uma quantidade maxima de bacteriocina de
aproximadamente 3.000 UA/mL, da 62 até a 92 hora de co-cultivo, decaindo
para menos de 1.000 UA/mL nas 9 horas seguintes, certamente em
consequéncia da capacidade limitada da cepa fermentar a lactose. E, portanto,
possivel supor que a quantidade de bacteriocina produzida por P. acidilactici
ET34 no leite ndo foi suficiente para ter uma acdo contra L. monocytogenes
104 quando os dois microrganismos foram co-cultivados.

Na contramdo dos resultados apresentados e de outros estudos,
Gutierrez-Cortés et al. (2018) mostraram recentemente que Pediococcus
pentosaceus 147 quando em co-cultura com Lactobacillus plantarum produziu
maior quantidade de bacteriocina(51.000 UA/mL) quando comparado com a
monocultura (19.200 UA/mL). A producao de bacteriocina de P. pentosaceus
147 foi maior em caldo MRS adicionado de soro de leite do que em caldo MRS
simples. Segundo os autores do estudo, esse resultado se deve,
provavelmente, a individualidade da cada cepa do género Pediococcus spp.,
pois poucas cepas sao capazes de fermentar lactose como citado por
Papagianni & Anastasiadou (2009). Essa contradicdo indica que mais
investigacdo € necesséria para esclarecer os efeitos de possiveis interacdes
entre as BAL presentes em um alimento, bem como o efeito dos componentes
dos alimentos na producéo das bacteriocinas pelas BAL bacteriocinogénicas.
Os recentes estudos do fen6meno de quorum sensing deverdo trazer novas
informacdes para o entendimento da dindmica da bacteriocinogénese de

bactérias laticas.
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5 CONCLUSOES

e E. faecalis ATCC12755, Lb. sakei ATCC15521 e L. monocytogenes 104
nao sao microrganismos indutores de producdo de bacteriocina por Lb. sakei
MBSal e P. acidilactici ET34.

e Os metabdlitos contidos no SLC produzidos pelas cepas
bacteriocinogénicas Lb. sakei MBSal e P. acidilactici ET34 ndo sdo indutores

na producédo de suas proprias bacteriocinas.

e Os filtrados e a inativacdo pelo calor das culturas E. faecalis
ATCC12755, Lb. sakei ATCC15521 e L. monocytogenes 104 ndo aumentam a
guantidade de bacteriocina produzida pelas cepas bacteriocinogénicas Lb.
sakei MBSal e P. acidilactici ET34 comparando com a monocultura, indicando
que os metabdlitos exdgenos também ndo sdo indutores na producdo de
bacteriocina.

e A acdo antimicrobiana de P. acidilactici ET34 contra L. monocytogenes
104 é bacteriostatica na populacdo de Listeria nas primeiras 8 horas e

dependente da quantidade de bacteriocina produzida.

e A bacteriocina produzida por Pediococcus acidilactici ET34 é a
responsavel pela acdo bacteriostatica de Listeria monocytogenes 104, e com

acao dependente da quantidade.

e P. acidilactici ET34 ndo inibe L. monocytogenes em leite em péd
reconstituido, provavelmente devido a incapacidade de produzir bacteriocina
em decorréncia de sua capacidade limitada de fermentacdo da lactose ou a

acao de interferentes presentes no leite.
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