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IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE BACTERIAS DO ACIDO LACTICO
ISOLADAS DE UM PRODUTO CARNEO FERMENTADO TRADICIONAL E DO
AMBIENTE FABRIL

RESUMO:

Trinta e seis estirpes das espécies L. plantarum, L. curvatus e L. sakei isoladas de um
produto carneo fermentado tradicional (chourico) e do ambiente fabril de duas unidades
portuguesas de producdo, previamente identificadas por testes bioquimicos, foram
identificadas genotipicamente através das metodologias PCR e PCR Fingerprinting. Todas
as estirpes foram caracterizadas relativamente a sensibilidade a nove antibiéticos, tendo-se
verificado uma elevada percentagem de estirpes resistentes para a maioria dos antibioticos
testados.

As estirpes de Lactobacillus ndo demonstraram capacidades lipolitica e proteolitica.

Sendo as Bactérias do Acido Lactico (BAL) conhecidas pela producdo de substancias
inibitérias, as estirpes identificadas foram estudadas nas suas capacidades de inibicdo de
um agente indicador sensivel (E. avium EA5B), de microrganismos coabitantes (E. coli e S.
xylosus) e patogénicos (L. monocytogenes e S. aureus). Diversas estirpes demonstraram
capacidade inibitéria destes agentes, e duas delas, L. plantarum PO5-15 e PO5-51,
mantiveram esse comportamento apos centrifugacdo, liofilizacdo e ajuste do pH a 7,0,
considerando-se a possibilidade de produc@o de substancias bacteriocinogénicas ou de
bacteriocinas. Estas estirpes demonstraram capacidade de sobrevivéncia em meio com pH
3 e com Oxgall (1%), caracteristicas favoraveis quando usadas como agentes probioticos,
resistindo a passagem no estdbmago e intestino.

O crescimento apresentado por algumas estirpes a varias temperaturas (10°C, 25°C, 30°C e
44,5°C), permite a sua possivel aplicagdo em processos tecnoldgicos com temperaturas

variaveis.

PALAVRAS CHAVE: Bactérias do Acido LActico, Lactobacillus, produtos carneos

fermentados, probitticos, substancias com actividade bacteriocinogénica



IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED
FROM A FERMENTED TRADITIONAL MEAT PRODUCT AND WORKSHOP
ENVIRONMENT

ABSTRACT:

Thirty six strains of L. plantarum, L. curvatus and L. sakei isolated from a traditional
fermented meat product (chourigo) and workshop environment of two Portuguese production
units, previously identified by biochemical tests, were genotypically identified using PCR and
PCR Fingerprinting techniques. All strains were submitted to Antibiotic Sensibility Tests by
disk diffusion method, using nine different antimicrobial substances. It was verified that a
high percentage of strains were resistant to the antibiotic effects. All  strains have not
demonstrated lipolitic or proteolitic abilities.

Lactic Acid Bacteria (LAB) are known by the production of inhibitory substances. The
identified strains were evaluated for their ability to inhibit a sensitive indicator agent (E. avium
EAS), cohabitant microorganisms (E. coli and S. xylosus) and pathogens (L. monocytogenes
and S. aureus). Several strains have shown inhibitory capabilities to some of these agents.
Two of them, L. plantarum PO5-15 and PO5-51, kept that skill even after centrifugation,
liofilization and pH adjustment to 7,0, fact that enhances the possibility of production of
bacteriocin-like substances or bacteriocins. These strains survived under pH 3,0 and Oxgall
(1%) conditions, that reveals favorable characteristics for use as probiotic agents , with
increased capability to pass through the stomach and intestine.

Growth demonstrated by some strains when submitted to different temperature conditions
(10°C, 25°C, 30°C and 44,5°C), allows their application in technological processes with

different temperatures.

KEYWORDS: Lactic Acid Bacteria (LAB), Lactobacillus, fermented meat products,

probiotics, bacteriocin-like substances
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1. Introducéo

A producgéo e conservacao de alimentos sem recorrer a compostos quimicos tém sido cada
vez mais equacionadas pela comunidade cientifica, o que tem influenciado a opinido dos
consumidores a nivel mundial. Os produtos alimentares assumidos como mais saudaveis e
designados de “biolégicos”, “naturais”, “probioticos”, “isentos de aditivos”, estdo em franca
expansao. Estes sdo muitas vezes procurados por conterem substancias biologicamente
activas que possuem funcgdes nutricionais funcionais, promotoras da saude por prevenirem
doencas, protegerem 6rgdos e manterem as reac¢gfes organicas basicas. Segundo um
estudo apresentado pela International Food Information Council (IFIC) com dados relativos
ao consumo de alimentos funcionais nos EUA entre 1998 e 2002, reportou-se um aumento
de 10% no consumo de alimentos funcionais sendo que 62% dos inquiridos consumia 1 a 3
alimentos especificos para obter beneficios funcionais ao nivel da salde. Segundo Bento
(2008), nos ultimos anos, o mercado global dos alimentos funcionais tem aumentado a uma
taxa de 10% nos paises ocidentais face a uma taxa de 2% verificada para os restantes
alimentos e bebidas.

A procura de alternativas ao uso de quimicos nos alimentos tem-se tornado evidente,
designadamente no que toca aos conservantes. Os microrganismos e 0s produtos do seu
metabolismo, tais como a flora lactica e as bacteriocinas sdo um exemplo desta aplicacao.
Perante o exposto, o conhecimento da microflora dos produtos carneos fermentados
portugueses reveste-se de especial importancia pelo facto de poder ser usada em
aplicagdes tecnoldgicas, permitindo melhoria das caracteristicas higio-sanitarias dos
alimentos onde for introduzida, assim como com fins terapéuticos ou funcionais.

Neste trabalho pretendeu-se (1) contribuir para a caracterizacao fenotipica e genotipica da
flora &cido lactica isolada em produtos carneos fermentados e dos ambientes de producao;
(2) avaliar a aptidao tecnolégica de algumas estirpes seleccionadas dos grupos estudados;
(3) averiguar quais as potencialidades bacteriocinogénicas das mesmas; (4) avaliar a
resisténcia das vérias estirpes em estudo a diferentes factores (pH, presenca de sais biliares
e temperatura).

A estrutura global da dissertacdo divide-se em: Revisdo Bibliogréfica, em que se faz uma
discussdo actual da tematica escolhida; Materiais e Métodos, em que se apresentam as
metodologias aplicadas para o desenrolar do trabalho experimental, com o intuito de obter
informacfes que permitam caracterizar as estirpes em estudo e atingir os objectivos
propostos; apresentacédo dos Resultados obtidos na aplicacdo das metodologias com a sua

Discusséo e Conclus@es gerais face a outros estudos publicados no ambito deste tema.



2. Revisao Bibliografica

2.1. O papel das bactérias do &cido lactico (BAL) nos alimentos: sua caracterizacao
Diversos microrganismos tém vindo a ser usados ao longo dos tempos com fins
tecnoldgicos, quer na alimentacdo humana, quer animal. Alguns tém uma longa histéria de
utiizagdo e outros sdo pouco conhecidos, podendo representar perigo para oS
consumidores. Ha portanto que estabelecer uma avaliagdo formal do risco relativamente ao
seu uso, de modo a poderem ser utilizados com seguranca sem prejuizo da saude dos
consumidores nem desrespeito pelos requisitos legislativos estabelecidos pela Autoridade
de Seguranca Alimentar Europeia (EFSA). Neste grupo de microrganismos com interesse
tecnolégico e terapéutico incluem-se as bactérias do 4cido lactico (BAL).

As BAL sao consideradas o maior grupo de bactérias com accdo probidtica (Collins,
Thornton & Sullivan, 1998).

Morfologicamente, sé@o bacilos ou cocos Gram positivos ndo méveis ou raramente méveis e
gue ndo formam endosporos. Sao microrganismos quimioorganotroficos com metabolismo
estritamente fermentativo (Stamer, 1979; Kandler, 1983; Holzapfel & Wood, 1995) e
incapazes de sintetizar grupos porfirinicos, tais como o grupo heme.

Apesar de serem aerotolerantes, sdo bactérias caracteristicas de ambientes anaerébios,
muito exigentes do ponto de vista nutritivo e que suportam valores de pH muito baixos,
sendo a tolerancia a acidez uma caracteristica variavel entre estirpes.

Genericamente, nao sao patogénicas, usadas na industria alimentar com fins tecnolégicos,
séo acidificantes, tolerantes aos sais biliares, tém capacidade de adesé&o ao tecido epitelial
do intestino e sdo produtoras de substancias antimicrobianas, designadamente &acidos
organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas (Dunne et al., 1999).

Este grupo bacteriano inclui um conjunto de microrganismos procariotas capazes de
produzir &cido lactico como produto final da fermentagcédo dos hidratos de carbono. As BAL
estdo presentes em ambientes muito diversos tais como alimentos e bebidas fermentados,
plantas, frutos, solo, aguas residuais, e também fazem parte da microbiota dos tractos
respiratorio, intestinal e genital do homem e de animais (Holzapfel & Wood, 1995; Chambel,
2001).

O termo “Milchsauerbacillus” foi introduzido por Hueppe, em 1884, para descrever a flora
microbiana responsavel pela acidificacdo do leite e dos produtos lacteos.

No &ambito do fabrico de produtos cérneos fermentados, existe um conjunto de
microrganismos considerados interessantes e que se pretende conservar, pelo facto de
conferir caracteristicas organolépticas e higio-sanitarias benéficas aos produtos. Esta
microflora pode chegar ao produto através das matérias-primas usadas no fabrico, por retro-
inoculacdo usando material proveniente de um lote fermentado ou em fermentacdo, ou

através do uso de culturas de arranque comercializadas na forma congelada ou liofilizada.



Dos microrganismos envolvidos habitualmente na fermentacdo dos produtos carneos
encontram-se as BAL, elementos de Micrococcaceae e, em alguns casos, bolores e
leveduras. As primeiras séo utilizadas principalmente pela producdo de compostos com
capacidade antimicrobiana, cujas consequéncias ao nivel da capacidade de conservagéo e
de segurancga sdo inquestionaveis; aos restantes tém sido atribuidas faculdades na reducéo
de nitrato e degradacao de peroxido de hidrogénio, com vantagens ao nivel da qualidade e
estabilidade da cor dos produtos, assim como de compostos azotados e lipidicos, com
interaccdes ao nivel do flavour dos mesmos (Patarata, 2002).

Foi em 1919 que Orla- Jensen (citado por Inés, Tenreiro, Tenreiro & Mendes- Faia, 2008)
definiu com razodvel precisdo este grupo de bactérias acidificantes, estabelecendo a sua
diferenciacdo taxondémica com base em caracteristicas morfolégicas, metabdlicas e
fisioloégicas (Stamer, 1979; Kandler, 1983; Axelsson, 1993). Na classificagdo que prop6s
existiam o0s seguintes géneros: Betabacterium, Thermobacterium, Streptobacterium,
Streptococcus, Betacoccus, Tetracoccus, Microbacterium e Bacterium bifidum. As alteracdes
ocorridas na taxonomia das BAL, com a criagdo de novos géneros, espécies e sua
reclassificagdo e reorganizacdo, conduziram a que destes géneros apenas persista
actualmente o género Streptococcus, embora ndo incluindo as espécies transferidas para os
novos géneros Enterococcus, Lactococcus e Vagococcus (Inés et al., 2008).

A abordagem tradicional na classificacdo das BAL em diferentes géneros baseava-se
fundamentalmente em caracteristicas fenotipicas, nomeadamente: (i) morfolégicas das
células (forma, enddsporos, flagelos e reaccdo de Gram) e das col6nias (cor, dimensfes e
forma); (ii) bioquimicas (modo de fermentacé@o da glucose e configuragdo do &cido lactico
produzido); e (iii) fisiolégicas (crescimento a diferentes temperaturas, capacidade de crescer
em elevadas concentragdes de sal e toleréncia a diferentes pH do meio) (Inés et al., 2008).
As caracteristicas supracitadas continuam a ser usadas para diferenciacdo de alguns
géneros de BAL, todavia outros métodos fenotipicos foram introduzidos na classificacdo das
BAL tais como (i) os perfis metabdlicos e enzimaticos; (ii) a tipagem fagica e bacteriocinica;
(i) a serotipagem. Com o desenvolvimento dos métodos quimiotaxondémicos surgiu também
a analise de perfis de &cidos gordos ou de perfis de proteinas celulares totais ou a analise
de constituintes da parede celular (Curck, Peladan & Hubert, 1994; Dellaglio, Roissart,
Torriani, Curk & Janssens, 1994; Vandamme et al., 1996; citados por Inés et al., 2008).

A aplicacdo de técnicas moleculares na classificagdo e identificacdo das BAL permitiu
substituir e/ou complementar as metodologias classicas baseadas nas caracteristicas
fenotipicas. Dos métodos moleculares destacam-se, entre outros, a sequenciacdo do rDNA
16S e de outros genes, a determinacdo do teor molar de Guanina e da Citosina, as
hibridacdes DNA-DNA e DNA-RNA, a analise de polimorfismos de dimenséo de fragmentos
de restricdo (RFLP- Restriction Fragment Length Polymorphism), a macrorestricdo (PFGE-

Pulsed Field Gel Electrophoresis) e diversas técnicas baseadas em PCR (Polymerase Chain



Reaction) tais como RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), ARDRA (Amplified
Ribossomal DNA Restriction Analysis) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).
Trabalhos exaustivos e extensos de determinacdo de sequéncias de RNA e DNA
ribossomico, particularmente do rRNA 16S, tém permitido estabelecer as relacdes
filogenéticas que servem de base a taxonomia actual das BAL. As BAL tipicas pertencem ao
ramo “Clostridium” das bactérias Gram positivas, por apresentarem um teor molar de
Guanina (G) e Citosina (C) inferior a 50%, enquanto que o ramo “Actinomycetes’ cujo teor
em G e C é superior a 50%, inclui espécies do género Bifidobacterium e outros géneros
também importantes nas industrias dos alimentos e das bebidas (Coenye & Vandamme,
2003).

De modo geral, a maioria dos géneros das BAL forma grupos filogeneticamente distintos
mas, para alguns, em particular Lactobacillus e Pediococcus, os clusters filogenéticos néo
se correlacionam com as classificacdes baseadas em caracteres fenotipicos (Axelsson,
2004).

No caso do género Lactobacillus e numa tentativa de conciliar os dados de caracterizacao
fenotipica com os dados filogenéticos obtidos da sequenciagdo do rRNA, Hammes e Vogel
(1995) propuseram a seguinte classificagdo: homofermentativos obrigatorios (grupo A),
heterofermentativos facultativos (grupo B) e heterofermentativos obrigatérios (grupo C).
Dentro de cada grupo fermentativo as espécies sdo organizadas de acordo com as suas
relacdes filogenéticas pelos seguintes grupos: a) grupo Lactobacillus delbrueckii; b) grupo
Lactobacillus casei-Pediococcus; ¢) grupo Leuconostoc, existindo as seguintes combinacgdes
Aa, Ab, Ba, Bb, Cb e Cc.

Para além destas discrepancias filo-fenéticas, a maior dificuldade que surge ao sumarizar os
grupos taxonémicos das BAL, actualmente reconhecidos, prende-se com a propria definicdo
deste grupo funcional de bactérias. De facto, consoante as BAL sdo encaradas como um
grupo de bactérias Gram positivas que produzem &cido lactico como unico, principal ou
importante produto da fermentacao de acucares obtendo energia (BAL sensu latu), ou como
um sub-grupo destas que, para além de serem anaerObias, microaerodfilicas ou
aerotolerantes, possuem um teor molar de G e C inferior a 50%, ndo produzem catalase e
ndo formam endosporos (BAL sensu strictu), assim varia o nimero de géneros considerados
e a correspondente diversidade filogenética (Inés et al., 2008).

A Figura 1 apresenta a organizacao taxondmica deste grupo funcional de bactérias, no seu
conceito mais amplo, recorrendo a informagao disponivel no TOBA (“Taxonomic Outline of e
Bacteria and Archaea” (Garrity et al., 2007) e na LPNSN (“List of Prokaryotic Names with
Standing in Nomenclature”, Euzéby, 1997), para a compilacdo dos géneros actualmente
reconhecidos em termos de publicacdo valida e do nimero de espécies incluidas.

As BAL metabolizam, para além da glucose, outros aclUcares nomeadamente: frutose,

galactose, manose, sacarose, lactose, maltose e pentoses. A maior parte das hexoses sao



transportadas por permeases (ATP- dependentes) e/ou pelo sistema da fosfotransferase
(fosfoenolpiruvato- dependente) e sdo metabolizadas apds isomerizacdo e/ou fosforilagédo
(Axelsson, 1993). No que diz respeito as pentoses, quase todas as estirpes
heterofermentativas tém capacidade de as utilizar, embora existam algumas pentose-
negativas. As pentoses sdo geralmente transportadas para o interior da célula bacteriana
através de permeases, sendo fosforiladas e convertidas a D-xilulose-5-fosfato por
epimerases e/ou isomerases. Este composto da origem a quantidades equimolares de
lactato e acetato pelas reaccdes que ocorrem na parte final da via heterofermentativa (Inés
et al., 2008).

Figura 1: Organizacdo taxonomica até as familias das BAL de acordo com o “Taxonomic
Outline of the Bacteria and Archaea” (TOBA, versdo 05.12.09) e com a “List of Bacterial

Names with Standing in Nomenclature” (LPNSN, verséo 05.12.09).
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2.1.1. Importancia e caracterizacdo de Lactobacilli

Entre as varias espécies do grupo que constitui as BAL, as mais usadas em enchidos
fermentados como culturas de arranque sédo das espécies Lactobacillus curvatus, L. sakei,
L. plantarum, Pediococcus acidilactici e P. pentosaceus (Montel, Talon, Fournaud & Larpent,
1994; Hammes & Hertel, 1998; Hugas & Monfort, 1997). Outras espécies tém sido também
testadas como probiéticos em enchidos, designadamente Lactobacillus acidophilus, L.
alimentarius, L. casei e Bifidobacterium, spp. (Patarata, 2002).

De acordo com os estudos publicados, as trés espécies de Lactobacillus mais usadas como
culturas de arranque em enchidos fermentados sdo L. curvatus, L. sakei e L. plantarum,
(Montel, 1994).



A identificac@o de estirpes da mesma espécie é muitas vezes dificil, dada a sua proximidade
morfolégica e genética. Para diferenciar as varias estirpes de Lactobacillus, ha que ter por
base uma combinag&o entre caracteristicas fenotipicas e genotipicas.

O género Lactobacilli tem sido classificado com base em caracteristicas fenotipicas,
incluindo morfolégicas, modo de fermentacdo da glucose, capacidade de crescimento a
diferentes temperaturas, configuracdo do acido lactico produzido e tipos de carbohidratos
fermentados. No entanto, devido ao facto das espécies apresentarem requisitos nutricionais
e de crescimento semelhantes, as técnicas de microbiologia classica foram consideradas
insuficientes. Acrescente-se que a avaliagdo das caracteristicas fenotipicas sdo sempre
demoradas e muito laboriosas. Neste contexto, as técnicas moleculares tém vindo a ser
cada vez mais utilizadas pelo valor acrescentado na caracterizagdo bacteriana (Kao, Liu &
Shyu, 2007).

2.1.1.1. Caracteristicas morfologicas

O género Lactobacilli engloba um conjunto diverso de 140 espécies (Euzéby, 1997), que
apresentam algumas caracteristicas comuns, designadamente serem Gram positivas,
catalase negativas, ndo moveis, ndo esporuladas, anaerdbias facultativas e com capacidade
de crescimento quer em ambientes de microaerofilia quer de anaerobiose estrita (Klein,
Pack, Bonaparte & Reuter, 1998).

Morfologicamente, apresentam geralmente forma de bacilo ou bastonete estreito com
aspecto linear, no entanto podem também ter aspecto cocobacilar ou espiralar; dimensées
entre 0,6 e 1,2 um por 2,0 e 8,0 um; estes bacilos podem aparecer isolados, em pares ou
cadeias curtas; ndo crescem a 45°C e algumas estirpes conseguem crescer a temperaturas
entre 2 e 4°C; produzem &cido lactico a partir da fermentacdo de varios sacaridos (Kandler,
& Weiss, 1986; Singh, Goswami, Singh & Heller, 2009). O teor molar de C e G varia entre
32% (L. mali) e 54% (L. pontis e L. fermentum); estes valores que ultrapassam os limites
estabelecidos para o género, dando a impressao que Lactobacilli ndo é um género bem
definido (Vandamme et al., 1996).

A cultura e incubacdo destas bactérias sado efectuadas em meio selectivo Man-Rogosa-
Sharpe (MRS), ocorrendo o seu crescimento a temperaturas proximas de 30°C, durante 48 a
72 horas.

2.1.1.2. Taxonomia

O grande numero de espécies dentro do género Lactobacilli e as suas similaridades
fenotipicas e fisiologicas, em que se verificam transferéncias horizontais de caracteristicas
através de plasmideos, condiciona grandemente a descricdo taxondémica do género
(Dalezios & Siebert, 2001; Hammes & Hertel, 2006; Hammes & Vogel, 1995). Com o

objectivo de tornar mais facil a identificacdo e caracterizacdo das varias espécies foram



propostos varios esquemas baseados em caracteristicas diferenciadoras, tais como
fenotipicas, fisiolégicas, bioquimicas e genéticas comparando a regido 16S do rRNA
(Hammes & Vogel, 1995; Kandler & Weiss, 1986; Orla-Jensen, 1919). Destes esquemas de
identificacdo e caracterizacdo resultou a deslocagéo de varias espécies para dentro e para
fora do género. Algumas espécies foram reclassificadas, tais como L. confuses, L.
halotolerans, L. kandleri, L. minor, L. viridescens, L. minutus, L. rimae e L. uli; outras
constituiram um novo género, tais como L. maltaromicus, L. carnis e L. divergens que se
incluel no género Carnobacterium. Esta situacdo criou também alguma ambiguidade em
relacdo as espécies mais importantes do género, designadamente L. acidophilus, L. casei,
L. plantarum e L. delbrueckii, bem conhecidos pelas suas aplicabilidades em alimentos e

com fun¢des nutracéuticas (Collins, Farrow, Phillips, Ferusu & Jones, 1987).

2.1.1.3. Caracteristicas genéticas

A crescente importancia das espécies de Lactobacillus nos processos industriais e na salde
humana e animal e o facto dos testes bioquimicos serem insuficientes para a caracterizagédo
e diferenciacdo das mesmas, levou ao desenvolvimento de métodos moleculares com
elevado grau de sensibilidade direccionadas para este género (Chagnaud, Machinis, Coutte,
Marecat & Mercenier, 2001; Singh et al., 2009).

Contrariamente aos métodos de caracterizagdo fenotipica, os de identificacdo e
caracterizacdo molecular sdo considerados consistentes, rapidos, fiaveis e reprodutiveis,
tendo capacidade de descriminar diferencas entre espécies muito proximas. De facto, varias
espécies de Lactobacillus foram reclassificadas com base em resultados obtidos
recentemente por técnicas moleculares, alterando a classificacdo taxonémica de algumas,
nomeadamente L. cellobiosus, L. pastorianus, L. arizonensis que passaram a ser
designadas L. fermentum, L. paracollinoides e L. plantarum, respectivamente (Singh et al.,
2009).

As técnicas moleculares utilizadas mais frequentemente para identificacdo de Lactobacillus
podem ser divididas em quatro grupos: i) técnicas ndo baseadas em PCR; ii) técnicas
baseadas em PCR; iii) métodos baseados na combinagdo de ambas as técnicas referidas
anteriormente; iv) técnicas baseadas na sequenciacéo (Singh et al., 2009).

A identificac@o genética rapida de estirpes pertencentes a espécies geneticamente proximas
é considerada dificil. As sondas de DNA que reconhecem principalmente regifes variaveis
dos genes 16S ou 23S do rRNA tém sido usadas para identificar espécies e estirpes.
Contudo, para espécies muito proximas estas sondas de rRNA ndo podem ser usadas
devido a elevada similaridade das sequéncias de rRNA (Berthier & Ehrlich, 1998).

Os resultados obtidos relativos a sequéncias do gene 16S rRNA ou de regides
intergenéticas dos genes 16S- 23S rRNA tém levado a identificacdo de BAL usando

oligonucleétidos especificos como sondas (fluorescentes ou ndo) ou em ensaios de PCR



(Berthier & Ehrlich, 1998; Tannock et al.,2000). Chagnaud et al., (2001) descreveram um
método de PCR baseado na amplificacdo especifica do fragmento 16S rRNA de 6 espécies
de Lactobacillus. O programa de amplificacdo de DNA englobava vérias etapas: (i) primeiro,
ciclo-desnaturacéo; (ii) segundo, ciclo-desnaturacdo e annealing; (iii) terceiro, ciclo-
extensdo. Esta reaccdo exige a presenca de DNA bacteriano em estudo, primers, tampéo,
MgCl, e enzima taqpolimerase. Os produtos obtidos foram submetidos a electroforese em
gel de agarose e visualizados por transiluminagcédo com luz ultravioleta.

O PCR multiplex é uma evolucao da técnica classica de PCR, a qual permite detectar varias
espécies ao mesmo tempo, usando varios primers simultaneamente, o que permite ganhar
tempo e reduzir o periodo de resposta, tendo j& sido testado em varios trabalhos para o
género Lactobacillus (Song et al., 2000; Tilsala-Timisjarvi & Alatosava, 1997; Kwon, Yang,
Yeon, Kang, & Kim, 2004; citados por Singh et al., 2009).

Outros métodos foram conseguidos a partir de evolugbes do PCR, o que tem conferido
maior especificidade e rapidez de deteccdo de estirpes e descriminacdo entre géneros e
espécies.

As metodologias PCR- fingerprinting permitem obter uma impresséo digital do genoma das
estirpes através da amplificacdo de diferentes regiées do genoma do DNA extraido, obtendo
um conjunto de fragmentos de DNA especifico do microrganismo, e revelado através de
electroforese em gel de agarose. Contrariamente as técnicas convencionais de PCR em que
sdo usados dois primers que flanqueiam a regido a amplificar, na PCR- fingerprinting utiliza-
se um unico primer que pode hibridar em varias regides do genoma e originar varios
fragmentos. A amplificagdo € garantida se o primer hibridar em cadeias opostas a pequena
distancia (4000 p.b.).

O numero, reprodutibilidade e intensidade dos fragmentos de um perfil depende de varios
factores tais como temperatura de hibridacdo do primer, concentracdo de DNA molde,
concentracdo de sais (MgCl;) e dimensédo e sequéncia do primer. Portanto, para formular
conclusdes € importante conjugar os resultados de vérias técnicas de PCR Fingerprinting
e/ou relacionar os resultados com outros dados obtidos em testes paralelos (Welsh &
McClelland, 1990; Williams, Kuubelik, Livak, Rafalksi & Tingey, 1990).

Tais sdo os casos das técnicas PCR- DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis),
usado recentemente para avaliar a populacdo de L. plantarum em vinho tinto (Spano,
Lonvaud-Funel, Claisse & Massa, 2007); PCR- TGGE (Temperature Gradient Gel
Electrophoresis), que permite estudar a diversidade de uma comunidade bacteriana através
da sequenciacao dos fragmentos de DNA ribossomal durante a corrida de electroforese num
determinado gradiente de temperaturas; RAPD (Randomly Amplification of Polymorphic
DNA), muitas vezes usado para a diferenciacdo intra e inter- espécies no género
Lactobacillus (Bjorkroth, Ridell & Korkeala, 1996; Du Plessis & Dicks, 1995; Elegado,

Guerra, Macayan, Mendoza & Lizaran, 2004; Johansson, Quednau, Molin & Ahrne, 1995;



Khaled, Neilan, Henricsson & Conway, 1997; Oneca, Irigoyen, Ortigosa & Torre, 2003);
REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic- PCR), usado como método para diferenciar
estirpes de Lactobacillus isoladas de enchidos e de queijo Comte, com elevada capacidade
discriminatéria e de baixo custo (Gevers, Huys, & Swings, 2001; Berthier, Beuvier, Dasen &
Grappin, 2001); RT- PCR (Real Time- PCR), de elevada sensibilidade, tem sido usado com
sucesso na identificacdo de espécies de Lactobacillus isoladas de produtos fermentados de
salsicharia (Martin, Jofre, Garriga, Pla & Aymerich, 2006) e de amostras humanas (Haarman
& Knol, 2006).

Segundo Bernardeau, Vernoux, Henri-Dubernet e Guéguen, (2008), o método mais
discriminatério e reprodutivel para diferenciar as varias estirpes de Lactobacillus é a técnica
Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE). Esta técnica permite a comparagéo de fragmentos
longos de DNA apos a digestdo com uma enzima de restricdo; difere da electroforese em
gel de agarose convencional uma vez que a orientacdo do campo eléctrico ao longo do gel
se altera periodicamente, em vez de ser unidireccional e constante como na electroforese
convencional.

Martin-Platero, Maqueda, Valdivia, Purswani & Martinez-Bueno (2009), num estudo
direccionado para a avaliacdo da microflora de dois queijos de cabra espanhdis, “Quesailla
Arochena” e “Torta Arochena”, aplicaram métodos de microbiologia convencional em
conjugacdo com métodos moleculares: RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA),
TTGE (Temporal-Temperature-Gradient Gel Electrophoresis) e LH- PCR (Length-
Heterogeneity PCR). Este trabalho permitiu concluir que apenas com a conjugacéo de varios
métodos se conseguem resultados mais abrangentes e proximos da realidade.

Infelizmente, embora estas ténicas moleculares sejam ferramentas poderosas, algumas
delas ndo sdo altamente reprodutiveis, uma vez que ndo existem bases de dados publicas
gue sirvam de termos de comparacdo para os resultados experimentais obtidos, e acima de
tudo, exigem a utilizacdo de microrganismos isolados em cultura pura. Considerando que
apenas parte dos microrganismos existentes no alimento conseguem ser isolados em
cultura pura, os estudos com base nestas técnicas poderdo néo refletir a composicao real do

ecossistema microbiano (Martin- Platero et al., 2009).

2.2. Aplicagdes tecnolégicas das bactérias do acido lactico

Segundo Inés et al. (2008), as BAL constituem provavelmente o grupo mais numeroso de
bactérias relacionadas com os seres humanos. Estas bactérias encontram-se naturalmente
associadas as superficies das mucosas, particularmente nos tractos gastrointestinal,
respiratorio e genital do homem e de outros animais (Axelsson, 1993; Makarova & Koonin,
2006), e sado também indigenas em habitats muito diversos, desde produtos alimentares

(leite e derivados, vegetais, frutos, cereais, carne, peixe, vinho) a solo, agua, estrume e



aguas residuais (Konings, Kok, Kuipers & Poolman, 2000; Hansen, 2002; Makarova &
Koonin, 2006).

Numa perspectiva biotecnolégica, as BAL tém um potencial de aplicacdo diversificado,
desde o controlo do processo fermentativo na produgéo de alimentos fermentados até a sua
utilizagdo como probidticos na salde humana e animal (Inés et al., 2008).

Os alimentos fermentados, originarios do Oriente, datam de tempos pré-historicos baseados
em fermentagBes alcoolica, lactica e acética que eram efectuadas empiricamente para
conservar os alimentos. Apesar de existirem actualmente outros métodos de conservagao
dos alimentos, tais como a refrigeracdo e a esterilizagdo pelo calor, a fermentacéo continua
a ter interesse industrial uma vez que a aplicacdo controlada desta metodologia garante a
preservacdo e até melhoramento das caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas dos
alimentos (Buckenhiiskes, 1993). Estima-se que 25% da dieta dos europeus e 60% da dieta
dos habitantes de muitos paises em desenvolvimento seja constituida por alimentos
fermentados (Holzapfel & Wood, 1995; Stiles, 1996; Leroy & DeVuyst, 2004).

Todas as classes de microrganismos podem ser, regra geral, usadas na fermentacdo de
alimentos. Na Europa, as bactérias e as leveduras sdo mais utilizadas que os fungos
filamentosos. Entre as bactérias, as BAL sdo as mais importantes (Buckenhiskes, 1993;
Hansen, 2002), ndo sO por serem indispensaveis na producdo de certos alimentos e
bebidas, dotando-os de uma grande variedade de atributos sensoriais Unicos e desejaveis,
mas também pela sua actividade antimicrobiana, inibindo microrganismos patogénicos e de
deterioracdo que afectariam a seguranca e qualidade dos mesmos (Daeschel, 1993).

De acordo com Klaenhammer et al. (2002), as aplicac6es das BAL na industria alimentar
recaem genericamente em seis géneros benéficos e ndo patogénicos: Lactococcus (leite),
Lactobacillus (leite, carne, vegetais e cereais), Leuconostoc (vegetais, leite), Pediococcus
(vegetais, carne), Oenococcus oeni (vinho) e Streptococcus thermophilus (leite). As BAL séo
maioritariamente consideradas organismos GRAS (“Generally Recognized As Safe”),
embora ja tenham sido observados casos pontuais em que algumas estirpes se
comportaram como agentes patogénicos oportunistas em individuos com o sistema
imunitario debilitado (Olano et al., 2001; Zé-Zé¢ et al., 2004). Elas desempenham um papel
fundamental na bioconservacdo de uma grande variedade de alimentos fermentados,
permitindo 0 seu consumo com seguranga. Sao ainda de referir 0os seus potenciais
beneficios nutricionais resultantes da biodisponibilidade de minerais, producdo de
amino&cidos e vitaminas, aumento da digestibilidade da lactose e eliminacdo de toxinas
enddgenas e de compostos antinutricionais de alimentos de origem vegetal (Buckenhiskes,
2001).

Os produtos fermentados apresentam caracteristicas de aroma, sabor, aparéncia visual,
textura, consisténcia, durabilidade e seguranca, diferentes das matérias-primas que lhes

deram origem ou de outros alimentos semelhantes e que ndo sofreram fermentacdo. A
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acidificacdo da carne migada ou picada durante a producéo de enchidos fermentados secos/
fumados, pode ser atingida pela aplicacdo de aditivos quimicos (Glucono- delta- lactona) ou
por fermentacdo. Em ambos os casos, a durabilidade, a seguranca e a textura do enchido
serdo alcangadas, porém, o sabor e 0 aroma caracteristicos de um produto de qualidade s6
serdo obtidos por fermentagéo (Buckenhiiskes, 1993).

As BAL constituem um grupo importante de culturas iniciadoras ou starter a nivel industrial
em diversos produtos, designadamente queijos, iogurtes, enchidos, sauerkraut e sourdough
(Messens & De Vuyst, 2002). As funcdes esperadas das culturas starter sdo a rapida
acidificacdo das matérias-primas preparadas e o desenvolvimento de caracteristicas
sensoriais apreciaveis aos produtos finais (Leroy, Verluyten & De Vuyst, 2006).

A inoculagd@o de culturas starter compostas por estirpes seleccionadas de BAL, tais como
Lactobacilli homofermentativos, e/ ou Pediococci e cocos Gram-positivos, catalase-positivos,
nao patogénicos, coagulase-negativos, tais como Staphylococci e/ou Kokuria, permitem
aumentar a seguranca e a qualidade dos produtos finais, padronizar o processo de fabrico
(Hugas & Monfort, 1997) e conservar os produtos durante periodos mais longos (Caplice &
Fitzgerald, 1999).

As pequenas salsicharias continuam, no entanto, a usar o método de fermentacado
espontanea sem adigdo de culturas iniciadoras. Em ultimo caso 0s microrganismos
necessarios a fermentagdo sdo provenientes da carne ou do ambiente e constituem a flora
caseira (house flora) (Santos, Gonzaléz-Fernandez, Jaime & Rovira, 1998). Pode ainda
haver reinoculagcédo de uma pequena quantidade de massa com caracteristicas consideradas
ideais e usada num fabrico prévio, servindo para reiniciar outro processo de fermentacéo
(Alley et al., 2002, citado por Leroy et al., 2006). De modo geral, os produtos tradicionais de
salsicharia sdo considerados de melhor qualidade quando comparados com os industriais,
devido as propriedades da carne, ao modo de fabrico (Moretti et al., 2004, citado por Leroy
et al., 2006) e a composicao da flora caseira. Garcia- Varona et al. (2000), citado por Leroy
et al. (2006) demonstraram que o sabor do chouri¢co artesanal pode variar com o local de
producao.

Samelis, Metaxopoulos, Vlassi e Pappa (1998), citado por Leroy et al. (2006), sugeriram que
as culturas starter comerciais usadas principalmente nos paises do norte da Europa néo
conseguiam competir com a flora caseira que coloniza os produtos fabricados em
salsicharias do sul da Europa, perdendo-se, com 0 seu uso, as caracteristicas sensoriais
desejaveis. As culturas devem ser seleccionadas de acordo com a sua aplicagéo especifica,
tendo em conta a receita e a tecnologia de fermentacdo, ja que os factores ambientais
interagem no sentido de seleccionar um nimero limitado de estirpes mais competitivas.

As estirpes Pedicoccus acidilactici, Pedicoccus pentosaceus, Lactobacillus pentosus e
Lactobacillus plantarum surgem frequentemente nas culturas starter comerciais. No entanto,

sdo raramente detectadas na flora isolada a partir de produtos fermentados de salsicharia

11



em que estas ndo tenham sido aplicadas, uma vez que a sua competitividade é reduzida
relativamente a estirpes como L. sakei e L. curvatus (Dobmann et al., 1998; Coppola et al.
2000; citados por Leroy et al., 2006). Apesar de conseguirem uma boa acidificagdo inicial da
massa, as culturas supracitadas ndo conseguem evitar o desenvolvimento de outras BAL
que provocam efeitos indesejaveis no produto final (Hugas & Monfort, 1997). O L. plantarum
pode até levar a uma excessiva acidificagcdo do produto, que o desvaloriza comercialmente
(Garriga, Hugas, Aymerich & Monfort, 1996).

Apesar da rapida acidificacdo conseguir reduzir os perigos microbiolégicos nos produtos
fermentados, alguns microrganismos patogénicos podem surgir em produtos menos
fermentados ou pouco maturados tais como Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella e Listeria monocytogenes (Leroy et al., 2006). O S. aureus multiplica-se e produz
enterotoxina na fase inicial de maturacdo da carne; a E. coli e a Salmonella tém maior
importancia em produtos pouco secos e pouco maturados (Lucke, 1998; Castafio et al.,
2002, citado por Leroy et al., 2006); a L. monocytogenes tem sido detectada no produto final
(Aymerich, Martin, Garriga & Hugas, 2003), possivelmente devido a sua presenga na carne
crua (Lucke, 1998; Samelis & Metaxopoulos, 1999).

A capacidade inibitéria frente a estes agentes por parte das BAL usadas como culturas
starter na producédo de produtos fermentados esta relacionada com a sua capacidade de
producdo de acidos como o lactico e o acético, peroxido de hidrogénio, bacteriocinas,
substancias com actividade bacteriocinogénica e surfactantes (Fernandez et al., 2003).

A producdo de &cido é um processo considerado fundamental no fabrico de produtos
fermentados; como tal, é frequente a adicao de glicidos fermentesciveis as massas, tendo
sempre em atencéo a flora que os ira utilizar e os produtos finais formados (Patarata, 2002).
Geralmente quando se pretende uma rapida acidificacdo, junta-se glucose, por ser
prontamente metabolizada (Olsen, 1985, citado por Patarata, 2002).

A maioria das BAL fermentam a glucose a &cido lactico, em condi¢cdes normais de substrato
e acesso limitado a oxigénio. Existem, no entanto, alguns factores que influenciam este
padrdo, designadamente: a disponibilidade ou tipo de glicido, o pH do meio e a presenca de
oxigenio (Patarata, 2002). Quando ocorre fermentacdo mista, verifica-se producéo também,
de &cido acético, acido férmico, etanol, dioxido de carbono e outros compostos (Garrigues,
Loubiére, Lindlay & Cocaing- Bousquet, 1997; London, 1976). A reducdo do pH esta
associada a modificagdo da capacidade de retencdo de dgua das proteinas, favorecendo a
desidratacdo e a ligacdo da massa, conferindo a textura firme e fatiavel ao enchido (Lucke,
1985). A presenca de acidos interfere no sabor e aroma caracteristicos do produto, no
entanto, quando em quantidades excessivas originam flavour anormal.

A formacdo de diacetilo (2,3-butanodiona) interfere também no aroma dos produtos
fermentados, tendo este composto um reduzido limiar de deteccdo a nivel olfactivo e

conferindo sabor a manteiga o que pode ser depreciativo quando excessivo. A presenca de
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diacetilo em enchidos foi relacionada com L. plantarum e com algumas espécies de
Staphylococcus envolvidas na maturacdo de produtos cérneos, referindo-se que podem
produzir quantidades consideraveis deste composto (Patarata, 2002).

Para além do seu uso em produtos fermentados, as BAL tém demonstrado caracteristicas
interessantes quando aplicadas em alimentos minimamente processados (minimally
processed products), pré- cozinhados refrigerados ou congelados e em alimentos com baixo
teor em sal, agucar ou aditivos quimicos. Estes alimentos sdo cada vez mais procurados
pelos consumidores e muito susceptiveis de deterioracdo. Para a sua melhor conservacdo
tem-se apostado em varias estratégias que garantam a frescura, os atributos sensoriais e as
caracteristicas nutricionais, designadamente: a refrigeracéo, a utilizacdo de embalagens a
vacuo e com atmosferas modificadas e 0 uso de culturas protectoras (estirpes produtoras de
bacteriocinas pertencentes ao grupo das BAL, que ndo alteram as qualidades sensoriais dos
alimentos onde séo aplicadas) (Kelly, Asmundson & Huang, 1996). Os agentes patogénicos
Listeria monocytogenes e o Clostridium botulinum sao particularmente importantes no grupo
de alimentos prontos a consumir refrigerados, pela possibilidade de sobrevivéncia das
formas esporuladas com multiplicagdo das formas vegetativas a estas temperaturas e
producdo de toxinas, sendo pouco provavel a sua destruicdo sob acg¢do dos leves
aguecimentos a que os alimentos sdo submetidos antes de serem consumidos (Okereke &
Montville, 1991).

Os Lactobacillus constituem microflora frequente em produtos fermentados e apresentam
uma larga variedade de tipos celulares, assim como comportamentos fisiolégicos e
bioquimicos diferentes interessantes nesta area.

O interesse particular revelado pela comunidade cientifica perante os Lactobacillus deve-se
i) a associacao destes microrganismos com propriedades promotoras da salde humana, ii)
a sua introducdo em diversos produtos alimentares para obter um aumento da qualidade ou
das caracteristicas nutricionais e iii) a necessidade de serem estabelecidas legal e
industrialmente requisitos de seguranca, rotulagem, registo de patente e integridade das
estirpes usadas (Holzapfel, Haberer, Geisen, Bjorkroth & Schillinger, 2001).

Entre as varias espécies de interesse tecnoldgico, L. sakei e L. curvatus foram isoladas de
diferentes habitats, tais como produtos acabados embalados, vegetais fermentados,
produtos carneos fermentados, e relacionadas com o seu papel na conservacdo e nos
processos fermentativos (Egan, 1983; Hammes, Bantleon & Min, 1990).

Segundo Leroy & De Vuyst (1999), as estirpes de Pediococcus acidilactici sdo as mais
usadas como culturas iniciadoras na producdo de enchidos fermentados nos EUA; na
Europa, este tipo de produtos sdo fabricados usando L. sakei, L. curvatus e L. plantarum
(Berthier & Ehrlich, 1999). A facilidade de identificacdo assim como a estabilidade ao longo
do tempo séo caracteristicas fundamentais que as estirpes usadas como culturas iniciadoras
devem apresentar (Berthier & Ehrlich, 1999).
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2.2.1. Actividade lipolitica e actividade proteolitica

A presenca de BAL em alimentos fermentados interfere com as caracteristicas qualitativas
dos mesmos. Apesar de existirem diversos estudos sobre estes microrganismos e existir
vasta experiéncia na sua utilizagdo como culturas starter, € importante avaliar as
caracteristicas e aptiddo tecnoldgica, de modo a serem seleccionadas as estirpes mais
interessantes para os fins pretendidos. Antes de serem realizados testes nos proprios
alimentos, sdo desenvolvidos estudos laboratoriais com culturas puras, que permitem inferir
sobre as propriedades das diferentes estirpes.

A capacidade de inibicAo de microrganismos patogénicos ou as modificacbes
organolépticas, nomeadamente das fraccbes azotada e lipidica, s&o caracteristicas
desejadas nos microrganismos usados com fins tecnolégicos (Lucke, 1985).

Relativamente as modificacdes das BAL sobre a frac¢do azotada, € actualmente aceite que
a sua importancia se situa ao nivel da actividade aminopeptidasica, contribuindo para o
aumento do teor de aminoacidos livres, que interferem directamente e indirectamente no
sabor do produto, através da ocorréncia de compostos aromaticos (Patarata, 2002).

O termo protedlise agrupa um conjunto de actividades enzimaticas relacionadas com a
hidrélise das ligacdes peptidicas nas proteinas ou péptidos. As peptidases podem ser
classificadas como endopeptidases, quando actuam no interior da cadeia polipeptidica, ou
exopeptidades, quando actuam exclusivamente em regides proximas da extremidade da
cadeia polipeptidica. As exopeptidades podem ser subdivididas em aminopeptidases e
carboxipeptidases (Patarata, 2002).

Na producdo de enchidos, varias reac¢des ocorrem sequencialmente, designadamente: i)
accdo das endopeptidases com libertacdo de péptidos; i) accdo das exopeptidases,
essencialmente aminopeptidases, sobre os péptidos, promovendo a libertacdo de
aminoacidos livres. Existem estudos que demonstram a importancia de L. curvatus, L. sakei
e L. plantarum na hidrolise de proteinas musculares de suino (Fadda, Vignolo, Holgado &
Oliver, 1998; Fadda et al., 1999). A presenca de péptidos ou aminoacidos livres confere
caracteristicas organolépticas proprias ao produto, jA que cada amino4cido tem sabor
diferente, que difere também do sabor dos péptidos (Patarata, 2002).

Embora os efeitos benéficos das BAL sobre os produtos fermentados sejam diversos, estes
microrganismos podem também ser responsaveis pela producdo de compostos
indesejaveis, como as aminas biogénicas (Roig- Sagués & Eerola, 1997).

O crescimento descontrolado da flora lactica pode ser, no entanto, responsavel pela
degradacdo dos produtos alimentares, designadamente carne e produtos carneos (Hugas,
1998). L. sakei foi referido como responsavel pela degradacdo de carne embalada a vacuo

(Egan et al., 1989 citado por Hugas, 1998). O desenvolvimento de BAL com metabolismo
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heterofermentativo pode também causar odores desagradaveis e cavidades no interior dos
produtos, devido a producao de CO, (Hugas, 1998).

A importancia do estudo da fracgéo lipidica, prende-se com o facto de os lipidos serem o
composto mais abundante nos enchidos secos crus.

As alteracdes sofridas pelos lipidos nos processos de maturacdo/ fermentacdo podem ser
de dois tipos: i) hidrolitico, que promove a formagéo de acidos gordos livres para o meio; ii)
oxidativo, formando peréxidos, beta- cetoacidos, metilcetonas e alcoois secundarios a partir
dos &cidos gordos livres. Estas reaccbes estdo relacionadas e tém uma importancia
determinante no flavour dos enchidos (Patarata, 2002).

2.3. Actividade antimicrobiana das bactérias do acido lactico

A actividade antimicrobiana das BAL estéa relacionada com a producéo de &cidos organicos,
particularmente &cido lactico e acido acético, dibxido de carbono, etanol, peréxido de
hidrogénio e diacetilo (De Vuyst & Vandamme, 1994a). Esta capacidade foi ja referida contra
diversos agentes designadamente i) Listeria monocytogenes, L. innocua, S. aureus, E.
fecalis (Albano et al., 2007), E. coli O157:H7 e Salmonella typhimurium (Kang & Fung,
1999).

Da fermentacdo dos carbohidratos resulta a producdo de varios acidos, principalmente o
acido lactico e também o acido acético. O efeito antimicrobiano dos é&cidos pode estar
relacionado com varios factores, designadamente: i) reducao do pH do meio, ii) reducéo do
pH intracelular por entrada de acido através da membrana celular, o que resulta em
aumento do consumo de ATP celular com o fim de bombear para fora da célula os protdes
em excesso, alteracdo da permeabilidade celular por interferéncia das proteinas
membranarias responsaveis pelo transporte activo de nutrientes e reducdo da capacidade
de producdo de ATP; iii) toxicidade celular devido a acumulagdo de compostos alcalinos no
interior da célula (Axelsson, 1993).

A producdo de perdxido de hidrogénio por algumas BAL na presenca de oxigénio tem
também accao antimicrobiana devido a sua actividade oxidante (Davidson & Juneja, 1990).
O diacetilo (2,3- butanodiona) tem também demonstrado uma potencial ac¢do no controlo de
microrganismos indesejaveis (Lindgren & Dobrogosz, 1990), designadamente E. coli
0157:H7 e Salmonella typhimurium (Kang & Fung, 1999).

Foram identificados outros compostos produzidos por L. plantarum com accdo contra
bactérias Gram negativas, designadamente a metil- hidantoina e a mevanolactona (Niku-
Paavola, Laitila, Mattila- Sandholm & Haikara, 1999).

Para além destes compostos, também a producéo de bacteriocinas, péptidos de baixo peso
molecular ou proteinas, com efeito bactericida ou bacteriostatico (De Vuyst & Vandamme,
1994b), influencia o desenvolvimento de varias espécies, entre as quais as relacionadas

com o produtor, estirpes da mesma espécie (Jack, Tagg & Ray, 1995) e estirpes
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patogénicas. As bacteriocinas sdo produzidas por microrganismos e possuem propriedades
antibiéticas, no entanto ndo sdo denominadas antibiéticos para nao serem confundidas com
os antibiéticos de uso terapéutico, que podem produzir potencialmente reaccfes alérgicas
em humanos e possuirem estrutura proteica (Jack et al., 1995, Chen & Hoover, 2003). Estes
péptidos ou proteinas sintetizados pelos ribossomas sao rapidamente digeridos no tracto
gastrointestinal dos humanos (Joerger et al., 2000, citado por Chen & Hoover, 2003). Sdo
um grupo heterogénio mas apresentam em comum a capacidade de serem antagonistas
especificos contra bactérias problematicas (Jack et al., 1995). Contudo, a sua utilizacdo nos
alimentos pode ser limitada por diversas razdes, e os custos continuam a ser um factor
impeditivo do uso de bacteriocinas como aditivos alimentares em maior escala. Tém sido
realizados diversos estudos, ndo apenas no sentido de procurar bacteriocinas novas e mais
eficazes, mas também para optimizar as ja conhecidas, nas vertentes biolégica e econémica
(Chen & Hoover, 2003).

2.4. Utilizacao de bacteriocinas em alimentos

Desde Louis Pasteur e Robert Koch que foi reconhecida cientificamente a necessidade de
controlar a flora deteriorativa dos alimentos. A descoberta da penicilina em 1929 por
Alexander Fleming, permitiu & medicina humana e veterinaria 0 combate especifico de
microrganismos causadores de doencas. Embora o uso de antibiéticos em alimentos seja
proibido, a utilizagdo de aditivos com propriedades conservantes e antimicrobianas, tornou-
se importante para a seguranca alimentar (Chen & Hoover, 2003).

Apesar de as bacteriocinas serem produzidas por microrganismos pertencentes a diversos
géneros, sdo as produzidas por BAL que despertam maior interesse de estudo e aplicacédo
pratica no campo da conservacao e seguranca dos alimentos (Lucke, 1992).

A accdo antimicrobiana das bacteriocinas depende de varios factores como a concentracao
e pureza das mesmas, o tipo de tampdo ou meio usados, a sensibilidade da estirpe
indicadora usada e a densidade da suspenséao celular usada (Leroy & De Vuyst, 1999).

As bacteriocinas produzidas por bactérias Gram negativas, como é o caso da colicina
produzida por E. coli, apresentam 3 mecanismos de acc¢do: i) formacdo de poros na
membrana citoplasmatica (efeito comum as bacteriocinas produzidas por microrganismos
Gram positivos), ii) degradacdo do DNA celular e iii) inibicdo da sintese proteica (Chen &
Hoover, 2003).

O alvo das bacteriocinas € principalmente a membrana plasméatica, sendo geralmente
activas contra bactérias Gram positivas, uma vez que os lipopolissacaridos da membrana
exterior das bactérias Gram negativas impedem a sua ac¢do (Gao, van Belkum & Stiles,
1999). O efeito inibidor decorre fundamentalmente da inducdo da formacéo de poros, da
interferéncia com o potencial eléctrico formado ao longo da membrana e com o0s

mecanismos de transporte activo (Abee, Krockel & Hill, 1995).
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A presenca de bacteriocinas pode ser inerente ao produto, tal como em queijos produzidos
manualmente (Sulzer & Busse, 1991), salsicharia fermentada (Vogel, Lohmann, Nguyen,
Weller & Hammes, 1993), ou intencional através da adi¢&o de culturas iniciadoras ou starter.
Em produtos carneos fermentados, tém sido desenvolvidos diversos estudos no sentido de
detectar a presenca de bacteriocinas naturalmente presentes nestes produtos ou
introduzidas através de culturas starter. Procurou-se avaliar e optimizar as condi¢cbes de
sintese e a ac¢do desses compostos, determinando a sua actuacdo contra estirpes
patogénicas (Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus) ou contra estirpes com
interesse para a saude publica e conservac¢ao dos alimentos (Clostridium sp. e Bacillus sp.)
em situacéo real (Patarata, 2002).

A bacteriocina nisina foi usada desde a década de 1950 como aditivo para conservagao de
alimentos; em 1988, a FDA (Food and Drugs Administration) aprovou 0 uso da mesma em
gueijo de leite pasteurizado, marcando o inicio legal da aplicacdo de bacteriocinas como
aditivos alimentares (Chen & Hoover, 2003).

As bacteriocinas produzidas por BAL tém sido consumidas por vérias geragfes de
individuos de diversas culturas, logo com diferentes padrdes alimentares, sem deteccao de
efeitos adversos. Portanto, estas sao as preferidas entre as bacteriocinas (Chen & Hoover,
2003).

Para além da nisina, sdo conhecidas outras bacteriocinas produzidas por Lactobacillus, que
tém vindo a ser usadas como conservantes naturais de produtos alimentares, entre as
quais: sakacina A (Schillinger & Lucke, 1989), sakacina M (Sobrino et al., 1992), sakacina P
(Tichaczek, Vogel & Hammes, 1994), sakacina 674 (Holck, Axelsson, Huhne & Krockel,
1994), sakacina B (Samelis, Maurogenakis & Metaxopoulos, 1994), sakacina K (Hugas,
Garriga, Aymerich & Monfort, 1995), sakacina T (Aymerich et al., 2000), sakacina G (Simon,
Fremaux, Cenatiempo & Berjeaud, 2002), sakacina X (Vaughan, Eijsink & van Sinderen,
2003), sakacina Q (Mathiesen, Huehne, Kroeckol, Axelsson & Eijsink, 2005), curvaticina A
(Tichaczek, Vogel & Hammes, 1993), curvaticina 13 (Sudirman, Mathier, Michel & Lefebvre,
1993), curvaticina FS47 (Garver & Muriana, 1994), lactocina A, lactocina B, lactocina F,
brevicina 37, buchnericina LB, helveticina J, plantaricina A, gassericina A (Barefoot &
Nettles, 1992; Klaenhammer, 1993; Muriana & Klaenhammer, 1991), lactocina S (Skaugen,
Abildgaard & Nes, 1997), bavaricina MN (Kaiser & Montville, 1996). Foi demonstrado por
alguns autores que existem bacteriocinas idénticas mas que tém origens diferentes
(Axelsson & Holck, 1995; Aymerich et al., 2000; Leroy & De Vuyst, 2005, Rodriguez et al.,
1995).

A maioria das bacteriocinas produzidas por BAL sdo moléculas catidnicas, amfifilicas e

compostas por 20- 60 residuos de aminoacidos (Nes & Holo, 2000).
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2.4.1. Ecologia das bacteriocinas

A capacidade de produgdo de uma ou mais bacteriocinas significa para o microrganismo
produtor uma vantagem de sobrevivéncia e proliferacdo no ambiente, eliminando a restante
flora competidora. Estudos realizados por Riley (1998), demonstram que a vantagem
competitiva € aumentada significativamente na presenca de células produtoras de
bacteriocinas contra estirpes sensiveis, designadamente Lactobacillus plantarum
proveniente de processos fermentativos de azeitona verde, E. coli isolada na conjuntiva de
porcos da india e Streptococcus mutans na cavidade oral dos humanos. No caso especifico
de L. plantarum produtor de bacteriocinas no processo fermentativo de azeitona verde,
engquanto que esta estirpe foi detectada ao final de 12 semanas em niveis elevados, uma
variante da mesma estirpe ndo produtora de bacteriocinas, estudada nas mesmas
condi¢bes, ndo foi detectada no produto apos 7 semanas de fermentacdo, o que significa
uma menor resisténcia nestas circunstancias (Ruiz- Barba, Cathcart, Warner & Jimenez-
Diaz, 1994). Depois de trabalhos efectuados com o objectivo de averiguar as interac¢oes
entre estirpes produtoras de bacteriocinas e as propriedades de sensibilidade a sua accao,
concluiu-se que a producdo destas peptidases aumenta em situagdes de stress, tais como
caréncia de nutrientes ou sobrecrescimento bacteriano (Riley & Gordon, 1999).

A natureza proteica das bacteriocinas € geralmente demonstrada pela sua sensibilidade a
acgao de enzimas proteoliticas tais como tripsina, a- quimiotripsina, pepsina e proteinase K.
A resisténcia ao calor representa também uma importante caracteristica das bacteriocinas
usadas como aditivos alimentares, considerando o tratamento térmico a que sao submetidos
alguns alimentos (Garriga et al., 1993).

As moléculas nao purificadas com actividade antimicrobiana que apresentam caracteristicas
semelhantes as bacteriocinas designam-se substancias inibitérias com capacidade
bacteriocinogénica, BLIS (Tagg, 1991, citado por Garriga et al., 1993).

Na aplicacdo de estirpes produtoras de bacteriocinas em alimentos tém sido considerados
factores como o pH e a temperatura em condi¢des laboratoriais e a sua interferéncia com
compostos minerais dos produtos, tais como sal (NaCl) e nitritos, na producdo de
bacteriocinas (Leroy & De Vuyst, 1999). Esta descrita a perda de actividade da bavaricina A,
com NaCl a 3% a 4°C e a nao interferéncia de nitrito acima de 0,01% no crescimento de L.
sakei MI401 nem na producdo de bavaricina A a 4°C e a 10°C (Larsen, Vogensen &
Josephsen, 1993).

De modo geral, as bacteriocinas sdo resistentes ao calor (Messens & De Vuyst, 2002). A
resisténcia das bacteriocinas ao calor e a sua estabilidade apds fervura foi demonstrada
para a bavaricina A e plantaricina ST31, em que mantiveram a actividade integral apos
aquecimento a 100°C durante 60 minutos (Larsen et al., 1993) e 40 minutos a mesma
temperatura (Todorov et al.,1999); o mesmo acontece com a reutericiclina, que é estavel

apos exposicado a 60°C durante 30 minutos (Ganzle, Hertel, & Hammes, 1996). No entanto,
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algumas bacteriocinas perdem mais facilmente a sua actividade por accdo do calor, como
acontece com a bavaricina MN, deixando de estar activa ap0s ser submetida a 60°C durante
15 minutos ou a 100°C durante 10 minutos (Lewus & Montville, 1992).

2.4.2. Classificacdo das bacteriocinas

Segundo classificacdo de Klaenhammer (1993) e Nes et al. (1996), as bacteriocinas
produzidas pelas BAL podem ser divididas em 3 classes, de acordo com as suas
caracteristicas bioquimicas e genéticas: i) classe | ou lantibidticos (tipos A e B), que séo
péptidos de pequena dimensdo (<5 kDa) modificados pdés-transcricionalmente, contém
aminoacidos derivados do tioéter como a lantionina e sao termoestaveis. Os tipos A e B
diferem na estrutura quimica e actividade antimicrobiana (Moll, Konings & Driessen, 1999;
van Kraaij, de Vos, Siezen & Kuipers, 1999; Guder, Wiedemann & Sahl, 2000). Neste grupo
estdo incluidas a nisina, a lactocina S e a plantaricina C; ii) classe Il (a, b, ¢), que inclui
bacteriocinas ndo modificadas constituidas por péptidos de pequena dimenséo (<10 kDa)
gue ndo contém lantionina, termoestaveis, hidrofébicos, com actividade anti- listéria, estando
dividida em 3 subclasses- classe lla (pediocina-like bacteriocinas) compostas por 1 cadeia
polipeptidica, classe llb (bacteriocinas de dois péptidos) compostas por 2 cadeias
polipeptidicas, classe lIc (bacteriocinas de um péptido); iii) classe Ill, composta por proteinas
de cadeias longas (>30 kDa), termoldbeis e hidrofilicas, que incluem a pediocina,
carnobactericina, sakacina, curvaticina e plantaricina. (Drider, Fimland, Hechard, McMuller &
Prévost, 2006). Foi ainda proposta por Klaenhammer (1993) uma classe IV, que incluiria
bacteriocinas de estrutura complexa, no entanto as moléculas ndo foram caracterizadas

convenientemente a nivel bioquimico.

2.4.3. Utilizacdo de bacteriocinas ou bactérias do &cido lactico com actividade
bacteriocinogénica como conservantes em alimentos

Para utilizacdo de BAL com actividade bacteriocinogénica em produtos carneos deve ter-se
em consideracgdo: i) a adequagdo do meio oferecido pelo alimento para a producéo de
bacteriocinas, ii) a possibilidade de perda de capacidade de producdo de bacteriocinas e iii)
0 antagonismo produzido por outras bactérias existentes no meio. Neste sentido €
interessante usar estirpes isoladas do meio onde irdo ser aplicadas, naturalmente mais
adaptadas e mais competitivas. Contudo, nem sempre é possivel aliar a maior accéo
antimicrobiana a melhor cultura starter, e adicionalmente € imperativo garantir que a cultura
usada como conservante ndo vai originar aspectos organolépticos desagradaveis, mesmo
guando adicionada em quantidades tdo elevadas que permitam a producdo de
bacteriocinas.

As técnicas modernas de recombinagdo genética permitem transferir genes de producédo de

bacteriocinas para estirpes com boa capacidade de conservacdo do alimento ou que

19



apresentem caracteristicas que permitam serem usadas como cultura iniciadora ou ainda
criar estirpes recombinantes de diferentes bacteriocinas de modo a aumentar o seu espectro
de accdo (Aymerich, Hugas & Monfort, 1998). Das diversas experiéncias realizadas neste
campo surgiram a pediocina PA-1 clonada em E. coli (Marugg et al., 1992), acidocina B em
L. plantarum 80 (Pouwels & Leer, 1993), pediocina PA-1 em L. lactis LI108 (Chikindas et al.,
1995, citado por Aymerich et al., 1998), lactacina F em Carnobacterium piscicola LV17
(Allison et al., 1995, citado por Aymerich et al., 1998), entre outras.

O uso industrial de bacteriocinas purificadas ou parcialmente purificadas em produtos
carneos deve considerar o desenvolvimento de microflora resistente a bacteriocina, a sua
inactivacdo por enzimas ou a ligacdo a gorduras ou a proteinas. Para serem utilizadas como
aditivo alimentar, existe legislagdo comunitaria e nacional que regulamenta a aplicagéo de
microrganismos geneticamente modificados em alimentos, que prevé o pedido prévio a sua
utilizacdo, sendo o processo acompanhado por informagéo exaustiva relativa a propriedades
fisiolégicas e quimicas da bacteriocina, possiveis aplicagbes, descricdo do processo de
producdo, metodologia analitica, eficacia, quantidade de bacteriocina a usar, testes de
seguranca e de toxicidade (Aymerich et al., 1998).

Em 1969, o uso da bacteriocina nisina foi aprovado pela FAO/ WHO (Food and Agriculture
Organisation/ World Health Organization), sendo posteriormente aprovado, em 1983, pela
Comunidade Europeia e, em 1987, pela FDA (Food and Drug Administration). A sua
utilizacdo é permitida em 52 paises e em diferentes alimentos, entre os quais queijo,
pescado fresco, produtos de padaria, leite pasteurizado, cerveja e conservas. A sua eficacia
esta provada contra microrganismos Gram positivos formadores de esporos, tais como
Clostridium e Bacillus (Aymerich, Hugas & Monfort, 1998).

As bacteriocinas podem ser usadas para reduzir a intensidade dos tratamentos térmicos nos
alimentos sem comprometer a inactivagdo microbiana (Galvez, Abriouel, Lépez & Omar,
2007). A nisina e o calor agem sinergicamente contra L. monocytogens (Mahadeo & Tatini,
1994; Ueckert et al., 1998, citados por citado por Aymerich et al., 1998) reduzindo a
resisténcia a temperatura por parte deste agente patogénico no leite (Maisnier- Patin et al.,
1995, citado por citado por Aymerich et al., 1998).

As bacteriocinas podem fornecer protecc¢ao adicional durante o periodo de conservagédo dos
alimentos contra a formacéo de endosporos bacterianos resistentes ao calor. Além disso, foi
demonstrada a reducdo da intensidade dos tratamentos térmicos contra endosporos
bacterianos na presenca de nisina ou de enterocina AS-48 permitindo a redugéo de custos
relativos a tratamentos térmicos bem como o seu impacto negativo nos alimentos (Galvez et
al., 2007).

Perante o0 exposto, concluiu-se que as bacteriocinas e as BAL com actividade
bacteriocinogénica sdo substancias bio-conservantes promissoras na industria da carne e

produtos carneos. A implementacdo de boas praticas de higiene e a aplicacdo das novas
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tecnologias de embalagem, conjuntamente com a adicdo de bacteriocinas e BAL com
actividade bacteriocinogénica pode contribuir para minimizagdo da contaminacdo dos
produtos e prevencgdo de toxinfecgbes alimentares (Leistner & Hechelman, 1993, citado por
Aymerich et al., 1998). A melhoria das caracteristicas de qualidade dos produtos onde sdo
aplicadas, com aumento no consumo de produtos mais naturais, sem residuos téxicos de
aditivos quimicos, contribui positivamente para os beneficios financeiros no sector das

carnes (Aymerich et al., 1998).

2.5. AplicacOes terapéuticas das bactérias do 4cido lactico

No tracto gastrointestinal dos humanos desenvolve-se um vasto e complexo ecossistema
microbiano a partir do nascimento, que forma uma flora diversa mas estavel quando se
atinge a idade adulta. Estes microrganismos autdctones interagem com a dieta e com 0
hospedeiro, contribuindo para a protec¢cdo contra os microrganismos patogénicos a nivel
intestinal, através da resisténcia a colonizacdo e promovendo beneficios para a saude
devido as suas actividades metabdlicas (Crittenden et al., 2005). Foi demonstrado que estes
também interagem com a imunidade do hospedeiro e sdo essenciais para a maturagdo e
homeostase do sistema imunitario (Gibson & Robberfoid, 1995).

O termo “probidtico” foi introduzido pela primeira vez em 1965 por Lilly e Stillwell, definindo-
se como o factor de origem microbiolégico que estimula o crescimento de outros
organismos. Em 1989, Roy Fuller introduziu a ideia de que tém um efeito benéfico para o
hospedeiro.

Os principais objectivos do uso de probiéticos tém sido: i) aumentar as resisténcias do
hospedeiro contra agentes intestinais patogénicos exdgenos; ii) controlar doencas cuja
etiologia esteja relacionada com agentes intestinais; iii) reduzir o metabolismo da flora
putrefactiva/ toxinogénica no intestino; iv) modular o sistema imunitario do hospedeiro
(Dhillon, Ghosh & Ganguli, 2007).

As bactérias mais comummente associadas com a actividade probi6tica sdo do género
Lactobacilli e Bifidobacteria, embora outras estirpes ndao patogénicas como Escherichia coli,
isolada em 1917 por Nissle, e Saccharomyces boulardii tenham sido usadas (Ouwehand,
Isolauri, Kirjavainen & Salminen,1999).

In vitro, foi demonstrado que as BAL inibem o crescimento de flora entérica patogénica e
tém sido usadas para tratar diversas patologias gastrointestinais em humanos e animais
(Ouwehand et al., 1999).

Dentro do género Lactobacilli, as estirpes mais estudadas e aceites como probiéticos séo L.
acidophilus LA1, L. acidophilus NCFB 1748, L. rhamosus GG, L. casei shirota, L. gasseri
ADH e L. reuteri. Os beneficios do seu consumo tais como fortalecimento do sistema
imunitario, reducdo da actividade enzimatica fecal, prevencdo de doencas intestinais e de

diarreias virais, sugerem que podem ser usados como agentes de tratamento de infeccdes e
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inflamacdes gastrointestinais (Macfarlane & Cummings, 2002; Madsen, 2001; citados por
Dhillon et al., 2007). Algumas preparacdes de probidticos foram utilizadas para evitar a
diarreia causada por antibiéticos ou como parte do tratamento para a disbiose relacionada
com antibiéticos (WGO, 2008).

Os efeitos benéficos dos Lactobacillus ao nivel do sistema imunitario e o controlo de
agentes patogénicos por exclusdo competitiva no intestino, sdo de grande importancia mas
salienta-se também a sua actividade anticarcinogénica e o seu papel na reducéo do nivel do
colesterol (Fernandes, Shahani & Amer, 1987; Gilliland, 1990; Brink & Veld, 1992; Hammes
& Tichaczek, 1994; Klaenhammer et al., 2002; Leroy & DeVuyst, 2004).

Pereira e Gibson (2002) demonstraram em estudos in vitro a accéo benéfica das BAL e de
Bifidobacterium isoladas do intestino humano sobre os niveis de colesterol, concluindo-se
que L. fermentum KC5b se mantinha viavel, apds 2 horas, num meio com pH 2 e com uma
concentracdo de 4,0 mg/l de acidos biliares, conseguindo remover até 14,8 mg/g de
colesterol das células do meio de cultura.

Existem estudos que documentam os efeitos probidticos numa série de transtornos
gastrointestinais e extra-intestinais, incluindo as doencas inflamatorias do intestino, o
sindroma do intestino irrithvel, o cancro do célon, a afec¢do por Helicobacter pilory, as
infecgBes vaginais e as alteragdes da imunidade. A acgéo de alguns probiéticos também foi
pesquisada no tratamento de eczema atbpico, artrite reumatdide, cirrose hepética e
encefalopatia hepatica (WGO, 2008).

A capacidade de adesao das estirpes probidticas as células gastrointestinais € uma
caracteristica muito apreciada, facilitando a sua permanéncia no organismo e prolongando
as suas accoes benéficas, tal é o caso de L. plantarum 299V (Cebeci & Gurakan, 2003).
Diversos estudos tém sido desenvolvidos no sentido de esclarecer a relagdo entre o uso de
probidticos e a melhoria dos sintomas em criancas que sofrem de autismo. E facto, contudo,
gue se manifesta reducéo dos sintomas de patologia gastrointestinal e neuroldgicos apos
introducdo na dieta de alimentos que veiculam agentes probidticos, possivelmente pela
competicdo directa com bactérias de género Clostridia que existem em namero elevado no
intestino destes pacientes (Murphy, 2004).

Os probiéticos surgem no mercado introduzidos nos alimentos ou sob a forma liofilizada em
medicamentos (comprimidos, capsulas ou saquetas). A dose necesséria para obter efeitos
benéficos para a salude variam com: i) o tipo de microrganismo com efeito probidtico; ii) a
quantidade de células vidveis até ao final da vida atil do produto; iii) a dose ingerida; iv) as
caracteristicas do produto onde foram inoculados os microrganismos; v) as caracteristicas
do hospedeiro (WGO, 2008). Segundo Tannock et al. (2000), a concentragdo minima de
BAL no intestino para promoverem efeito protector é na ordem de 10°UFC, sendo

fundamental uma ingestéo regular destes agentes para se conseguir este teor.
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Algumas espécies probidticas de Lactobacillus e Bifidobacterium séo residentes habituais ou
transitam usualmente pelo aparelho digestivo humano e como tal ndo apresentam
infecciosidade ou toxicidade para a populacdo saudavel e nos niveis tradicionalmente
usados.

O potencial das BAL como produtoras de proteinas com aplicacdo em cuidados de saude ou
para o desenvolvimento de novas vacinas tem sido também referido (Sybesma, Hugenholtz,
de Vos & Smith, 2006).

As BAL também tém sido usadas na produc¢édo industrial de produtos bioldgicos e quimicos,
incluindo biopolimeros (Leuconostoc spp.), enzimas (Lactobacillus brevis), etanol e &cido
lactico (Lactobacillus casei, Lb. lactis, Lb. delbrueckii, Lb. brevis) (Gold, Meager, Hutkins &
Conway, 1992; Hofvendahl & Hahn- Hagerdal, 2000 citados por Klaenhammer et al., 2002) e

compostos aromaticos (Sybesma et al., 2006).

2.6. Resisténcia das bactérias do &cido lactico aos antibioticos

A resisténcia a antibiéticos € uma das mais sérias preocupacdes médicas deste século. A
relacdo estabelecida entre o uso de antibioticos em animais e o aparecimento de agentes
patogénicos resistentes em humanos tem vindo a merecer grande estudo. Foi evidenciado
gue as resisténcias de agentes patogénicos do tracto gastrointestinal surgiram a partir da
transferéncia de bactérias resistentes ou de genes de resisténcia dos animais para 0s
humanos através da cadeia alimentar (Barton, 2001). Os genes de resisténcia podem ser
transferidos horizontalmente a partir de agentes patogénicos ou comensais dos animais
para 0s microrganismos patogénicos do homem (van den Bogaard & Stobberingh, 2000,
citado por Barton, 2001).

O uso de antibiéticos na producdo animal é muito importante economicamente e pode ser
efectuado de varias formas: i) tratamento, em que se administram doses altas do produto a
um grupo restrito de animais; ii) profilaxia, em que s&o administradas doses moderadas a
um namero elevado de animais, permitindo aumentar a producéo, particularmente quando a
higiene e o controlo de doencas ndo sdo 0s mais correctos; iii) promogéo de crescimento,
que envolve doses subterapéuticas de antibiéticos ou compostos com caracteristicas
antimicrobianas, por longos periodos em muitos animais. A resisténcia por parte dos
agentes patogénicos aos antibiéticos surge como resposta a exposicdo; é facto que os
genes de resisténcia a antibidticos sdo mais comuns nas estirpes actuais. O
desenvolvimento e a persisténcia de resisténcias variam consoante as classes de
antibiéticos e as espécies bacterianas (Barton, 2001).

No tracto digestivo podem ser detectadas diversas BAL, contudo, a sua prevaléncia e
distribuicdo variam com a espécie animal. De modo geral, estes microrganismos sdo dos

primeiros a colonizar o aparelho digestivo dos animais, no entanto o seu namero diminui ao
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longo da idade, principalmente devido a reducdo da capacidade para aderirem a mucosa
intestinal (Ouwehand et al., 1999).

O estudo de resisténcia das BAL aos antibiéticos € muito importante devido a ingestédo
destes microrganismos associados a alimentos e a possibilidade de serem usadas como
probidticos em situacbes de reconstituicdo da flora intestinal durante terapéuticas
antimicrobianas com colites associadas (Biourge et al., 1998).

A possibilidade de transmisséo dos genes de resisténcia de BAL tolerantes a determinados
antibiéticos e usadas na reconstituicdo da flora intestinal para estirpes patogénicas ou
potencialmente patogénicas € uma preocupacao na seleccao e seguranca das estirpes com
accao probidtica e quando utilizadas como starter (Danielsen & Wind, 2003).

De acordo com Bernardeau et al. (2008), os Lactobacillus tém uma elevada resisténcia
natural a varios antibiéticos, especialmente a vancomicina, cuja resisténcia ndo pode ser
transferida para outros agentes potencialmente patogénicos. No entanto, h4 que seguir
certos requisitos de seguranca no que toca ao uso destas estirpes para fins tecnoldgicos,
efectuando estudos prévios do perfil de resisténcia a antibibticos. Este pressuposto vai de
encontro ao reconhecimento do QPS (Qualified Presumpsion of Safety) status atribuido pela
EFSA a 32 espécies do género Lactobacilli.

Tal como Bernardeau et al. (2008) referem, o género Lactobacilli apresenta, de modo geral,
resisténcia natural aos seguintes antibiéticos: bacitracina, cefoxitina, ciprofloxacina, acido
fusidrico, kanamicina, gentamicina, metronidazol, nitrofurantoina,  norfloxacina,
estreptomicina, sulfadiazina, teicoplanina, trimetoprim/ sulfametoxazol e vancomicina.
Embora os Lactobacillus homofermentativos estritos sejam sensiveis a vancomicina, varias
estirpes de L. plantarum, L. casei, L. salivarius, L. leishmannii, L. acidophilus apresentam
resisténcia intrinseca a esta substancia devido a presenca de enzimas relacionadas com D-
alanina ligase.

Em estudos realizados por Salminen et al. (2006), Lactobacillus isolados de sangue humano
demonstraram reduzidos valores de Concentracdes Minimas Inibitérias (MICs) para
imipenem, piperaciclina- tazobactam, eritromicina e clindamicina, no entanto, apresentavam
susceptibilidade variavel para penicilina e cefalosporinas, o que prova variabilidade inter-
especifica no que toca a resisténcia aos antibioticos.

Estd descrita a resisténcia de estirpes de Lactobacillus isoladas a partir de produtos
alimentares, designadamente: L. plantarum isolado em queijos de pasta mole fabricados
com leite cru resistente a tetraciclina (Dasen, Zurich, artigo ndo publicado, citado por
Salminen et al. (2006); 63 estirpes de L. rhamosus isoladas a partir de queijo Parmigiano
Reggiano apresentaram resisténcia a cefixima, vancomicina, neomicina, enoxacina,
pefloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim (Coppola et al., 2005); na Sui¢ca, 74 estirpes
probidticas isoladas de diferentes produtos demonstraram resisténcia a tetraciclina e a

lincosamida (Kastner et al., 2006); uma das 189 estirpes estudadas apoés isolamento em
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produtos fermentados noruegueses, tais como iogurte, sour cream, leite fermentado e
gueijo, apresentou elevada resisténcia a estreptomicina (Katla, Kruse, Johnsen & Herikstad,
2001); L. plantarum, L. brevis, L. acidophilus e L. casei isolados a partir de queijos
espanhdis (Serena, Gamonedo e Cabrales) demonstraram resisténcia a penicilina G,
cloxacilina, estreptomicina, gentamicina, tetraciclina, eritromicina e cloranfenicol (Herrero,
Mayo, Ganzales & Suarez, 1996).

Existem também dados que demonstram a resisténcia de Lactobacillus, particularmente dos
usados como probidticos, a varios antibiéticos como penicilina G, ampicilina, vancomicina,
cloranfenicol e ciprofloxacina (Halami, Chandra, Chekar & Nand, 2000; Coppola et al.,
2005).

Dados de varios estudos demonstram a existéncia de diferengas dentro do género e dentro
das espécies de Lactobacillus na resposta aos antibidticos. Contudo os resultados variam

com o método usado (Danielsen & Wind, 2003).

2.7. Resisténcia das bactérias do acido lactico as condi¢cdes adversas do meio
2.7.1.Resisténcia a pH baixo

A capacidade das estirpes usadas como culturas iniciadoras ou como probidticos
sobreviverem e produzirem substancias com actividade bacteriocinogénica em meios com
pH baixo reveste-se de grande importancia.

Os alimentos em que podem ser aplicadas BAL s&do fermentados e tipicamente com pH
baixo. Na Europa do Norte e Alemanha, os enchidos fermentados apresentam, de modo
geral, pH inicial de 5,8 e um valor final proximo de pH 4,8 (Leroy & De Vuyst, 1999).

No seu uso como probiéticos, a primeira barreira que oS microrganismos encontram no
estdbmago humano é o &cido gastrico que pode apresentar valores préximos de pH 0,9,
aumentando para pH 3,0 na presenca de alimentos (Erkkila & Petaja, 2000).

De acordo com estudos realizados por Mourad & Nour- Eddine (2006), concluiu-se que as
estirpes de L. plantarum isoladas de azeitonas fermentadas sobreviveram a periodos de 2 a
6 horas em meios com pH 2,0 e pH 3,0; a sobrevivéncia da estirpe L. fermentum AD1, a pH
3,0 durante 3 horas foi de 80% (Stompfova, Marcinakové, Simonov4, Bogovic- Matijasic &
Laukov4, 2005).

Por outro lado, a estabilidade das bacteriocinas ao pH tem sido também alvo de estudos.
Estd descrita a actividade da bavaricina A entre pH 1,3 e 9,7 (Larsen, Vogensen &
Josephsen, 1993) e da plantaricina ST31 entre pH 3,0 e 8,0 (Todorov et al., 1999), contudo,
a actividade destas duas bacteriocinas foi significativamente reduzida a pH alcalino,
perdendo-se a pH 12,5 e pH 9,0, respectivamente.

Os trabalhos desenvolvidos por Mortvedt-Abildgaard et al. (1995) demonstram que a
producdo de lactocina S por L. sakei L45 varia quando o pH do meio de cultura é alterado

entre 5,0, 5,6 e 6,0, sendo que a maior producao se verificava para pH 5,0.
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Leroy & De Vuyst (1999) demonstraram que o pH 6ptimo para crescimento de culturas de L.
sakei CTC494 era pH 6,0 enquanto que a producdo da bacteriocina sakacina K era maxima
a pH 5,0, concluindo que a adsorcao as células do meio de cultura da estirpe sensivel podia
reduzir a actividade desta substancia.

Considerando o pH da maioria dos alimentos, a estabilidade das BAL e das bacteriocinas &
mantida (Larsen et al., 1993; Todorov et al., 1999).

2.7.2. Resisténcia aos sais biliares

A maior concentragéo de sais biliares atingida no intestino humano e dos animais durante a
primeira hora de digestdo é 2% w/v, passando posteriormente a um valor médio de 0,3% wi/v
(Gillland, Staley & Bush, 1984; Gotcheva, Hristozova, Hristozova, Guo, Roshkova &
Angelov, 2002). Mourad e Nour- Eddine (2006), referiram que a resisténcia aos sais biliares
pode variar entre as espécies de BAL e entre as estirpes da mesma espécie. A resisténcia
de algumas estirpes esta relacionada com a presenca e a accdo da enzima hidrolase de
sais biliares (bile salt hidrolase- BSH), que permite a hidrolise da bilis conjugada, reduzindo
o seu efeito téxico (Du Toit, Franz, Schillinger, Warles & Holzappfel, 1998). A auséncia deste
mecanismo pode explicar a sensibilidade de algumas estirpes estudadas (Mourad & Nour-
Eddine, 2006).

2.7.3. Resisténcia a enzimas

A natureza proteica das bacteriocinas torna-as sensiveis a ac¢ao de certas proteases. A
sensibilidade as proteases € um dos critérios chave na caracterizacdo de uma substancia
inibitéria como as bacteriocinas (Okereke & Montville, 1991). A bavaricina A é inibida pela
tripsina, pronase E, proteinase K, pepsina e quimiotripsina A4 (Larsen et al., 1993); a
plantaricina ST31 € inibida pela tripsina, pronase E, protease IV e protease VIII (Todorov et
al.,, 1999). No entanto, a reutericiclina ndo é destruida na presenca da proteinase K e da
tripsina (Géanzle, Hertel & Hammes, 2000).

2.7.4. Resisténcia a diferentes temperaturas

O crescimento das culturas de BAL e a producdo de bacteriocinas estdo também
directamente ligados a temperatura do meio. Os maiores valores de crescimento e de
producdo foram detectados a temperaturas de 20 a 25°C. Curiosamente, 0 processo de
fermentacdo da maioria dos enchidos produzidos na Europa ocorre neste intervalo de
temperaturas (Ricke & Keeton, 1997). No trabalho desenvolvido por Leroy & De Vuyst
(1999) a bacteriocina sakacina K reduziu significativamente a sua actividade a temperaturas

de cultivo superiores a 25°C.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Ildentificacdo genotipica de bactérias do &cido lactico isoladas de produtos
carneos fermentados

3.1.1. Origem das estirpes em estudo

O trabalho experimental foi realizado a partir de uma colec¢éo de estirpes de Bactérias do
Acido Léctico (n= 55) isoladas a partir de amostras de chourico e do ambiente fabril
provenientes de duas unidades (A e B) de fabrico de produtos de salsicharia tradicional
situadas no Alentejo (Talon et al., 2007)

3.1.1.1. Colheita das amostras e identificacdo das espécies

A colheita das amostras e a implementacdo dos métodos analiticos para controlo
microbiologico tiveram por base 0s requisitos normativos internacionais 1SO (International
Organization for Standardisation).

Nas duas unidades foram colhidas amostras de seis superficies de trabalho, de acordo com
os requisitos da Norma ISO 18593:2004: (i) picadora; (ii) misturadora; (iii) enchedora; (iv)
mesa de corte; (v) parede da camara de maturagéo; (vi) faca de desossa.

As colheitas foram efectuadas apos realizagdo dos procedimentos de limpeza e desinfeccao
das superficies, seguidas habitualmente por cada fabricante. Foram amostrados 500 cm2 de
superficie em cada local de colheita, usando compressas estéreis humedecidas com uma
solugdo neutralizante (Humeau, La Chapelle-sur-Erdre, Franga), posteriormente transferidas
para 25 ml de solugcdo de agua peptonada tamponada (BPW, AES Laboratory) e
homogeneizadas no stomacher.

Foram também efectuadas colheitas de amostras de chourico em trés fases diferentes de
fabrico: i) massa apGs 48h de repouso; ii) massa de produto apds enchimento; iii) produto
acabado; colheram-se ainda amostras de ingredientes secundarios: i) massa de pimentao;

ii) alho; iii) tripa.

A Tabela 1 relaciona a codifica¢éo das estirpes isoladas em cada unidade industrial com os
tipos de amostras colhidos. Foram estudadas 55 estirpes, 48 da unidade A (PO5) e 7 da
unidade B (POG6). Relativamente ao local de colheita, podem agrupar-se da seguinte forma:
mesa (6 estirpes); enchedora (1 estirpe); faca (2 estirpes); tripa (3 estirpes); alho (1 estirpe);
pimentdo (5 estirpes); massa produto 48h (7 estirpes); massa ap0s enchimento (7 estirpes);

produto acabado (23 estirpes).
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Tabela 1: Codificacdo das estirpes e sua relagcdo com as unidades de producéo e locais de
colheita.

UNIDADE DE PRODUGAO CODIFICAGAO ORIGEM
PO5-3 Mesa
PO5-4 Mesa
PO5-5 Mesa
PO5-8 Mesa
PO5-15 Enchedora
PO5-18 Faca
PO5-20 Pimentao
PO5-21 Pimentao
PO5-22 Pimentao
PO5-27 Produto acabado
PO5-28 Produto acabado
PO5-29 Produto acabado
PO5-31 Alho
PO5-34 Massa produto ap6s enchimento
PO5-35 Massa produto ap6s enchimento
PO5-37 Massa produto ap6s enchimento
PO5-38 Produto acabado
PO5-39 Massa produto ap6s enchimento
PO5- 40 Massa produto ap6s enchimento
PO5-42 Massa produto ap6s enchimento
PO5-45 Produto acabado
PO5-46 Produto acabado
PO5-49 Massa produto ap6s 48h
A PO5-50 Massa produto ap6s 48h
PO5-51 Produto acabado
PO5-52 Massa produto ap6és 48h
PO5-53 Massa produto apos 48h
PO5-54 Produto acabado
PO5-56 Produto acabado
PO5-57 Produto acabado
PO5-60 Produto acabado
PO5-62 Produto acabado
PO5-67 Produto acabado
PO5-71 Produto acabado
PO5-77 Faca
PO5-82 Tripa
PO5-84 Massa produto ap6s enchimento
PO5-85 Tripa
PO5-87 Tripa
PO5-89 Mesa
PO5-95 Massa produto acabado
PO5-98 Pimentao
P0O5-99 Pimentao
PO5-102 Massa produto acabado
PO2-103 Massa produto apos 48h
PO5-107 Massa produto acabado
PO5-108 Massa produto acabado
PO5-119 Mesa
PO6-12 Massa produto ap6s 48h
PO6-13 Massa produto acabado
PO6-14 Massa produto acabado
B P0O6-23 Massa produto acabado
PO6-44 Massa produto acabado
PO6-67 Massa produto 48h
PO6-100 Massa produto acabado

3.1.1.2. Cultura, isolamento e identificacao fenotipica

O cultivo de Bactérias do Acido Lactico (BAL) foi conseguido a partir de amostras
preparadas para andlise microbiologica de acordo com a Norma 1SO 15214:1998, seguindo-
se a preparagdo de diluicbes seriadas em agua peptonada tamponada (BPW, AES
Laboratory) e posterior sementeira em placas de meio Man Rogosa Sharpe (MRS, Merck,
Darmstad, Alemanha). A incubacgdo foi realizada a 30°C durante 48 a 72 horas em

anaerobiose (ISO 15214: 1998; Talon et al., 2007). As estirpes em estudo foram isoladas do
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meio MRS, procedendo-se a sua posterior identificacdo fenotipica por API 50CHL
(bioMérieux S.A., Franca).

A Tabela 2 apresenta a identificacdo fenotipica das estirpes efectuada por APl 50CHL
(bioMérieux S.A., Franca) e o grau de certeza da sua identificacdo, em percentagem.

Tabela 2: Identificacdo fenotipica por API 50CHL (bioMérieux S.A., Fran¢a) e grau de
certeza da identificacdo (%) das estirpes isoladas nas unidades de producéo A e B.

UNIDADE DE PRODUCAO CODIFICACAO DA AMOSTRA IDENTIFICACAO FENOTIPICA %
PO5- 3 Nao identificado -
PO5-4 L. curvatus 88,5
PO5-5 Na&o identificado -
PO5- 8 L. curvatus 42,7

PO5- 15 L. plantarum 97,9
PO5- 18 L. curvatus 87,1
PO5- 20 Na&o identificado -
PO5- 21 Na&o identificado -
PO5- 22 Nao identificado -
PO5- 27 L. plantarum 98,9
PO5- 28 L. plantarum 99,9
PO5- 29 L. plantarum 99,9
PO5- 31 Nao identificado -
PO5- 34 Na&o identificado -
PO5- 35 Na&o identificado -
PO5- 37 Nao identificado -
PO5- 38 L. plantarum 97,9
PO5- 39 Nao identificado -
PO5- 40 L. curvatus 64,1
PO5- 42 Na&o identificado -
PO5- 45 L. plantarum 98,9
PO5- 46 L. plantarum 93,1
PO5- 49 Nao identificado -
PO5- 50 Na&o identificado -
A PO5- 51 L. plantarum 98,9
PO5- 52 Na&o identificado -
PO5- 53 Na&o identificado -
PO5- 54 Na&o identificado -
PO5- 56 Na&o identificado -
PO5- 57 L. plantarum 99,9
PO5- 60 Na&o identificado -
PO5- 62 Na&o identificado -
PO5- 67 L. plantarum 99,9
PO5- 71 Na&o identificado -
PO5- 77 L. curvatus 88,5
PO5- 82 Na&o identificado -
PO5- 84 Na&o identificado -
PO5- 85 Na&o identificado -
PO5- 87 Na&o identificado -
PO5- 89 Na&o identificado -
PO5- 95 Na&o identificado -
PO5- 98 N&o identificado -
PO5- 99 N&o identificado -
PO5- 102 Na&o identificado -
PO5- 103 N&o identificado -
PO5- 107 L. curvatus 42,7
PO5- 108 Lactococcus lactis ssp lactis 2 59,7
PO5- 119 Lactococcus lactis ssp lactis 2 96,3
PO6- 12 Pediococcus pentosaceus 2 99,9
PO6- 13 Leuconostoc meser]teroides ssp 951
mesenteroides
PO6- 14 Lactococcus lactis ssp lactis 58,1
Leuconostoc mesenteroides ssp
5 PO6- 23 mesenteroides 95,1
PO6- 44 Leuconostoc meser]ter0|des ssp 951
mesenteroides
PO6- 67 Carnobacterium piscicola 97,7
PO6- 100 Leuconostoc meser)teroides ssp 951
mesenteroides
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3.1.2. Isolados de Lactobacilli

3.1.2.1. Estirpes em estudo: conservacao e cultivo pararevivificacéo

As estirpes estudadas encontravam-se conservadas em criotubos com BHI e 15% de
glicerol a - 80°C.

A sua revivificagdo foi conseguida através do duplo cultivo em caldo BHI (BHI Broth,
Scharlau Chemie S.A., Espanha) a 30°C durante 24 horas, em aerobiose. Apos este periodo
efectuou-se sementeira das mesmas em placas MRS 1,5% agar (MRS Agar, Scharlau
Chemie S.A., Espanha) durante 48 a 72 horas em aerobiose.

3.1.3. Identificacdo genética das espécies de Lactobacillus spp. por PCR

3.1.3.1. Extraccao de DNA

A extraccdo do acido desoxiribonucleico (DNA) celular das estirpes em estudo foi realizada
com base na metodologia descrita pela Qiagen (Franga), no kit QIAmp- DNA Minikit (250).
Foi usada cultura pura das varias estirpes em estudo resultante de sementeira em placas de
MRS 1,5% agar (MRS Agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha) a 30°C durante 48- 72h. As
células resultantes da amostra recolhidas com uma ansa de 1pl (ROLL, S.A.S.) foram
ressuspendidas em 180ul do tamp&o ATL (Qiagen, Francga). Posteriormente, foram
adicionados a cada preparacdo 20 pl de Proteinase K (Qiagen, Franga) e procedeu-se a
incubagdo em banho-maria a 56°C, durante 2 horas, com a finalidade de lisar as células
bacterianas. Em seguida adicionaram-se 200 pl de Tampao AL (Qiagen, France) a cada
amostra e efectuou-se incubacdo em banho-maria a 70°C durante 10 minutos. Apés a
adicdo de 200 ul de etanol 96%, todas as amostras foram transferidas para uma coluna
QlAamp Spin Column (Qiagen, Franca), centrifugadas a 6000xg (8000 rpm) (Centrifuge
5415R, eppendorf AG, Alemanha) durante 1 minuto, rejeitando o filtrado.

Ao concentrado juntaram-se 500 pl de tampdo AW1 (Qiagen, Franca), centrifugaram-se a
6000xg (8000 rpm) (Centrifuge 5415R, eppendorf AG, Alemanha) durante 1 minuto e
rejeitou-se o filtrado. Repetiu-se este procedimento para o tampdo AW2, centrifugando a
20000x g (14000 rpm) (Centrifuge 5415R, eppendorf AG, Alemanha) durante 4 minutos,
rejeitando-se seguidamente o filtrado. Foram adicionados 200 ul de tampéo AE (Qiagen,
Franca) a cada amostra concentrada, seguindo-se uma incubacdo a temperatura ambiente
durante 5 minutos. ApOs este periodo, as amostras foram centrifugadas a 6000xg (8000
rpm) (Centrifuge 5415R, eppendorf AG, Alemanha) durante 1 minuto, sendo descartada a
coluna QlAamp Spin (Qiagen, Franca) e obtendo assim o DNA das células bacterianas em

estudo, que foi conservado na solucéo final a -22°C.

3.1.3.2. Estirpes de referéncia: conservacéao e cultivo
Foram usadas as seguintes estirpes de referéncia: L. plantarum CCM 4000, L. curvatus
DSM 20019, L. sakei ATCC 15323, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
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aureus ATCC 29213, Listeria monocytogenes 4A CECT 934, Staphylococcus xylosus CIP
81.66 (Institute Pasteur, Franca; gentilmente cedido pela Dra. Celcidina Pires do LNIV),
Escherichia coli CCUG 42744, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium
EK13 (produtor de Enterocina A, isolado no LAM- IAP SAS, Kosice, Eslovaquia) e
Enterococcus avium EA5 (estirpe sensivel a bacteriocinas isolada no LAM- IAP SAS,
Kosice, Eslovaquia), gentilmente cedidos pela Dra. Andrea Laukova.

Estas estirpes foram conservadas a -80°C e a sua revivificacdo foi conseguida através do
duplo cultivo em caldo BHI (BHI Broth, Scharlau Chemie S.A., Espanha) a 30°C durante 24
horas, em aerobiose. Apos este periodo efectuou-se sementeira em placas MRS 1,5% agar
(MRS Agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha) ou BHI 1,5% agar (BHI Agar, Scharlau
Chemie S.A., Espanha), durante 48- 72 horas em aerobiose.

Para a extracdo do DNA destas estirpes foi seguido o protocolo referido em 3.1.3.1.

3.1.3.3. Metodologia PCR para identificacdo das espécies

As reaccdes polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas no termociclador (MyCycler,
BIO-RAD, Inglaterra) do CIISA- FMV.

ApoGs as reacgbes de PCR, os produtos foram revelados por electroforese em gel de
agarose 1,5% (tampao TBE 1Xx, pH 8; agarose em p6, GE Healthcare, Suécia) com brometo
de etidio (0,5mg/ml). Cada amostra colocada nos pocilhos do gel continha 5 pl de DNA e 3
ul de Bromofenol (2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol). As corridas de electroforese em gel, a
uma voltagem de 50V, duraram 45 minutos. As bandas dos produtos de PCR foram

visualizadas por transiluminacédo em luz ultravioleta (UV).

3.1.3.3.1. Lactobacillus plantarum

As condicdes e os primers usados na reaccdo de PCR para identificacdo genética de L.
plantarum estdo descritos na Tabela 3, tendo sido realizadas de acordo com Berthier e
Ehrlich, (1998). Para além da temperatura de anneling sugerida (51,0°C), na montagem da

técnica foram testadas também as seguintes: 40,0°C, 42,0°C, 44,0°C e 46,6°C.

Tabela 3: Condi¢bes de PCR para identificagdo genética de L. plantarum.

FRAGMENTO

ESPECIE AMPLIEICADO SEQUENCIA DOS PRIMERS CONDIGOES DOS CICLOS DE PCR
Pré-incubagéo: 95°C/ 5 min
Desnaturacgéo: 30 ciclos de 95°C/ 1 min
Lpl R: (ATGAGGTATTCAACTTATG
L. plantarum 265 pb P ( ) Annealing: 51°C/ 1 min

16S F: (GCTGGATCACCTCCTTTC) Extensdo: 72°C/ 1 min

Incubacéo final: 72°C/ 7 min

3.1.3.3.2. Lactobacillus curvatus
As condicdes e os primers usados na reacgcdo de PCR para identificacdo genética de L.

curvatus seguiram a metodologia descrita por Berthier e Ehrlich, (1998) e estdo
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apresentados na Tabela 4. Para além da temperatura de anneling sugerida (50,0°C), na
montagem da técnica foram testadas também as seguintes: 40,0°C, 43,6°C, 46,0°C e
50,0°C.

Tabela 4: Condi¢des de PCR para identificagdo genética de L. curvatus.

ESPECIE :Séﬁgléﬁgjo SEQUENCIA DOS PRIMERS CONDIGOES DOS CICLOS DE PCR
Pré-incubagéo: 95°C/ 5 min
Ls R: (ATGAAACTATTAAATTGGTAC) Desnaturacgéo: 20 ciclos de 95°C/ 1 min
L. curvatus 220 pb 16s F: (GCTGGATCACCTCCTTTC) Annealing: 50°C/ 1 min

Extensao: 72°C/ 1 min
Incubacao final: 72°C/ 7 min

3.1.3.3.3. Lactobacillus sakei

As condicdes e os primers usados na reac¢cdo de PCR para identificacdo genética de L.
sakei estdo descritos na Tabela 5 de acordo com Berthier e Ehrlich (1998). Para além da
temperatura de anneling sugerida (45,0°C), na montagem da técnica foram testadas também
as seguintes: 40,5°C, 44,1°C e 46,9°C.

Tabela 5: Condicbes de PCR para identificagdo genética de L. sakei.

FRAGMENTO

ESPECIE AMPLIFICADO SEQUENCIA DOS PRIMERS CONDIGOES DOS CICLOS DE PCR
Pré-incubagéo: 95°C/ 5 min
Desnaturagéo: 30 ciclos de 95°C/ 1 min
. LsR: (ATGAAACTATTAAATTGGTAC . .
L. sakei 205 pb ¢ ) Annealing: 45°C/ 1 min

16s F: (GCTGGATCACCTCCTTTC) Extensdo: 72°C/ 1 min

Incubacao final: 72°C/ 7 min

3.1.3.4. Metodologia PCR Fingerprinting

Para a reaccdo de PCR Fingerprinting realizada no termociclador (My Cycler, BIO-RAD,
Inglaterra) do CIISA- FMV foram usados os primers e as condi¢des indicadas na Tabela 6,
de acordo com o protocolo descrito por Welsh e McClelland (1990), para todas as estirpes
em estudo e 3 réplicas seleccionadas aleatoriamente (n= 39).

Os produtos resultantes da reaccdo PCR foram revelados por electroforese em gel de
agarose 1,5% (tampado TBE 1x, pH 8; agarose em p6, GE Healthcare), apés adicdo de
Bromofenol (2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol), sendo a duracdo da corrida de 2,5 horas.
ApOs este procedimento o gel foi submerso em tampao TBE1x com brometo de etidio (0,5ul/
ml) durante 30 minutos para visualizacdo dos fragmentos obtidos por luz ultravioleta (UV).
Posteriormente, foi efectuado um estudo no programa Bionumerics Applied Maths 1998-
2005 (versdo 4.61, Bélgica), no Instituto de Ciéncia Aplicada e Tecnologia, Faculdade de
Ciéncias, Universidade de Lisboa, com base nos dados obtidos, de modo a obter um

dendrograma que permitiu visualizar a proximidade genética entre as estirpes.
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Tabela 6: Condi¢cdes de PCR Fingerprinting para diferenciacdo de espécies e subespécies

de Lactobacillus em estudo.

ESPECIES SEQUENCIA DOS PRIMERS CONDIGOES DOS CICLOS DE PCR
Pré-incubagédo: 95°C/ 5 min
L. plantarum Desnaturagéo: 40 ciclos de 95°C/ 1 min
L. curvatus M13 (00088481_1 DNA) 5’-GAG GGT GGC GGT TCT-3 Annealing: 40°C/ 2 min;
L. sakei Extens&o: 72°C/ 2 min

Incubacao final: 72°C/ 10 min

3.2. Caracterizacdo fenotipica das estirpes em estudo

3.2.1. Testes de sensibilidade a antibidticos

As estirpes em estudo (n= 36) foram testadas segundo o método de difusdo em disco em
placas de MRS simples 1,5% agar (MRS Agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha), usando 9
antibiéticos diferentes: ampicilina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), estreptomicina (10 ug),
vancomicina (30 pg), kanamicina (30 pg), rifampicina (30 pg), clindamicina (10 pg),
gentamicina (10 ug) e eritromicina (15 pg) (Liofilchem Bacteriology Products, Itélia). Foram
medidas as dimensfes das zonas de inibicdo formadas, desde o centro do disco até a
periferia do halo transparente, apresentando-se estes valores em milimetros (média de duas
leituras por estirpe e antibiético).

Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecalis ATCC 29212 foram usadas
como estirpes controlo.

As estirpes em estudo foram cultivadas em caldo BHI (BHI Broth, Scharlau Chemie S.A.,
Espanha) a 30°C durante 24h; 100ul de cada cultura, (Densidade Optica (DOgyonm) €ntre 0,7
e 0,9) foram uniformemente espalhados a superficie de placas MRS 1,5% agar (MRS Agar,
Scharlau Chemie S.A., Espanha), sobre a qual foram colocados discos comerciais de
antibiéticos com concentracdes conhecidas, em duplicado. As placas foram incubadas a
30°C durante 48 a 72h (Ocafia, Silva & Nader- Macias, 2006).

Os resultados foram expressos como estirpes resistentes (R), de sensibilidade intermédia (1)
ou sensiveis (S), com base nos valores de referéncia indicados pelo fornecedor (Liofilchem

Bacteriology Products, Italia).

3.2.2. Actividade Lipolitica

A actividade lipolitica dos isolados em estudo (n= 36) foi avaliada através da inoculacdo, em
duplicado, de uma gota de 10 pl da cultura (DOggonm entre 0,7 e 0,9) de cada estirpe,
cultivadas previamente, em placas de meio Spirit Blue Agar (Becton Dickinson, Franca)
enriquecido com uma solucdo de amido e banha de suino, na proporcao de 3,0%. Apds 24 h
de incubacdo a 30°C, foram consideradas lipoliticas as estirpes que produziram halo
transparente na zona de inoculagdo da gota, resultante da metabolizagdo dos lipidos do
meio de cultura.

A estirpe Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi usada como controlo positivo.
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3.2.3. Actividade Proteolitica

As estirpes em estudo (n= 36) foram previamente cultivadas em meio BHI (BHI broth,
Scharlau Chemie S.A., Espanha), a 30°C durante 24h (DOgy nm entre 0,7 e 0,9). Foi
inoculada uma gota de 10 pl de cada estirpe, em duplicado, em placas de meio soélido
especifico para avaliacdo da actividade proteolitica (TGA, Gelatina, Skim Milk, Agua
Destilada), procedendo-se posteriormente a incubacdo a 30°C durante 24h. A estirpe
Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi usada como controlo positivo.

Os resultados foram obtidos por medicdo do halo transparente formado a periferia da gota
inoculada, ap6s inundar a placa com 1 ml de Bicloreto de Mercurio a 15% (HgCl,, HCI, Agua
Destilada), considerando que as estirpes formadoras de halo apresentavam actividade
proteolitica.

3.2.4. Producdo de substancias com actividade bacteriocinogénica

3.2.4.1. Método qualitativo para avaliacdo da actividade bacteriocinogénica das
estirpes

Para avaliar a capacidade de inibicdo de estirpes patogénicas ou flora competidora existente
em produtos carneos fermentados pelas estirpes em estudo (n= 36) foi aplicado o método
de Skalka modificado (Skalka, Pillich & Pospisil, 1983).

Foi usada como controlo positivo a estirpe Enterococcus faecium EK13 (produtor de
Enterocina A, isolado no LAM- IAP SAS, Kosice, Eslovaquia, por Laukova, A.)

As estirpes foram cultivadas em caldo BHI (BHI broth, Scharlau Chemie S.A., Espanha) a
30°C durante 24h. Ap6s medicédo da densidade oOptica DOgy nm € determinacao de valores
entre 0,7 e 0,9, o que equivale aproximadamente a 10’- 10° UFC/ml, as culturas foram
semeadas em placas MRS 1,5% agar (MRS agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha) e
incubadas a 30°C durante 48h. Apoés este periodo, foram recolhidas assepticamente varias
colénias com uma ansa e inoculadas em linha, em duplicado, em placas MRS 1,5% agar
(MRS agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha) e incubadas a 30°C durante 24h, em
aerobiose. Posteriormente foi adicionada e distribuida homogeneamente sobre as linhas a
mistura de 200 pl da estirpe Enterococcus avium EA5 (LAM- IAP SAS, Kosice, Eslovaquia)
usada como sensivel (previamente cultivada a 30°C durante 18h, DOgy nm COM Vvalores entre
0,7 e 0,9), com 4 ml de meio MRS 0,7% agar (MRS agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha),
liquefeito a cerca de 40°C. As placas foram novamente incubadas a 30°C durante 24h. Os
resultados exprimem as dimens@es em milimetros das zonas de inibicdo formadas pelas
estirpes de Lactobacillus contra a estirpe sensivel EA 5 (LAM- IAP SAS, Kosice,
Eslovaquia).

O mesmo procedimento foi repetido contra microrganismos patogénicos como

Staphylococcus aureus ATCC29213 e Listeria monocytogenes 4A CECT934 e contra
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microrganismos coabitantes com Lactobacillus, em enchidos secos fermentados,
designadamente Staphylococcus xylosus CIP 81.66 e E. coli CCUG42744. Para estes
microrganismos em vez de meio MRS 0,7% agar (MRS agar, Scharlau Chemie S.A,
Espanha) foi usado meio BHI agar 0,7% (BHI agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha).

3.2.4.2. Determinacao da producédo de substancias com actividade bacteriocinogénica
Para quantificar a capacidade de producdo de substancias com actividade
bacteriocinogénica pelas estirpes identificadas em estudo (n= 13) seguiu-se a metodologia
do Agar Spot Test (De Vuyst, Callewaert & Pot, 1996).

A estirpe Enterococcus faecium EK13, isolada no LAM- IAP SAS, Kosice, Eslovaquia, foi
usada como controlo positivo, estando descrita como produtora de bacteriocina (Marekova,
Laukova, De Vuyst, Skaugen & Nes, 2003). Para este estudo foram seleccionadas as
estirpes que produziram zonas de inibicdo contra EA5 igual ou superior a 15,0 mm.

As estirpes em estudo (n= 13) e a estirpe controlo (EK13) foram cultivadas em 5 ml de caldo
BHI (BHI broth, Scharlau Chemie S.A., Espanha) a 30°C durante 18h, em aerobiose. Apés
medicdo e ajuste da DOgy nm @ valores entre 0,7 e 0,9, as culturas foram submetidas a
centrifugagcdo (10 000xg, 7°C, 30 minutos) (Rotina 35R, Hettich, Alemanha). Os
sobrenadantes foram concentrados por liofilizagdo (-60°C, 24h), ressuspendendo as
amostras liofilizadas em 200 ul de Tampéao Fosfato (pH 7; 50 mM), de modo a ajustar o pH e
descartar o efeito inibitério dos acidos formados. A liofilizacdo garante a sublimacdo do
peréxido de hidrogénio das amostras, de forma a nao interferir com a sua capacidade
inibitoria (The Merck Index, 1983).

Foram aplicadas em duplicado gotas de 10 ul de cada amostra sobre placas de MRS 1,5%
agar (MRS agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha) previamente cobertas com 200 pul de
cultura EA5 (DOggo nm 0,45) adicionados a 4 ml de meio MRS 0,7% agar fundido (MRS agar,
Scharlau Chemie S.A., Espanha). As placas foram incubadas a 30°C durante 24h.

As estirpes produtoras de substancias com capacidade bacteriocinogénica impedem o
crescimento da estirpe indicadora EA5, formando uma zona de inibicdo transparente no

local de inoculag&o das gotas.

3.2.4.2.1. Quantificacdo da producdo de substancias com actividade
bacteriocinogénica

Para quantificar as substancia com actividade bactericinogénica segui-se a metodologia
Critical dilution method preconizada por De Vuyst, Callewaert & Pot, 1996.

As unidades de medida usadas para quantificar esta producdo de substancias com
capacidade bacteriocinogénica sdo UA/ ml (Unidades Arbitrarias/ ml), que representam a
maior diluicdo da substancia com capacidade de inibir o crescimento da estirpe com que

esta a competir.
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Foram seleccionadas as estirpes que produziram zonas de inibicdo contra Enterococcus
avium EAD5 iguais ou superiores a 15,0 mm, no método de Skalka modificado. Enterococcus
faecium EK13 foi usado como controlo positivo e Enterococcus avium EA5 como estirpe
indicadora (isoladas no LAM- IAP SAS, Kosice, Eslovaquia).

Os sobrenadantes liofilizados, preparados de acordo com o método anteriormente descrito,
foram submetidos a diluigbes em Tampéo Fosfato (pH 7,0, 50 mM), 1:2, 1:4 e 1:8. Foram
aplicadas em duplicado gotas de 10 ul de cada amostra e diluicdo sobre placas de MRS
1,5% agar (MRS agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha) previamente cobertas com 200 pl
de cultura EA 5 (DOggo nm de 0,45) adicionados a 4 ml de meio MRS 0,7% agar liquefeito e
mantido a aproximadamente 40°C (MRS agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha). Apés
deposicéo das gotas as placas foram incubadas a 30°C durante 24h.

As estirpes produtoras de substancias com capacidade bacteriocinogénica impedem o
crescimento da estirpe indicadora EA5, formando uma zona de inibicdo transparente no
local de inoculagdo das gotas. Quanto maior for a quantidade de substancia
bacteriocinogénica no sobrenadante, maior a capacidade inibitéria até diluicbes mais
elevadas.

As zonas de inibicdo produzidas foram expressas em Unidades Arbitrarias por mililitro (AU/

ml), como apresentado na Tabela 7 (De Vuyst, Callewaert & Pot, 1996).

Tabela 7: Relagéo entre as diluicdes dos sobrenadantes e a actividade bacteriocinogénica
manifestada em Unidades Arbitrarias por mililitro (UA/ ml).

DILUICAO UNIDADES ARBITRARIAS/ ml
Puro 100 UA/ ml
1:2 200 UA/ ml
1.4 400 UA/ ml
1:8 800 UA/ ml

3.2.5. Capacidade de acidificacdo do meio envolvente

Foram seleccionadas as estirpes de Lactobacillus que produziram maiores zonas de inibicdo
no Método de Skalka modificado contra a estirpe indicadora Enterococcus avium EA5 (3 L.
plantarum, 1 L. curvatus e 1 L. sakei).

As estirpes (n=5) foram inoculadas em duplicado em caldo BHI, com pH 7,0 (BHI Broth,
Scharlau Chemie S.A., Espanha), seguindo-se a sua incubacéo a 30°C durante 24 horas.
Apos este periodo foi medido o pH das culturas com o auxilio de um eléctrodo (HI9025,

Hanna Instruments, Portugal), acoplado a um potenciémetro.

3.2.6. Determinacdo da tolerdncia a pH baixo das estirpes com actividade
bacteriocinogénica
A tolerancia a pH baixo das estirpes com actividade bacteriocinogénica foi determinada de

acordo com a metodologia apresentada por Jin, Ho, Abdullah, Ali e Jalaludi (1998).

36



Para esta avaliacdo foram seleccionadas as estirpes de cada espécie (h= 5) que
apresentavam maiores zonas de inibicdo no Método de Skalka modificado contra a estirpe
indicadora Enterococcus avium EA5. As estirpes (100 ml de cultura de 24h a 30°C, em caldo
BHI, com DOgoonm €ntre 0,7 e 0,9) foram inoculadas em duplicado em 5 ml de caldo BHI (BHI
Broth, Scharlau Chemie S.A., Espanha) e cultivadas em aerobiose, a 30°C durante 24h.
Ap6s a incubacdo as culturas foram centrifugadas a 2000xg durante 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 5 ml de Tampé&o Fosfato 0,05M a
pH 3 ajustado com 1 NHCI. As suspensdes foram diluidas em Triptona Sal (6,5%) e
incubadas a 30°C durante 3h. Efectuou-se a sementeira de um mililitro da mesma cultura em
placas de meio MRS 1,5% agar (MRS Agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha) seguindo-se a
incubacéo a 30°C durante 48h para contagem do numero de colénias (UFC/ ml) apds Oh, 1h,
2h e 3h. A centrifugagéo, ressuspenséo, diluicdo e sementeira de placas foram repetidas em

todos os momentos referidos.

3.2.7. Determinacdo da tolerancia aos sais biliares das estirpes com actividade
bacteriocinogénica

A tolerancia das estirpes com actividade bacteriocinogenica a presenga de sais biliares foi
avaliada de acordo com a metodologia preconizada por Gilliland e Walker (1990).

As estirpes (100 ml de cultura de 24h a 30°C, em caldo BHI, com DOggonm €ntre 0,7 e 0,9)
foram cultivadas em caldo MRS (MRS broth, Scharlau Chemie S.A., Espanha), a 30°C
durante 24h, e inoculadas em duplicado, na proporcéao de 0,1%, no meio MRS com 1% (w/v)
de Oxgall (Difco TM, Oxgall, Becton Dickinson, Franca). Paralelamente, as mesmas estirpes
foram cultivadas em meio MRS sem Oxgall, como controlo. Apés Oh, 18h e 24h de
incubacdo a 30°C em aerobiose, avaliou-se o crescimento das estirpes por medicdo da
densidade o6ptica (DO) da cultura em espectrofotometro (Ultrospec 2000, Pharmacia
Biotech, Inglaterra), com um comprimento de onda de 600 nm. Em simultaneo, efectuou-se
a sementeira de um mililitro da mesma cultura em placas de meio MRS 1,5% agar (MRS
Agar, Scharlau Chemie S.A., Espanha) seguindo-se a incubag¢édo a 30°C durante 48h para
contagem do numero de colonias (UFC/ ml).

Para esta avaliagdo foram seleccionadas as estirpes de cada espécie (n= 5) que
apresentavam maiores zonas de inibicdo contra a estirpe indicadora Enterococcus avium
EA5 no Método de Skalka modificado.

3.2.8. Determinacdo do crescimento a diferentes temperaturas das estirpes com
actividade bacteriocinogénica

As estirpes que produziram zonas de inibicdo contra a estirpe indicadora Enterococcus
avium EAD5 iguais ou superiores a 15,0 mm, no Método de Skalka modificado, (n= 13) foram

avaliadas na capacidade de crescimento a temperaturas diferentes. Efectuou-se inoculacao
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de uma ansa de 1upl (ROLL, S.A.S.) de colbnias de cultura fresca (24h a 30°C) de cada
estirpe em 4 ml de caldo BHI (BHI Broth, Scharlau Chemie S.A., Espanha). A incubacéao foi
efectuada a 10°C, 25°C, 30°C e 44,5°C. As temperaturas seleccionadas permitem avaliar a
capacidade de utilizacdo das estirpes como culturas starter: 10°C € uma temperatura
proxima a das salas de desmancha e de preparacao de carnes frescas e a das camaras de
maturacdo da massa; 25°C é uma temperatura préxima a de fumagem dos enchidos
tradicionais portugueses; 30°C é a temperatura Optima de crescimento do género
Lactobacilli, servindo de controlo; 44,5°C € uma temperatura extrema, que permite testar a
termotolerancia das estirpes.

Foi efectuada medicdo das DOegy nm das culturas as 24h de cultivo as varias temperaturas

em espectrofotémetro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, Inglaterra).

3.3. Andlise estatistica dos resultados

Na analise descritiva dos resultados obtidos, utilizou-se o programa Microsoft Office Excel
(verséo 2007), para determinacdo das percentagens de sensibilidade, resisténcia intermédia
e resisténcia das estirpes aos nove antibioticos testados; para determinacdo das médias dos
valores de inibicdo relativos a actividade bacteriocinogénica das estirpes contra agentes
coabitantes e patogénicos. A apresentagdo grafica dos resultados foi efectuada com o
auxilio do mesmo programa.

A andlise dos perfis genéticos das estirpes resultantes da metodologia PCR Fingerprinting
foi efectuada com recurso ao programa Bionumerics Applied Maths 1998-2005 (verséo 4.61,
Bélgica), disponibilizado pelo Instituto de Ciéncia Aplicada e Tecnologia, Faculdade de
Ciéncias, Universidade de Lisboa, permitindo estabelecer clusters (grupos homogéneos em
funcdo das suas caracteristicas genéticas) e determinar a percentagem de semelhanca
entre as estirpes estudadas, de acordo com o coeficiente de Pearson, sendo o indice de
reprodutibilidade da técnica de 90%, com base na semelhanca entre as estirpes e as

réplicas.

4. Resultados

4.1. Caracterizacdo genética das estirpes

4.1.1. Identificacao genética das espécies de Lactobacillus por PCR

As vérias estirpes isoladas (n= 55) foram aplicados os protocolos de PCR referidos para L.
plantarum, L. curvatus e L.sakei, de modo a obter a sua identificacdo genética. Nem todas
as estirpes foram testadas para as 3 metodologias, no entanto varias foram testadas para
mais que uma metodologia. A Tabela 8 apresenta a identificagdo genética obtida para as

estirpes analisadas.
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Tabela 8: Identificacdo genética por PCR convencional, obtida por aplicacdo das condicbes

definidas para L. plantarum, L. curvatus e L. sakei as vérias estirpes previamente isoladas.

UNIDADE~DE CODIFICACAO ANALISE DAS ESTIRPES POR METODOLOGIA PCR IDENTIEICAQAO
PRODUCAO L.plantarum L. curvatus L. sakei GENETICA
PO5-3 X X X Na&o identificado
PO5-4 X X L. plantarum
PO5-5 X X L. plantarum
PO5-8 X L. curvatus
PO5-15 X L. plantarum
PO5-18 X Na&o identificado
PO5-20 X X X Na&o identificado
PO5-21 X X N&o identificado
PO5-22 X X X N&o identificado
PO5-27 X L. plantarum
PO5-28 X L. plantarum
PO5-29 X L. plantarum
PO5-31 X X X N&o identificado
PO5-34 X L. plantarum
PO5-35 X L. plantarum
PO5-37 X X X N&o identificado
PO5-38 X L. plantarum
PO5-39 X L. plantarum
PO5- 40 X L. curvatus
PO5-42 X X L. plantarum
PO5-45 X L. plantarum
PO5-46 X L. plantarum
PO5-49 X X N&o identificado
A PO5-50 X X L. plantarum
PO5-51 X L. plantarum
PO5-52 X X X N&o identificado
PO5-53 X N&o identificado
PO5-54 X L. plantarum
PO5-56 X L. plantarum
PO5-57 X L. plantarum
PO5-60 X L. plantarum
PO5-62 X L. plantarum
PO5-67 X L. plantarum
PO5-71 X X Na&o identificado
PO5-77 X L. curvatus
PO5-82 X X Na&o identificado
PO5-84 X X Nao identificado
PO5-85 X X L. sakei
PO5-87 X X N&o identificado
PO5-89 X X L. plantarum
PO5-95 X X L. sakei
PO5-98 X X X N&o identificado
PO5-99 X X N&o identificado
PO5-102 X L. plantarum
PO5-103 X N&o identificado
PO5-107 X X L. curvatus
PO5-108 X L. curvatus
PO5-119 X L. curvatus
P0O6-12 X Nao identificado
PO6-13 X L. sakei
PO6-14 X L. sakei
B PO6-23 X L. sakei
PO6-44 X L.sakei
PO6-67 X N&o identificado
PO6-100 X L.sakei

A Tabela 9 apresenta as identificacdes fenotipica e genética das estirpes, determinadas por
API 50CHL (BioMérieux, Franca) e reaccdes de PCR, respectivamente. Das 36 estirpes
identificadas geneticamente, 22 tinham ja sido identificadas fenotipicamente (61,11%),
sendo que 14 coincidiram com as identificagBes genotipicas (63,64%). Dos 23 L. plantarum
identificados geneticamente, 10 coincidiam com a identificagéo fenotipica; dos 6 L. curvatus
identificados geneticamente, 66,67% coincidiam com a identificacdo fenotipica; nenhuma
das estirpes foi identificada fenotipicamente como L. sakei, apesar de terem sido

identificadas geneticamente 7 estirpes.
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Tabela 9: Identificacao fenotipica por APl 50CHL (Bio Mérieux, Franca) e genética por PCR
das estirpes isoladas em duas unidades de producéo.

UNIDADE DE X x ’ ~ -
PRODUCAO CODIFICAGCAO IDENTIFICAGAO FENOTIPICA IDENTIFICACAO GENETICA
PO5- 4 L. curvatus L. plantarum
PO5- 5 Né&o identificado L. plantarum
PO5- 8 L. curvatus L. curvatus
PO5- 15 L. plantarum L. plantarum
PO5- 27 L. plantarum L. plantarum
PO5- 28 L. plantarum L. plantarum
PO5- 29 L. plantarum L. plantarum
PO5- 34 Na&o identificado L. plantarum
PO5- 35 Né&o identificado L. plantarum
PO5- 38 L. plantarum L. plantarum
PO5- 39 Né&o identificado L. plantarum
POS5- 40 L. curvatus L. curvatus
PO5- 42 Na&o identificado L. plantarum
PO5- 45 L. plantarum L. plantarum
A PO5- 46 L. plantarum L. plantarum
PO5- 50 Né&o identificado L. plantarum
PO5- 51 L. plantarum L. plantarum
PO5- 54 Na&o identificado L. plantarum
PO5- 56 Né&o identificado L. plantarum
PO5- 57 L. plantarum L. plantarum
PO5- 60 Né&o identificado L. plantarum
PO5- 62 Na&o identificado L. plantarum
PO5- 67 L. plantarum L. plantarum
POS5- 77 L. curvatus L. curvatus
PO5- 85 N&o identificado L. sakei
PO5- 89 Né&o identificado L. plantarum
PO5- 95 N&o identificado L. sakei
PO5- 102 Né&o identificado L. plantarum
PO5- 107 L. curvatus L. curvatus
PO5- 108 Lactococcus lactis ssp lactis 2 L. curvatus
PO5- 119 Lactococcus lactis ssp lactis 2 L. curvatus
PO6- 13 Leuconostoc mesenteroides ssp mesenteroides L. sakei
PO6- 14 Lactococcus lactis ssp lactis L. sakei
B PO6- 23 Leuconostoc mesenteroides ssp mesenteroides L. sakei
PO6- 44 Leuconostoc mesenteroides ssp mesenteroides L. sakei
PO6- 100 Leuconostoc mesenteroides ssp mesenteroides L. sakei

As Figuras 2 e 3 apresentam o0s resultados obtidos por PCR seguindo a metodologia
descrita para L. plantarum, podendo observar-se para as estirpes em estudo e identificadas
como L. plantarum um fragmento amplificado de 265 p.b. (pares de bases), enquanto que
para o controlo L. curvatus tal ndo acontece, por ndo haver hibridagdo, confirmando-se
deste modo, a especificidade dos primers utilizados.

A estirpe PO5- 38, correspondente ao numero 5 das Figuras 2 e 3, ndo aparece na Figura 2,
pelo que foi repetida na Figura 3. A estirpe PO5- 4 identificada bioguimicamente como L.
curvatus, foi identificada geneticamente como L. plantarum, correspondendo ao nimero 16

da Figura 3.

40



Figura 2: Identificacdo genética de 12 estirpes de L. plantarum por metodologia PCR.

9 10 11 12 13 14 15 B

Legenda: (M) Marcador 100 p.b.; (B) Branco; (1) PO5- 15; (2) PO5- 27; (3) PO5- 28; (4) PO5- 29; (5)
PO5- 38; (6) PO5- 45; (7) PO5- 46; (8) PO5- 51; (9) PO5- 57; (10) PO5- 67; (11) PO5- 5; (12) PO5-
34; (13) PO5- 35; (14) L. plantarum CCM 4000; (15) L. curvatus DSM 20019.

Figura 3: Identificacdo genética de 11 estirpes de L. plantarum por metodologia PCR.
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22 23 24 25 .14 15 B

Legenda: (M) Marcador 100 p.b.; (B) Branco; (16) PO5- 4; (5) PO5- 38; (17) PO5- 39; (18) PO5- 42;
(19) PO5- 50; (20) PO5- 54; (21) PO5- 56; (22) PO5- 60; (23) PO5- 62; (24) PO5- 89; (25) PO5- 102;
(14) L. plantarum CCM 4000; (15) L. curvatus DSM 20019.

A Figura 4 representa os produtos resultados obtidos por PCR de acordo com a metodologia
descrita para L. curvatus, apresentando um fragmento com 220 p.b.. As estirpes (1) PO5-
40, (2) PO5- 119, (3) PO5- 8, (4) PO5- 77, (5) PO5- 108 e (6) PO5- 107 apresentam todas
um fragmento de 220 p.b.. A estirpe PO5- 4, identificada com o nimero 7, apesar de ter sido
identificada fenotipicamente como L. curvatus, ndo aparece na corrida de electroforese

apresentada na Figura 4.
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Figura 4: Identificacao genética de 6 estirpes de L. curvatus por metodologia PCR.
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M) Marcador 100 p.b.; (B) Branco; (1) PO5- 40; (2) PO5- 119; (3) PO5- 8; (4) PO5- 77; (5) PO5- 108;
(6) PO5- 107; (7) PO5- 4; (8) L. cuvatus DSM 20019; (9) L. plantarum CCM 4000.

Na Figura 5 pode visionar-se a reagdo de PCR efectuada de acordo com a metodologia
descrita para L. sakei. As estirpes (6) PO6- 67 e (7) PO6- 12 ndo foram identificadas como
L. sakei, uma vez que ndo aparece uma banda de 205 p.b. nas linhas 6 e 7,
respectivamente. As restantes amostras foram identificadas, no entanto, as linhas 8 (PO5-
85) e 9 (PO5- 95) aparecem ligeiramente abaixo da zona de hibridagdo correspondente a
205 p.b., relativamente a estirpe de referéncia identificada com o niumero 10.

Figura 5: Identificacao genética de 7 estirpes de L. sakei por metodologia PCR.

Legenda: (M) Marcador 100 p.b.; (B) Branco; (1) PO6- 44; (2) PO6- 14; (3) PO6- 100; (4) PO6- 23; (5)
PO6- 13; (6) PO6- 67; (7) PO6- 12; (8) PO5- 85; (9) PO5- 95; (10) L. sakei ATCC 15323; (11) L.
curvatus DCM20019.
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4.1.2. PCR Fingerprinting

As Figuras 6, 7 e 8 representam os dendrogramas que foram originados a partir dos géis de
agarose onde foram aplicadas todas as estirpes em estudo (n=36) e 3 réplicas
seleccionadas aleatoriamente de modo a verificar o grau de reprodutibilidade do teste, apds
avaliacdo matematica no programa Bionumerics Applied Maths.

Da andlise do perfil genético das estirpes de L. plantarum estudadas (Figura 6)
estabeleceram-se trés grandes grupos cujas semelhancas eram de 17,2%: i) PO5- 42, PO5-
50, PO5- 45, PO5- 46, PO5- 27, PO5- 51, PO5- 57, PO5- 102, PO5- 15, PO5- 38, PO5- 89,
PO5- 56, PO5- 62, PO5- 28 e PO5- 4; ii) PO5- 34, PO5- 35 e PO5- 39; iii) PO5- 29, PO5- 67,
PO5- 5, PO5- 54 e PO5- 60.

Dentro de cada grupo, as estirpes que apresentaram um grau de semelhanga superior a
90%, podem ser consideradas a mesma estirpe, caso 0s restantes testes efectuados sejam
semelhantes. Na Figura 6 é possivel distinguir 15 perfis genéticos diferentes entre as varias

estirpes de L. plantarum analisadas, pois apresentam semelhancas inferiores a 84%.

Figura 6: Dendrograma da analise do perfil genético de estirpes L. plantarum obtido por PCR
Fingerprinting. A escala acima do dendrograma mostra a percentagem do nivel de

semelhanga dado pela analise de clusters.
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Na Figura 7 estdo representados os dois grupos (clusters) formados a partir da analise do
perfil genético obtido por PCR Fingerprinting a estirpes identificadas como L. curvatus: i)
PO5- 40 e PO5- 107; ii) PO5- 77, PO5- 108; PO5- 119 e PO5- 8. Estes dois grupos
apresentam um grau de semelhangca de 78,1% entre si, sugerindo uma correcta
identificacdo da espécie, mas permitindo diferenciar trés perfis genéticos diferentes para as
estirpes analisadas (semelhanca de 86,3%).

Figura 7: Dendrograma da andlise do perfil genético de estirpes L. curvatus obtido por PCR
Fingerprinting. A escala acima do dendrograma mostra a percentagem do nivel de

semelhanca dado pela andlise de clusters.
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Na Figura 8 apresentam-se os perfis genéticos de dois grupos de estirpes identificadas
previamente como L. sakei, com 29,9% de semelhanca. As estirpes incluidas nos dois
grupos (clusters) sao: i) PO6- 14, PO6- 44, PO6- 23, PO6- 100 e PO6- 13; ii) PO5- 85 e
PO5- 95.

Figura 8: Dendrograma da analise do perfil genético de estirpes identificadas como L. sakei
obtido por PCR Fingerprinting. A escala acima do dendrograma mostra a percentagem do
nivel de semelhanca dado pela analise de clusters.
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Peamon comelation [0.0%-100.0%] Produto acabado

13 PCR-Finger printing
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4.2. Caracterizacdo fenotipica das estirpes

4.2.1. Sensibilidade a Antibiéticos

A Tabela 10 apresenta os resultados relativos aos testes de sensibilidade a antibioticos
(cloranfenicol (30 pg), estreptomicina (10 pg), vancomicina (30 pg), kanamicina (30 pg),
rifampicina (30 pg), clindamicina (10 pg), ampicilina (10 pg), gentamicina (10 pg) e
eritromicina (15 pg)) das estirpes em estudo. De acordo com as referéncias do fornecedor
Liofilchem Bacteriology Products, as estirpes foram classificadas como resistentes (R), com
sensibilidade intermédia (l) ou sensiveis (S) a ac¢ao dos varios antibioticos.

Das estirpes estudadas, 78,40% apresentaram resisténcia aos antibidticos, 15,43%
sensibilidade intermédia e 6,17% foram sensiveis.

Entre as estirpes de L. plantarum, 78,26% eram resistentes, 16,91% apresentaram
sensibilidade intermédia e 4,83% eram sensiveis aos antibidticos testados; para o caso das
estirpes de L. curvatus, 70,37% eram resistentes, 22,22% manifestaram sensibilidade
intermédia e 7,41% eram sensiveis; entre as estirpes de L. sakei, 85,71% eram resistentes,

4,76% apresentaram sensibilidade intermédia e 9,52% demonstraram sensibilidade.

Tabela 10: Resisténcia (R), sensibilidade intermédia () ou sensibilidade (S) apresentada
pelas estirpes de Lactobacillus a presenga de antibidticos (cloranfenicol (30 ug),
estreptomicina (10 pg), vancomicina (30 pg), kanamicina (30 pg), rifampicina (30 pg),
clindamicina (10 pg), ampicilina (10 ug), gentamicina (10 pg) e eritromicina (15 pg)).

. ANTIBIOTICOS USADOS E RESPECTIVAS CONCENTRAGOES EM MICROGRAMAS
ESPECIES ESTIRPES

o

S 10 VA 30 K 30 RA 30 cCc10 AMP 10 GM 10 E

PO5- 4
PO5-5
PO5- 15
POS5- 27
PO5- 28
PO5- 29
POS5- 34
POS5- 35
POS5- 38
POS5- 39
PO5- 42
PO5- 45
PO5- 46
PO5- 50
PO5- 51
PO5- 54
PO5- 56
PO5- 57
PO5- 60
PO5- 62
PO5- 67
PO5- 89
PO5- 102

ps)
Pl
Pl
Pyl

L. plantarum

PO5- 8

PO5- 40
PO5- 77
PO5- 107
PO5- 108
PO5- 119

L. curvatus
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Tabela 10 (continuacdo): Resisténcia (R), sensibilidade intermédia (I) ou sensibilidade (S)
apresentada pelas estirpes de Lactobacillus a presenca de antibiéticos (cloranfenicol (30
Hg), estreptomicina (10 pg), vancomicina (30 pg), kanamicina (30 pg), rifampicina (30 pg),
clindamicina (10 pg), ampicilina (10 pg), gentamicina (10 pg) e eritromicina (15 pg)).

. ANTIBIOTICOS USADOS E RESPECTIVAS CONCENTRAGOES EM MICROGRAMAS
ESPECIES ESTIRPES

C 30 S 10 VA 30 K 30 RA 30 CC 10 AMP 10 GM 10 E 15
PO5- 85 I R R R S S R R I
PO5- 95 S R R R S S R R I
T PO6- 13 R R R R R R R R R
§ PO6- 14 R R R R R R R R R
- PO6- 23 R R R R R R R R R
PO6- 44 S R R R R R R R R
PO6- 100 R R R R R R R R R

No Gréfico 1 representa-se o numero de estirpes, independentemente da espécie, que
demonstraram resisténcia (R), sensibilidade intermédia (I) ou sensibilidade (S) a cada um
dos antibidticos estudados. Pode verificar-se que todas as estirpes estudadas apresentaram
resisténcia a estreptomicina (10 pg) e a gentamicina (10 pg); 35 das estirpes foram
resistentes a vancomicina (30 pg), kanamicina (30 pg) e ampicilina (30 pg); 25 estirpes
apresentaram resisténcia a rifampicina (30 pg); 23 estirpes foram resistentes a clindamicina
(10 ug); 18 estirpes apresentaram resisténcia a eritromicina (15 pg); 11 estirpes
demonstraram resisténcia a cloranfenicol (30 ug). Apenas 9 estirpes, independentemente da
espécie, mostraram sensibilidade a cloranfenicol (30 pg) e 6 estirpes eram sensiveis a

rifampicina (30 ug).

Gréfico 1: Resultados dos testes de sensibilidade aos nove antibidticos apresentados pelas
36 estirpes de Lactobacillus em estudo. O eixo vertical representa 0 nimero de estirpes
resistentes aos varios antibidticos e o eixo horizontal as designacdes dos antibioticos

usados. R- resisténcia, |- sensibilidade intermédia, S- sensibilidade.
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As Figuras 9 A e B ilustram os testes de sensibilidade a antibiéticos da estirpe PO5- 8 (L.
curvatus), mostrando as zonas de inibicdo formadas na presenca de cloranfenicol (30 pg),
estreptomicina (10 pg), vancomicina (30 pg), kanamicina (30 pg), rifampicina (30 pg),
clindamicina (10 pg), ampicilina (10 pg), gentamicina (10 pg) e eritromicina (15 pg). Os
maiores halos formados foram para rifampicina (20 mm), cloranfenicol (18mm), eritromicina
(17 mm) e clindamicina (16 mm), seguidos de ampicilina (12 mm) e kanamicina (5 mm).
Para a estreptomicina, vancomicina e gentamicina ndo houve formacdo de halo, o que

significa total resisténcia da estirpe a estes antibioticos.

Figuras 9 A e B: Zonas de inibicdo formadas na presenca de discos de antibibticos, da
estirpe PO5-8 (L. curvatus) em placas MRS 1,5% agar.

4.2.2. Actividade lipolitica e proteolitica das estirpes em estudo

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos na determinagdo das actividades lipolitica e
proteolitica das estirpes em estudo. Foram classificadas como positivas (+) as estirpes com
capacidade de lipolise ou de protedlise ou negativas (-) quando se verificou a auséncia
destas capacidades. Pode observar-se que todas as estirpes analisadas apresentaram
auséncia de capacidades lipolitica e proteolitica.

Tabela 11: Actividade lipolitica e proteolitica demonstrada pelas estirpes de Lactobacillus.

% ACTIVIDADE LIPOLITICA ACTIVIDADE PROTEOLITICA
l;ﬁ'géggfg CODIFICAGAO ID%‘;,L'E?@&AO IZresEeng_a (+) Pres?ng_a +)
uséncia (-) Auséncia (-)
PO5- 4 L. plantarum - -
PO5-5 L. plantarum - -
PO5- 8 L. curvatus - -
PO5- 15 L. plantarum - -
PO5- 27 L. plantarum - -
PO5- 28 L. plantarum - -
PO5- 29 L. plantarum - -
PO5- 34 L. plantarum - -
A PO5- 35 L. plantarum - -
PO5- 38 L. plantarum - -
PO5- 39 L. plantarum - -
PO5- 40 L. curvatus - -
PO5- 42 L. plantarum - -
PO5- 45 L. plantarum - -
PO5- 46 L. plantarum - -
PO5- 50 L. plantarum - -
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Tabela 11 (continuacédo): Actividade lipolitica e proteolitica demonstrada pelas estirpes de

Lactobacillus.

~ ACTIVIDADE LIPOLITICA ACTIVIDADE PROTEOLITICA
LF’,';'ODSBEAD(E CODIFICAGAO 'DEGNETSE%Q%AO Presenca (+) Presenga (+)
Auséncia (-) Auséncia (-)
PO5- 51 L. plantarum - -
PO5- 54 L. plantarum - -
PO5- 56 L. plantarum - -
PO5- 57 L. plantarum - -
PO5- 60 L. plantarum - -
PO5- 62 L. plantarum - -
PO5- 67 L. plantarum - -
PO5- 77 L. curvatus - -
PO5- 85 L. sakei - -
PO5- 89 L. plantarum - -
PO5- 95 L. sakei - -
PO5- 102 L. plantarum - -
PO5- 107 L. curvatus - -
PO5- 108 L. curvatus - -
PO5- 119 L. curvatus - -
PO6- 13 L. sakei - -
PO6- 14 L. sakei - -
B PO6- 23 L. sakei - -
PO6- 44 L. sakei - -
PO6- 100 L. sakei - -

A Figura 10 ilustra os resultados negativos dos testes de avaliacdo da capacidade
proteolitica de estirpes de Lactobacillus em estudo. A ndo formacao de halo transparente na
zona de inoculacdo de uma gota de cultura pura de cada estirpe apés inundar a placa com
de Bicloreto de Mercurio a 15% significa que ndo apresentaram capacidade proteolitica.

Figura 10: Auséncia de formacdo de halos transparentes na avaliacdo da actividade

proteolitica em estirpes de Lactobacilli (estirpe ndo proteolitica).

4.2.3. Actividade bacteriocinogénica das estirpes

A Tabela 12 apresenta os resultados dos testes qualitativos de competicdo entre as estirpes
de Lactobacillus (L. plantarum, L. curvatus e L. sakei) em estudo e uma estirpe indicadora
referenciada como sensivel (EA5- Enterococcus avium isolado no IAP SAS, Kosice,
Eslovaquia), estirpes patogénicas (L. monocytogenes 4A CECT 934 e S. aureus ATCC
29213) e estirpes coabitantes nos produtos carneos fermentados (S. xilosus CIP 81.66 e E.
coli CCUG 42744).
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Os valores apresentados em milimetros sdo a média aritmética de resultados obtidos em
duplicado para cada estirpe.

Os resultados demonstram que: i) a capacidade inibitéria ndo apresenta qualquer padréo
dentro da espécie; ii) a auséncia de capacidade de inibicdo da estirpe sensivel ndo significa
auséncia de inibicdo de agentes patogénicos ou coabitantes, tal como acontece com PO5-5
e PO5-62 que nédo inibem EA5 mas inibem L. monocytogenes, S. aureus, S. xylosus e E.
coli; iii) nas condicdes do estudo, todas as estirpes estudadas apresentam capacidade
inibitéria contra L. monocytogenes, S. aureus e S. xylosus; iv) 2 das 35 estirpes néo inibem
o crescimento de E. coli, designadamente PO5- 8 (L. curvatus) e PO5- 77 (L. curvatus); v)
13 estirpes (36,11%), apresentam halos com dimensdes 215,0 mm contra EA5, 10 estirpes
(27,78%) contra L. monocytogenes, 16 estirpes (44,44%) contra S. aureus, 12 estirpes
(34,29 %) contra S. xylosus e 8 estirpes (22,9%) contra E. coli; vi) a estirpe PO5- 67 (L.
plantarum) é a unica que apresenta zonas de inibicdo 215,0 mm contra todos os agentes

patogénicos e coabitantes.

Tabela 12: Dimensdo das zonas de inibicdo formadas pelas estirpes de Lactobacillus
guando cultivadas na presenca de outros agentes: EA5 (estirpe indicadora), L.
monocytogenes 4A CECT 934, S. aureus ATCC 29213, S. xylosus CIP 81.66 e E. coli
CCUG 42744,

L.

ESPECIES ESTIRPES EA5 e S. aureus ATCC S. xylosus CIP E. coli CCUG

A cgc 393 . 29213 81.66 42744

PO5- 4 20,5 15,5 18,0 10,0 12,0

PO5- 5 0,0 9,5 9,5 7,5 16,5

PO5- 15 15,0 13,5 20,0 15,0 14,5

PO5- 27 17,0 16,0 30,0 15,5 14,0

PO5- 28 15,0 13,5 24,0 19,5 12,5

PO5- 29 16,5 14,5 30,0 19,0 12,0

PO5- 34 12,0 15,0 9,5 17,5 12,5

PO5- 35 11,0 13,5 8,0 11,5 15,0

PO5- 38 14,5 13,5 26,0 15,5 14,0

g PO5- 39 10,5 11,0 11,5 14,5 10,5
5 PO5- 42 10,5 9,5 9,0 9,0 10,5
'g PO5- 45 11,0 15,5 30,0 14,5 12,5
=y PO5- 46 16,0 12,5 30,0 14,5 10,5
i PO5- 50 19,0 16,0 17,0 14,5 20,0
PO5- 51 16,5 13,5 27,0 18,0 10,5

PO5- 54 12,5 17,5 13,0 14,0 22,0

PO5- 56 0,0 10,5 10,5 15,5 11,5

PO5- 57 9,5 15,5 30,0 15,5 12,5

PO5- 60 8,5 18,0 16,5 16,5 22,0

PO5- 62 0,0 10,5 13,0 14,5 17,5

PO5- 67 18,0 16,5 25,0 19,0 15,0

PO5- 89 9,0 8,0 12,5 9,5 13,5

PO5- 102 6,0 10,5 7,0 12,5 12,5

PO5- 8 9,0 13,5 19,0 8,5 0,0

g PO5- 40 13,0 10,5 9,5 10,5 5,0
] PO5- 77 13,0 13,5 10,5 11,5 0,0
§ PO5- 107 7,0 7,0 5,0 4,5 6,5
_j PO5- 108 22,0 17,0 17,0 13,0 11,5
PO5- 119 16,5 14,5 15,5 15,0 19,5

PO5- 85 7,5 6,5 8,5 6,5 7,5

PO5- 95 10,5 8,5 10,0 14,4 12,5

i PO6- 13 15,0 11,5 9,5 9,0 11,0
@ PO6- 14 13,5 7,5 6,0 11,0 6,0
i PO6- 23 15,5 9,5 11,5 14,5 8,5
POG6- 44 11,0 10,5 6,5 11,5 5,0

PO6- 100 13,0 9,5 9,5 12,5 6,0
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4.2.4. Quantificacdo da actividade bacteriocinogénica das estirpes

A Tabela 13 apresenta a capacidade inibitéria demonstrada pelas estirpes em estudo que
formaram zonas de inibicdo =215,0 mm, no Método de Skalka modificado. Esta capacidade
foi demonstrada por formacéo de zona de inibicdo transparente no local de inoculacdo em
placa MRS 1,5% agar de uma gota de 10 pl de sobrenadante concentrado e neutralizado,
impedindo o crescimento da estirpe indicadora EA5. Das 13 estirpes, 2 pertencentes as
espécies L. plantarum, apresentaram capacidade formacdo de zona de inibicdo nas
condic¢des do estudo.

Os resultados apresentados na Tabela 13 decorrentes da aplicacdo do Agar Spot Test e do
Critical Dilution Method as estirpes seleccionadas (L. plantarum (9); L. cuvatus (2); L. sakei
(2)), que formaram zonas de inibicdo 215,0 mm, no Método de Skalka modificado, permitem
gquantificar as substancias bacteriocinogénicas produzidas. De todas as estirpes apenas
PO5-15 (L. plantarum) e PO5-51 (L. plantarum) produziram substancias bacteriocinogénicas

com capacidade inibitéria de, respectivamente, 100 UA/ml e 200 UA/mI.

Tabela 13: Actividade bacteriocinogénica de diferentes estirpes de L. plantarum, L. curvatus

e L. sakei (em Unidades Arbitrarias por mililitro).

ESTIRPES COM ZONAS DE ACTIVIDADE BACTERIOCINOGENICA
INIBICAO 215,0 mm 100 UA/mI 200 UA/mI 400 UA/mI 800 UA/mI

PO5- 4 - - - -
PO5- 15 +
PO5- 27 -
PO5- 28

L. plantarum PO5- 29

PO5- 46

PO5- 50 - -

PO5- 51 + +

PO5- 67 - -

ESPECIE

PO5- 108

L. curvatus PO5- 119

PO6- 13

L. sakei PO6- 23

4.2.5. Capacidade de acidificagdo do meio envolvente

De todas as espécies de Lactobacillus foram seleccionadas as estirpes (3 L. plantarum, 1 L.
curvatus e 1 L. sakei) com as maiores zonas de inibicdo contra a estirpe indicadora EAS5,
tendo-se determinado a média do pH das suspensdes apés 24h de crescimento da cultura a
30°C. Na Tabela 14, os resultados demonstram que a estirpe PO5-108 que originou 0 maior
halo de inibicdo (22,0 mm) apresenta um pH final mais elevado do que as estirpes PO5-4,
PO5-50 e PO5-67, sugerindo que a sua capacidade inibitéria ndo esta apenas relacionada
com a producdo de acidos mas também com a presenca de outros compostos com

actividade bacteriocinogénica.
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Tabela 14: Valor de pH do meio de cultura apresentado por estirpes que apresentaram

maiores zonas de inibicdo contra EA5, apds 24h de cultivo a 30°C.

DIMENSAO DA ZONA DE

ESPECIES ESTIRPES INIBICAO CONTRA EA5 pH (24h, 30°C)
PO5- 4 20,5 5,96
L. plantarum PO5- 50 19,0 5,95
PO5- 67 18,8 5,88
L. curvatus PO5- 108 22,0 6,01
L. sakei PO6- 23 15,5 6,05

4.2.6. Tolerancia a pH baixo das estirpes com actividade bacteriocinogénica

A Tabela 15 resume os resultados das contagens de colénias obtidas das diferentes estirpes
L. plantarum, L. curvatus e L. sakei, quando submetidas a um meio de pH 3,0, durante 3
horas. Observou-se uma reducdo das contagens ao longo do tempo para todas as estirpes,
contudo estas ainda demonstraram capacidade de crescimento apés 3 horas no meio acido.
Assim sendo, e apés analise de outros factores envolvidos na digestdo dos alimentos, estas
estirpes poderdo ser candidatas a probiéticos, uma vez que demonstraram neste teste
preliminar tolerancia a um meio com pH 3. Este facto € também sugestivo da sua boa
capacidade de sobrevivéncia aos processos fermentativos envolvidos na producdo de
alimentos, nomeadamente produtos carneos tradicionais portugueses cujo pH é sempre

superior a 3,0.

Tabela 15: Contagem das colénias (UFC/ ml) das estirpes que apresentaram maiores zonas

de inibicdo contra EA5, que resistiram em meio com pH 3 durante 3 horas.

CONTAGEM DAS COLONIAS (UFC/ ml) AO LONGO DO TEMPO

ESPECIE ESTIRPES
oh 1h 2h 3h
PO5- 4 3,9x10% 4,0x 10’ 1,5x10° 1,2 x10°
L olant PO5- 50 1,6 x 10° 1,3 x10° 2,7 x 10? 1,1x10°
. plantarum

P PO5- 67 7,7x 10° 2,3x 107 3,6 x 10° 1,2 x10°
L. curvatus PO5- 108 7,3x 10" 2,3x 10" 1,7 x 10° 1,3x10°
L. sakei PO6- 23 9,9x 10%° 2,0 x 10° 3,1x10% 2,5 x 102

4.2.7. Tolerancia aos sais biliares das estirpes com actividade bacteriocinogénica

Os resultados da tolerancia a presenca de sais biliares na propor¢cédo de 1% (w/v) para as
estirpes seleccionadas (3 L. plantarum, 1 L. curvatus e 1 L. sakei), avaliada as Oh, 18h e
24h, podem ser observados na Tabela 16.

O crescimento em meio MRS sem Oxgall foi acentuado para todas as estirpes, observando-
se DOgoonm d0 Meio que variaram entre 1,568 e 2,702. Quando o meio foi adicionado de
Oxgall, estas estirpes demonstraram uma boa capacidade de resisténcia a presenca deste
composto mesmo apo6s 24h (0,195< DOgyonm= 2,628). As estirpes PO5- 4, PO5- 50 e PO5-
67 (L. plantarum) e PO5- 108 (L. curvatus) apresentaram um aumento de populacdo ao
longo do tempo. A estirpe PO6- 23, nestas condi¢cbes, apresentou uma ligeira quebra no

crescimento as 18h de incubacao, tendo atingido, as 24h uma contagem de 1,4x10°UFC/ml.
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A estirpe PO5- 4 (L. plantarum) foi aquela que apresentou valores de DOgy nm Mais elevados
em todos os momentos, demonstrando ser a que melhor se adaptou a presenca de sais
biliares (Oxgall) no meio.

Com base nestes resultados, estas estirpes podem ser consideradas candidadas a agentes
probidticos, visto crescerem na presenca de sais biliares.

Tabela 16: Resisténcia das estirpes seleccionadas a presenca de Oxgall (resultados

expressos em DOggo nm € €m UFC/ ml as Oh, 18h e 24h de cultivo.

oh 18h 24h
ESPECIES ESTIRPES DO DO UFC/ml DO DO UFC/ml DO DO UFC/mI
Oxgall MRS Oxgall Oxgall MRS Oxgall Oxgall MRS Oxgall

POS5- 4 0,109 0,104 1,6 x10° 2,335 2,572 9,5 x10° 2,628 2,702 1,5 x10"

L. plantarum PO5- 50 0,099 0,090 1,9 x 10° 2,163 2,515 1,4 x 10%° 2,592 2,662 2,8 x10™°

PO5- 67 0,113 0,114 33x10’ 1,990 2,455 1,6 x 10° 2,444 2,604 1,8 x 10°

L. curvatus PO5- 108 0,112 0,090 53x10° 1,970 2,481 8,8 x 10° 2,007 2,660 8,4 x10™

L. sakei PO6- 23 0,046 0,045 2,2x10° 0,041 1,545 32x10° 0,195 1,679 1,4 x 10°

4.2.8. Crescimento a diferentes temperaturas das estirpes com actividade
bacteriocinogénica

Na Tabela 17 pode observar-se que todas as estirpes estudadas, nestas condi¢bes de
ensaio, apresentam um melhor crescimento quando incubadas a 30°C, com excep¢ao da
estirpe PO5- 28.

Todas as estirpes se desenvolveram a 10°C e toleraram uma temperatura de 44,5°C,
embora com valores de DOggonm inferiores aos apresentados a 25°C e a 30°C.

Estes resultados sugerem que as estirpes estudadas poderiam ser utilizadas no fabrico de
produtos alimentares sujeitos a temperaturas entre 10°C e 44,5°C, sem que a temperatura

seja um factor limitante da sua actividade.

Tabela 17: Densidade optica (600 nm) dos meios de cultura das estirpes de Lactobacillus
gue formaram zonas de inibicdo 215 mm no Método de Skalka modificado, apés 24h a
diferentes temperaturas (10°C, 25°C, 30°C e 44,5°C).

DOgoonm DOS MEIOS DE CULTURA APOS 24H A DIFERENTES TEMPERATURAS

ESPECIES ESTIRPES
10°C 25°C 30°C 44,5°C
PO5- 4 0,340 0,446 2,012 0,369
PO5- 15 0,294 0,908 1,755 0,310
PO5- 27 0,388 1,849 2,308 0,386
PO5- 28 0,293 0,294 0,204 0,238
L. plantarum PO5- 29 0,498 0,460 2,298 0,555
PO5- 46 0,434 0,629 2,022 0,268
PO5- 50 0,265 0,310 1,975 0,189
PO5- 51 0,451 1,250 1,798 0,327
PO5- 67 0,280 0,532 1,915 0,354
PO5- 108 0,385 0,302 1,878 0,336
L. curvatus
PO5- 119 0,354 0,982 1,935 0,401
. PO6- 13 0,000 0,003 0,109 0,015
L. sakei
PO6- 23 0,290 0,253 0,411 0,184
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4.2.9. Diferenciacao de estirpes pelas suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas

A diferenciacdo das estirpes que apresentaram grau de semelhanca superior a 90% pela
andlise de clusters do perfil genético obtido pela metodologia PCR Fingerprinting, tornou-se
possivel quando se caracterizaram: i) a origem das estirpes; ii) as suas sensibilidades a
antibiéticos; e iii) as respectivas capacidades bacteriocinogénicas.

No conjunto das estirpes L. plantarum estudadas, verificou-se que existiam 4 subgrupos
com grau de semelhanca superior a 90%, tal como ilustrado na Tabela 18.

No subgrupo I, a estirpe PO5- 51 apresentou resisténcia a cloranfenicol (30 mg) e PO5- 57
teve sensibilidade ao mesmo antibiético; por outro lado, as outras estirpes deste subgrupo
demonstraram sensibilidade intermédia. As estirpes PO5- 45 e PO5- 57, quando avaliadas
na sua actividade bacteriocinogénica contra EA5, apresentaram halos de inibi¢cdo inferiores
a 15 mm, verificando-se que para as restantes este valor foi 215 mm. As estirpes PO5- 46 e
PO5- 51, avaliadas contra L. monocytogenes 4A CECT 934 formaram halos de inibicao
inferiores a 15 mm. Apesar da semelhanca genética detectada entre estas estirpes ser de
92,4%, as caracteristicas referidas sugerem que pode tratar-se de estirpes diferentes.

No subgrupo Il, as estirpes L. plantarum PO5- 15 e PO5- 38 que tinham grau de semelhanca
de 95,9%, apesar de provirem de origens diferentes (superficie de uma enchedora e produto
acabado- chourico, respectivamente), apresentaram todos os resultados semelhantes, logo
€ possivel que seja a mesma estirpe que se encontre disseminada no ambiente fabril e
contamine a massa do produto ou vice- versa.

Quando observamos o subgrupo I, a estirpe PO5- 39 apresentou sensibilidade a
cloranfenicol (30 mg) e sensibilidade intermédia a eritromicina (15 mg), distinguindo-se das
restantes estirpes; a PO5- 35 foi sensivel a cloranfenicol (30 mg) e teve capacidade
bacteriocinogénica contra E. coli CCUG 42744, produzindo um halo 215 mm; a estirpe PO5-
34 apresentou sensibilidade intermédia a cloranfenicol (30 mg) e a eritromicina (15 mg) e
demonstrou capacidade de formacdo de zonas de inibicdo =215 mm contra L.
monocytogenes 4A CECT 934 e S. xylosus CIP 81.66. Os resultados sugerem que sao
estirpes diferentes, apesar da origem comum e de um grau de semelhanca genética de
97,3%.

As estirpes PO5- 5 e PO5- 54, do subgrupo IV, tinham origens diferentes (mesa e produto
acabado) e demonstraram semelhanca genética de 95,1%. A estirpe PO5- 5 apresentou
sensibilidade a vancomicina (30 mg), rifampicina (30 mg), clindamicina (10 mg) e
gentamicina (10 mg), enquanto que a estirpe PO5- 54 apresentou resisténcia ou
sensibilidade intermédia a estes antibidticos. O L. plantarum PO5- 5 ndo formou zona de
inibicdo contra a estirpe sensivel EA5, contrariamente a PO5- 54, cujo halo de inibicdo
formado foi de 12,5mm. Assim, estes resultados sugerem que as estirpes em causa séo

distintas.
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Tabela 18: Subgrupos de estirpes L. plantarum com grau de semelhanca superior a 90%,

pela andlise de clusters, origens e caracterizagéo fenotipica.

TESTES DE SENSIBILIDADE A ANTIBIOTICOS METODO DE SKALKA MODIFICADO

S. "

L, S. aureus E. coli

SUBGRUPO ESTIRPE ORIGEM ;-) 130 \:{;8 :;(0 F;g (ig A:ll\/(I)P (:ElOM 1E5 EAS monocytogenes ATCC Xylé)lgus CcCUG

4A CECT 934 29213 81.66 42744

POs.45  Produto I R R R R R R R 1 1 15,5 30 14,5 12,5
acabado
Produto

PoOs-46 oM I R R R R R R R R 16 12,5 30 14,5 10,5

I pOs.p7  Produto I R R R R R R R 1 17 16 30 15,5 14
acabado

POs-51  Pode g p g R R R R R R 165 135 27 18 10,5
acabado

pOs.57  Produto s R R R R R R R R 95 15,5 30,0 15,5 12,5
acabado

PO5-15 Enchedora R R R R R R R R R 15 135 20 15 145

. POs-3g  Dode g p g R R R R R R 145 135 26 15,5 14
acabado
Massa

POS- 34 apos R R R R R R R 12 15 9,5 17,5 12,5
enchimento
Massa

i PO5- 35 apos s R R R R R R R R 11 135 8 115 15
enchimento
Massa

PO5- 39 apos s R R R R R R R I 105 11 115 14,5 10,5
enchimento

PO5-5 Mesa r R s 1 s s s R 0 95 95 75 16,5

v POs-54  Produto IR R R 1 125 17,5 13 14 22

acabado

A Tabela 19 representa as estirpes de L. curvatus pertencentes ao subgrupo |, com grau de
semelhanga genética de 93,6%. A estirpe PO5- 77, isolada de uma faca, demonstrou
sensibilidade a rifampicina (30 mg) e sensibilidade intermédia a cloranfenicol (30 mg),
clindamicina (10 mg) e eritromicina (15 mg); esta estirpe ndo formou halo de inibigéo contra
E. coli CCUG 42744, no entanto demonstrou ser capaz de inibir S. aureus ATCC29213 (halo
=15mm). A estirpe PO5- 8 apresentou sensibilidade a cloranfenicol (30 mg) e rifampicina (30
mg) e sensibilidade intermédia a clindamicina (10 mg) e eritromicina (15 mg); nao formou
halo de inibicdo contra E. coli CCUG 42744, mas inibiu o crecimento de S. aureus ATCC
29213 (halo =215mm); PO5- 108, isolada a partir de produto acabado (chourico) apresentou
sensibilidade a cloranfenicol (30 mg) e resisténcia em relacdo a todos os outros antibioticos;
a capacidade inibitéria demonstrada contra as estirpes EA5, L. monocytogenes 4A CECT
934 e S. aureus foi superior relativamente aos outros elementos do subgrupo; a estirpe
PO5- 119, apesar de ter a mesma origem de PO5- 8 (mesa), apresentou resisténcia a
estreptomicina (10 mg), vancomicina (30 mg), kanamicina (30 mg), ampicilina (10 mg) e
gentamicina (10 mg); esta estirpe L. curvatus registou o maior halo de inibigdo contra E. coli

CCUG 42744. Os dados sugerem que todas as estirpes sdo diferentes entre si.

Tabela 19: Subgrupos de estirpes L. curvatus com grau de semelhanca superior a 90%, pela

andlise de clusters, origens e caracterizacao fenotipica.

TESTES SENSIBILIDADE ANTIBIOTICOS METODO DE SKALKA MODIFICADO
S. A
L S. aureus E. coli
SUBGRUPO ESTIRPE ORIGEM ;) 5) \é@ ;(0 Igg (ig A:ll\/(I)P Cigll 1E5 EA5 monocytogenes ATCC xy(lé)lgus ccuG
4A CECT 934 29213 81.66 42744
PO5- 77 Faca | R R R S | R R | 13,0 1355 10,5 115 0,0
PO5- Produto
108 acabado S R R R R R R R R 22,0 17,0 17,0 13,0 11,5
PO5-
119 Mesa | R R R | | R R | 16,5 14,5 15,5 15,0 19,5
PO5- 8 Mesa S R R R S | R R | 9,0 1355 19,0 8,5 0,0
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As caracteristicas das estirpes de L. sakei, formando dois subgrupos com um grau de
semelhancga superior a 90% encontram-se resumidas na Tabela 20.

No subgrupo I, todas as estirpes tinham a mesma origem (produto acabado- chourico) e um
grau de semelhanca genética de 96,5%. A totalidade das estirpes apresentou resisténcia a
todos os antibioticos testados; PO6- 23 apresentou contra EA5 um halo de inibigdo 215 mm,
contrariamente as restantes. Sendo todas as caracteristicas analisadas semelhantes,
considera-se que pode tratar-se da mesma estirpe.

As estirpes PO6- 14 e POG6- 44, ambas com origem em produto acabado (chourigo),
compdem o subgrupo Il, tendo um grau de semelhanca genética de 94,6%. PO6- 44
demonstrou sensibilidade a cloranfenicol (30 mg), enquanto que PO6- 14 apresentou
resisténcia a todos os antibidticos. Apesar desta difenga, todas as outras caracteristicas sdo
semelhantes, sugerindo que podem ser a mesma estirpe.

No subgrupo lll, a origem das estirpes era diferente. A estirpe L. sakei PO5- 95 demonstrou
sensibilidade a cloranfenicol (30 mg), enquanto que PO5- 85 apresentou uma sensibilidade
intermédia a este antibidtico. Considerando que o grau de semelhanga genética era 95,5% e
as restantes caracteristicas eram semelhantes, estas estirpes PO5- 85 e PO5- 95 podem

ser a mesma, aceitando que houve contaminagéo do produto acabado a partir da tripa.

Tabela 20: Subgrupos de estirpes L. sakei com grau de semelhanca superior a 90%, pela

analise de clusters, origens e caracterizagdo fenotipica.

TESTES SENSIBILIDADE ANTIBIOTICOS METODO DE SKALKA MODIFICADO
= S. aureus xylgéus E. coli
EA5 monocytogenes : y
4A CECT 934 ATCC 29213 8(1:I§6 CCUG 42744

SUBGRUPO ESTIRPE ORIGEM C S VA K RA cC AMP GM E
30 10 30 30 30 10 10 10 15

Produto

PO6- 23 R R R R R R R R R 155 9,5 11,5 14,5 8,5
acabado
PO6- Produto
| 100 scabade R R R R R R R R R 130 9,5 9,5 12,5 6,0
Produto
Pos-13 4P R R R R R R R R R 130 9,5 95 125 6,0
Pog-14 Produo o o g R R R R R R 135 75 6,0 11,0 6,0
I acabado
Produto
POs-44 WP S R R R R R R R R 110 105 6,5 115 50
PO5- 85 Tripa I R R R S S R R I 75 6,5 8,5 6,5 7,5
n
pos.95 Produo o o g R 5 s R R I 105 8,5 10,0 14,4 12,5

acabado

5. Discusséo

As estirpes estudadas, isoladas a partir de amostras (superficies de trabalho e produto
carneo fermentado- chourico) colhidas em duas unidades de fabrico de produtos de
salsicharia tradicional situadas no Alentejo (A e B), pertenciam ao género Lactobacilli e as
espécies L. plantarum, L. curvatus e L. sakei. Foi efectuada uma prévia identificacdo
bioquimica das estirpes por APl 50CHL (bioMérieux S.A., Franca) no entanto as
metodologias genéticas PCR e PCR Fingerprinting foram fundamentais para a identificacéo
definitiva das mesmas e serviram de base para os posteriores testes de caracterizacdo
fenotipica realizados. A fiabilidade nos métodos bioquimicos deixa algumas reticéncias, uma
vez que se constatou que os resultados nem sempre coincidiam com os genéticos. A

mesma conclusao foi reportada por Pennacchia et al. (2004) num trabalho realizado com 28
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estirpes de Lactobacillus, em que os resultados fenotipicos e moleculares coincidiram na
identificagdo de L. brevis, mas discordaram na identificacdo de L. plantarum, L. pentosus, L.
paracasei, L. fermentum e L. curvatus; nesse estudo, a identificacdo genética permitiu em
algumas situagbes ligar a estirpe a espécie mas nado facultou a identificagdo até a
subespécie.

No trabalho desenvolvido por Chagnaud et al. (2001), os autores concluiram que a
metodologia PCR usando 2 primers apresentou maior capacidade de descriminacdo entre 6
espécies de Lactobacillus (L. plantarum, L. fermentum, L. reuteri, L. salivarius, L. paracasei e
L. casei) que o teste APl 50CHL, tendo sido recomendada a sua aplicacdo na analise de
microflora complexa, com baixa probabilidade de surgirem resultados falsos positivos.

Tal como defendem Pennachia et al. (2004) as dificuldades na identificacdo correcta das
estirpes de Lactobacillus por métodos bioquimicos e a crescente importancia da sua
aplicacdo devido as suas propriedades benéficas, exigem a utilizacdo de metodologias
genéticas simples e céleres, de modo a evitar a selec¢éo errénea de estirpes indesejadas
para fins tecnol6gicos e probidticos.

No presente trabalho foram efectuados testes de identificacdo bioguimicos e genéticos a 55
estirpes de Lactobacillus, tendo sido detectada a presenca de 23 estirpes L. plantarum, 7
estirpes L. sakei e 6 estirpes L. curvatus. O estudo foi direccionado para estas espécies pelo
facto de serem as mais usadas nos paises mediterraneos como culturas starter de enchidos
fermentados e 0s microrganismos mais importantes nos processos caseiros de fermentacéo,
onde a sua presenca € indigena (Hugas, 1998).

A origem destes microrganismos pertencentes ao grupo das BAL pode ser: i) intencional,
através da utilizacdo de culturas starter nas massas, com 0s objectivos de facultar
caracteristicas organolépticas desejaveis e de aumentar a vida Util do produto final, gracas
as ja referidas capacidades de conservacéo; ii) ndo intencional, provindo da sua presenca
na carne fresca ou de contaminacdes cruzadas.

As BAL fazem parte da microflora inicial da carne fresca e tém capacidade de
desenvolvimento apo0s a preparacdo de produtos carneos, sejam produtos fermentados,
refrigerados, embalados a vacuo ou em atmosfera modificada. De modo geral, as alteracdes
provocadas pela fermentacdo ndo sédo prejudiciais para os produtos, dada a capacidade
tampdo da carne e a baixa percentagem de hidratos de carbono que contém. As estirpes
consideradas naturais na carne e nos produtos carneos sdo: Carnobacterium piscicola, C.
divergens, Lactobacillus sakei, L. curvatus, L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides, L.
gelidum e L. carnosum (Hugas, 1998).

A presenca de Lactobacillus nos produtos carneos, quando ndo intencional, pode ocorrer
ainda por contaminacgéo fecal. L. plantarum e L. paracasei sdo as espécies do género

Lactobacilli mais frequentemente isoladas em amostras de mucosa oral e rectal de humanos
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saudaveis, sendo as mesmas consideradas probioticas (Ahrné et al., 1998; Ouwehand et al.,
2002; citados por Pennacchia et al., 2004).

Quer a presenga natural nas carnes frescas, quer a contaminacdo fecal podem explicar o
grande numero de isolados de L. plantarum detectados no presente estudo (63,89% de L.
plantarum em 36 estirpes identificadas).

Nos Testes de Sensibilidade a Antibidticos (TSA), as estirpes estudadas apresentaram
resisténcia perante a maioria dos antibidticos testados, independentemente da espécie. A
totalidade das estirpes (100%) demonstrou ser resistente a estreptomicina (10 mg) e
gentamicina (10 mg); 97,22% apresentaram resisténcia a vancomicina (30 mg), kanamicina
(30 mg) e ampicilina (10 mg); 69,44% eram resistentes a rifampicina (30 mg); e 63,89%
eram resistentes a clindamicina. A maior sensibilidade verificou-se para cloranfenicol (30
mg) com 25,00%, seguida de rifampicina (30 mg) com 16,67%. Entre as estirpes de L.
plantarum, 78,26% eram resistentes aos antibidticos testados, 16,91% apresentaram
sensibilidade intermédia e 4,83% sensibilidade; para o caso das estirpes de L. curvatus,
70,37% manifestaram resisténcia, 22,22% sensibilidade intermédia e 7,41% sensibilidade;
entre as estirpes de L. sakei, 85,71% apresentaram resisténcia, 4,76% sensibilidade
intermédia e 9,52% sensibilidade aos antibiéticos testados.

Salminen et al. (2006) chegaram a conclusdes divergentes dos resultados obtidos neste
trabalho, num estudo com 86 estirpes de Lactobacillus de 11 espécies diferentes, isolados a
partir de sangue humano, de pacientes do Hospital Universitario Central de Helsinquia
(Helsinki, Finlandia). Estes autores referiram que a sensibilidade a antibiéticos manifestada
pelo género Lactobacilli parecia depender da espécie e que as cefalosporinas nao
constituiam um tratamento adequado para bacteriémia causada por Lactobacillus, uma vez
gue as resisténcias a este grupo de antibiéticos eram elevadas.

Dhillon et al. (2007), verificaram que a estirpe L. plantarum Ch1 isolada em Molhos Indianos
(Indian Green Sauces) apresentou susceptibilidade a amicacina, eritromicina, cefotaxime e
ceftiaxome e resisténcia a penicilina G, ampicilina, vancomicina, cloranfenicol,
ciprofloxacina, tetraciclina e gentamicina.

Outros estudos indicam que as BAL sdo resistentes aos principais antibidticos,
designadamente penicilina G, ampicilina, vancomicina, cloranfenicol e ciprofloxacina (Halami
et al., 2000; Coppola et al., 2005).

Strompfova e Laukova (2004), concluiram que 47 estirpes de Lactobacillus isoladas de fezes
de cées saudaveis apresentaram resisténcias a 6 dos 8 antibidticos testados, isto €,
penicilina G, lincomicina, novobiocina, eritromicina, tetraciclina e vancomicina; ampicilina e
cloranfenicol demonstraram total capacidade inibitéria do seu desenvolvimento;
contrariamente, no presente trabalho, apenas 68,57% das estirpes demonstraram
sensibilidade a cloranfenicol e 2,90% a ampicilina. Segundo Strompfova e Laukova (2004),

apenas 6,4% das estirpes de Lactobacillus apresentaram resisténcia a vancomicina (L.
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rhamosus, L. casei e L. paracasei) e a resisténcia ao grupo das penicilinas era de 54,6%,
possivelmente pela larga utilizacdo destes produtos nas terapéuticas instituidas na medicina
veterinaria. No presente trabalho, a resisténcia a vancomicina atingiu 97,14% das estirpes.
Este valor contraria os resultados de Strompfova e Laukova (2004). Contudo, Salminen et al.
(2006), reportaram que a resisténcia a vancomicina é uma propriedade intrinseca do género
Lactobacilli, o que é corroborado pelos resultados obtidos neste trabalho, em que a maioria
das estirpes foi resistente a vancomicina, existindo apenas 2,78% (n=1) com sensibilidade a
este antibiotico.

O uso de antibidticos é considerado o factor determinante no aparecimento, selecgéo e
disseminacdo de microrganismos resistentes, tanto em animais como em humanos. No
entanto, outros factores podem estar implicados, designadamente stress ambiental, idade,
sobrepovoamento e maneio dos animais (Sorum & Sunde, 2001).

A endocardite é uma das mais sérias infec¢des provocadas por Enterococcus em humanos.
A elevada resisténcia a gentamicina apresentada por estes microrganismos, fez com que a
vancomicina passasse a ser o antibiotico de eleicdo no combate a esta doenga. No entanto,
foram reportados casos de pacientes hospitalizados com resisténcia a vancomicina, com
origens em produtos carneos e no ambiente (Ribeiro, Abrantes, Lopes & Crespo, 2007). O
namero elevado de resisténcias a vancomicina obtido no presente estudo permite levantar a
questdo da actual eficiacia da vancomicina no tratamento de doencas graves, tais como a
endocardite causada por Enterococcus e da possibilidade de transferéncia dessa resisténcia
a partir de microrganismos resistentes, tais como os Lactobacillus.

Com base nos resultados obtidos nos TSA para as estirpes de Lactobacilli em estudo,
podemos concluir que a maioria sdo bons candidatos a agentes probidticos, a utilizar em
situacdes de reconstituicdo da flora intestinal, dada a auséncia de susceptibilidade a
generalidade dos antibiéticos usados. Contudo, o perigo de transferéncia dos genes de
resisténcia a antibidticos para agentes patogénicos, no sistema gastrointestinal, coloca
grandes limitacbes ao uso de microrganismos resistentes (Barton & Hart, 2001), sendo
obrigatoria a realizacdo de estudos adicionais.

E efectiva a necessidade de reducéo da resisténcia a antibiéticos para os microrganismos
em geral. A estratégia dos 3 Rs poderia ser aplicada com éxito para obter este objectivo:
reducdo (Reduction), restricdo (Refinement) e substituicdo (Replacement). Reduzir o uso de
antibidticos através do diagnéstico laboratorial da causa de doenca antes da administracdo
de medicamentos, da monitorizagdo da resisténcia dos agentes implicados a antibiéticos, da
restricdo dos tratamentos ao tempo estritamente necessério e da administracdo de doses
ajustadas; restringir a administracdo de antibidticos exclusivamente aos animais e pessoas
afectados; reduzir a utilizagdo de antibiéticos na produgcdo animal através da melhoria das

condigbes de higiene e de maneio, do uso de vacinas, da manipulacdo das dietas e da
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exclusdo competitiva dos agentes patogénicos através do uso de organismos probidticos
(Barton & Hart, 2001).

Os resultados obtidos no Método de Skalka modificado, avaliando a capacidade inibitéria
das estirpes em estudo, sugerem que determinadas estirpes produzem substéncias que
inibem o crescimento de EA5 e/ou Staphylococcus xylosus e/ou E. coli e/ou Staphylococcus
aureus e/ou Listeria monocytogenes, que podem ser substancias inibitorias, tais como acido
lactico, &cido acético, dioxido de carbono, etanol, peréxido de hidrogénio, diacetilo ou
bacteriocinas (Patarata, 2002).

Entre as estirpes produtoras de maiores zonas de inibicdo contra a estirpe sensivel, 2
estirpes de L. plantarum (PO5-15, PO5-51) demonstraram capacidade inibitéria contra EA5
no Agar Spot Test, apos retirada das células por centrifugacéo, concentragéo por liofilizacéo
e neutralizagdo a pH 7. A aplicagdo de um método de determinagdo quantitativa da
producdo de substancias com actividade bactericinogénica, permitiu observar que a estirpe
PO5-15 produz substancias bacteriocinogénicas com actividade inibitéria de 100 UA/ ml e a
estirpe PO5- 51 de 200 UA/ ml, nas referidas condigbes de estudo. Este resultado torna
estas estirpes fortes candidatas a produtoras de bacteriocinas, tendo que ser realizados
outro tipo de testes especificos para identificacdo e caracterizagdo dessas substancias com
capacidades inibitorias, designadamente: i) determinagdo do peso molecular; ii)
aguecimento para avaliacdo da estabilidade ao calor, o que indica que sua estrutura proteica
ndo € complexa; iii) ajuste do pH para eliminacdo da actividade dos &cidos e adicdo de
catalase para eliminacdo do efeito do peréxido de hirogénio, mantendo assim mesmo a
actividade inibitoria (Mataragas, Metaxopoulos & Drosinos, 2002); iv) adicdo de enzimas
proteoliticas de modo a verificar a sua estabilidade (Schillinger & Lucke, 1989), avaliacdo da
sua accao contra estirpes patogénicas e, finalmente, identificacdo da bacteriocina por
metodologia PCR (Marekova, Laukova, De Vuyst, Skaugen & Nes, 2003).

Em 2007, foi avaliada por Albano et al., a actividade inibitéria de 226 estirpes de BAL
isoladas de Alheiras contra os seguintes agentes: L. innocua, L. monocytogenes, S. aureus,
E. coli, E. coli 0:157 (VT-ve), E. fecalis. S. typhimurium e S. enteritidis. Deste estudo
concluiu-se que entre elas, 14 estirpes demonstraram actividade contra L. innocua e L.
monocytogenes; destas, 2 eram também activas contra S. aureus e E. fecalis e outras 2
apenas contra S. aureus.

A contaminacdo por Listeria monocytogenes é considerada o maior problema a nivel
microbiol6gico para a industria de salsicharia, e, embora alguns aditivos como NaNO, sejam
eficazes contra este agente ou contra outros microrganismos patogénicos, podem
representar perigo quimico, ndo sendo bem aceites pelos consumidores, 0 que leva a uma
constante pesquisa de novos agentes para a conservacdo dos produtos (Cleveland,
Montville, Nes & Chikindas, 2001, citado por Albano et al., 2007). Segundo estes autores, 0s

melhores candidatos a serem usados como agentes promotores da seguranca dos enchidos
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sdo as BAL isoladas nestes produtos e com capacidade antimicrobiana, uma vez que se
encontram bem adaptadas ao ambiente, conseguindo ser mais competitivos que 0s
provenientes de outras origens.

Embora os resultados da inibicdo efectiva de L. monocytogenes sejam promissores nos
trabalhos desenvolvidos por Hugas, Garriga, Aymerich & Monfort (1993), a actividade
bacteriocinogénica na carne pode ser mais reduzida do que em meio liquido, provavelmente
devido a inactivagao parcial por proteases, difusdo limitada na matriz alimentar e a ligagdes
inespecificas a ingredientes, tais como a gordura. A selec¢do das estirpes a usar deve ser
criteriosa, escolhendo-se as estirpes bem adaptadas ao meio e as condi¢cdes de
processamento do produto, tais como a temperatura e o pH (Leroy & De Vuyst, 1998).

Tal como defendido pelos autores acima referenciados, no presente trabalho foram
estudadas as capacidades bacteriocinogénicas contra agentes patogénicos de estirpes
isoladas directamente de enchidos e do ambiente fabril de producdo destes produtos. As
estirpes de Lactobacillus que demonstraram capacidade inibitéria teriam de antemao
vantagem competitiva, se usadas no fabrico de enchidos.

A inexisténcia de actividade bacteriocinogénica na maioria das estirpes estudadas e
produtoras de zonas de inibicao significativas (=15 mm) pode dever-se a neutralizagdo do
sobrenadante da sua cultura a pH 7,0. Para além do efeito directo sobre 0os microrganismos,
o pH pode ter relacdo também na sintese e ac¢do das bacteriocinas, sendo mais favoravel
um pH baixo (meio &cido), por interferir na adsor¢cdo da bacteriocina a parede celular dos
microrganismos sensiveis e na difusdo deste composto no meio (Patarata, 2002). Por outro
lado, a adsorcdo das bacteriocinas a parede celular através de interacdes i6nicas ou
hidrofébicas, verificada a pH préoximo da neutralidade, e a desadsor¢cédo a valores de pH
baixos podem também explicar a auséncia de comportamento inibitério apresentado na
utilizagdo do sobrenadante isento de células para testar a actividade bacteriocinogénica (De
Vuyst, Callewaert & Crabbé, 1996).

Alguns autores sugerem que a producdo de bacteriocinas é estimulada por condicbes
desfavoraveis do meio ou por situagfes de stress, tais como baixas temperaturas, presenca
de flora competitiva, elevada pressdo osmdética e presenca de compostos quimicos
indesejados, tais como cloreto de soédio, etanol, oxigénio ou Tween 80. Este ultimo
composto desencadeou grande producéo de amilovorina L471 quando presente no meio de
cultura num trabalho realizado por De Vuyst et al. (1996). A explicacdo para este facto
prende-se com a incapacidade de determinados microrganismos terem sucesso nas
situacdes de competicdo apenas atraves da producéo de acidos (Parente & Ricciardi, 1994).
Segundo De Vuyst e Vandamme (1992), os aspectos ambientais e nutricionais interferem
significativamente na producédo de bacteriocinas pelas BAL. Quando s&o adicionadas BAL
aos alimentos, as caracteristicas do produto podem também interferir com a sintese de

bacteriocinas e/ ou com a sua actividade inibitoria. A producéo e a accéo de bacteriocinas in
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vitro ndo garantem a sua eficacia nos alimentos. Os produtos alimentares, e
especificamente os produtos carneos, sao sistemas complexos, com varios factores que
influenciam o crescimento microbiano e a producdo de metabolitos. Do mesmo modo, a
receita e as condi¢cbes de fermentacdo e maturacdo devem ser tidas em consideragéo
(Hugas, 1998). Por isso, os seus efeitos inibitorios deverao ser testados nos produtos e de
acordo com as suas condi¢des de processamento.

Existem diversos métodos de screening de bacteriocinas, no entanto sdo laboriosos,
MOrosos e requerem a utilizacdo de equipamentos caros. Além disso, em muitos casos, nao
se consegue concluir se a origem da actividade antimicrobiana € uma bacteriocina, a acgéo
dos acidos ou de outros compostos inibitérios ou o conjunto dos varios factores (Vesterlund,
Paltta, Laukova, Karp & Ouwehand, 2004).

A maior parte das técnicas usadas para determinagdo da producdo de bacteriocinas
baseiam-se na quantificagdo da capacidade de inibicdo do crescimento de microrganismos
sensiveis. Embora tenham sido descritas técnicas baseadas na emissdo de ATP (Waites &
Ogden, 1987, citado por Cabo, Murado, Gonzéalez & Pastoriza, 1999), e na aplicacdo do
método ELISA (Falahee et al., 1990; Suarez et al., 1996; citados por Cabo et al., 1999) as
técnicas de inibicdo de crescimento séo as mais usadas por varias razdes, designadamente
as economicas.

Quer a técnica de medicéo da turvacdo do meio de crescimento (Berridge & Barret, 1952;
Reeves, 1965; Mortvedt & Nes, 1990; citados por Cabo et al., 1999), quer a de medicdo das
zonas de inibicdo em placas (Mocquot & Lefevre, 1956; Tramer & Fowler, 1964; citados por
Cabo et al., 1999; Skalka et al., 1983), podem ser usadas para este fim. Contudo, foi
descrito por Wolf e Gibbons (1996) que a medicédo das zonas de inibicdo em placa contra
agentes sensiveis apresenta alguns inconvenientes, designadamente: i) a dificuldade de
difusé@o das bacteriocinas no agar; ii) os factores a que o método esta sujeito e que ndo sao
tidos em consideracao, tais como o tempo de difus@o especifico do extracto e a densidade
do agar usado. A reducdo da percentagem de agar nas placas de 1,50% para 0,75%
provocou o0 aumento da sensibilidade em 21,00%, para as mesmas condi¢des de incubacao,
segundo estes autores; iii) a subjectividade de interpretacdo dos métodos semi-
guantitativos frequentemente usados, uma vez que as unidades de bacteriocina produzida
sédo definidas como a menor concentragdo do péptido que produz uma zona de inibicdo
“perceptivel”’. Apds avaliagdo de diferentes critérios de quantificagdo das zonas de inibigao
em placa, consideraram que esta estratégia é inadequada para o fim pretendido devido a
baixa capacidade de descriminagdo de médias e ao elevado grau de subjectividade, dado o
alto grau de erro e baixa repetibilidade da mesma.

O estudo da curva de crescimento da estirpe produtora em meio de cultura liquido foi

proposto por Cabo et al. (1999) como uma alternativa mais fiavel, pelo facto de eliminar as
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limitacbes relacionadas com a difusdo em agar e permitir a medicdo mais objectiva dos
resultados.

Segundo Vesterlund et al. (2003), o pH do meio, a concentracdo das substancias inibitorias
e a concentracdo da estirpe produtora, sdo, entre outros, factores que influenciam a
sensibilidade dos métodos de avaliagdo da zona de inibicdo formada a volta da estirpe
produtora. As metodologias baseadas na medic&o da turvagéo, citometria de fluxo, medicéo
do ATP e a determinacdo da bioluminescéncia, sdo apresentados como métodos mais
sensiveis e rapidos.

Schillinger e Lucke (1989), avaliaram a actividade inibitéria de 221 estirpes de isolados de
carne fresca, produtos fermentados de salsicharia e outros produtos carneos. 19 de 142
estirpes de L. sakei, 3 de 4 estirpes de L. plantarum e 1 de 75 estirpes de L. curvatus
apresentaram efeito inibitério em meio de agar solido, sob condigdes em que se reduziram
os efeitos dos acidos organicos e do peréxido de hidrogénio. Apenas 6 das estirpes de L.
sakei demonstraram actividade inibitéria em meio liquido nas mesmas condicdes de teste.
Estes resultados ndo coincidem com a teoria de Cabo et al. (1999), que defende maior
capacidade inibitéria das bacteriocinas em meio liquido.

A sakacina A produzida por L. sakei Lb706 apresentou caracteristicas proprias de uma
bacteriocina: estrutura proteica, termoestavel, ndo activa contra outras bactérias Gram-
negativas, mas com capacidade de inibicdo de espécies relacionadas com o produtor. Com
excepcao da inibicdo de L. monocytogenes, a actividade inibitéria restringia-se a outras BAL.
Isto pode ser explicado pela proximidade taxonémica da L. monocytogenes em relacdo ao
género Lactobacilli (Wilkinson & Jones, 1977; Ruhland & Fiedler, 1987; Ludwig, Schleifer &
Stackebrandt, 1984; citados por Schillinger & Lucke, 1989).

Quando se mantém constantes os outros factores, a ac¢cdo do pH pode influenciar o
crescimento celular e a producdo de bacteriocinas. A uma temperatura constante de 30°C,
Leroy e De Vuyst (1999), verificaram que o maior crescimento celular de L. sakei CTC494
ocorria a pH entre 5,5 e 6,5 e 0 pH 6ptimo para producao de sakacina K era 5,0; a pH 5,5 a
guantidade desta bacteriocina era baixa e a pH 4,5 ndo era detectavel. A adsor¢do da
bacteriocina as células é dependente do pH e ndo especifica. Contudo, o estreito intervalo
em que se verificou producdo da bacteriocina sakacina K corresponde aos valores dos
produtos fermentados de salsicharia, geralmente entre um valor inicial de pH 5,8 e um valor
final de 4,8 (Leroy & De Vuyst, 1999).

A hip6tese de que a quantidade de bacteriocina depende do crescimento celular foi
confirmada experimentalmente por Leroy e De Vuyst (1999). A actividade bacteriocinogénica
aumenta a medida que as células crescem exponencialmente e diminiu quando a massa
celular comega a reduzir. Esta redugéo ocorre quando o crescimento celular € inibido devido
a acumulacdo de acido lactico e escassez de acUcares e de aminoacidos essenciais

(Loubiere, Cocaing- Bousquet, Matos, Goma & Lindley, 1997).
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Opostamente a estes resultados, a sakacina B, produtora de 256 UA/mI, manteve a sua
estabilidade apds exposi¢cédo a pH entre 2,0 e 9,0, ndo apresentando qualquer reducéo da
sua actividade (Samelis, Roller & Metaxopoulos, 1994).

As estirpes estudadas neste trabalho, demonstraram resisténcia a pH 3 e a presenca de
sais biliares a 1% (w/v), sobrevivendo a totalidade das estirpes a estas condigbes, embora
verificando-se reducdo da sua actividade ao longo do tempo. A tolerancia demonstrada
pelas estirpes estudadas num meio com pH baixo também foi referenciada por Pennachia et
al. (2004), num trabalho efectuado com 150 estirpes de Lactobacillus, em que 28
demonstraram crescimento em placa MRS apoés cultivo em meio PBS (tampdo fosfato
salino) a pH 2,5 durante 3 horas. Estes autores concluiram ainda que 19 das estirpes
expostas previamente a pH 2,5 durante 3 horas conseguiam sobreviver em caldo MRS com
sais biliares a 4% (w/v) e 8 estirpes demonstraram crescimento apés 28 horas de cultivo em
caldo MRS com sais biliares a 0,3%. Dhillon et al. (2007) referiram a viabilidade de L.
plantarum Chl apés 2h de incubagdo a pH 2,5, assim como apdés 24h em caldo MRS
suplementado com 2% de Oxgall.

No estbmago, o pH dos sucos gastricos é proximo de 0,9, aumentando para pH 3 na
presenca de alimentos (Erkkila & Petaja, 2000); a quantidade de sais biliares no intestino
delgado € referida como sendo 0,3% (w/v) (Gillland et al., 1984). A conjugacdo das
capacidades de tolerancia a pH baixo e a presenca de sais biliares sao caracteristicas chave
para posteriores estudos das estirpes que as demonstrem, dado que sdo fundamentais para
garantir a sobrevivéncia no processo de digestdo quando procuramos estirpes probioticas.
Quando usadas como culturas strater em produtos fermentados, o pH do meio também deve
ser tido em consideragdo, uma vez que vai interferir directamente com a sobrevivéncia e
actividade das estirpes usadas com fins tecnoldgicos.

Os Lactobacillus gozam de grande importancia na fermentacédo de produtos carneos devido
a sua capacidade de rapida acidificacdo, na presenca de acUcares fermentesciveis,
preservando 0s produtos e evitando o desenvolvimento de flora deteriorativa e patogénica,
sem alterar as caracteristicas intrinsecas do produto. Por este facto, sdo usados como
culturas iniciadoras em produtos de salsicharia seca fermentada. A conjugacdo do potencial
probidtico e da aptiddo tecnoldgica tornam as estirpes de Lactobacillus possiveis culturas
starter probidticas a usar em novos produtos fermentados secos (Pennachia et al., 2004).

A temperatura € um factor a ter também em conta, quer no crescimento bacteriano, quer na
producao e accao das substancias bacteriocinogénicas.

No presente estudo, a DOgy das estirpes foi avaliada ao fim de 24h de cultivo a pH
constante e a diferentes temperaturas: 10°C, 25°C, 30°C e 44,5°C. Pode constatar-se que
todas as estirpes demonstraram capacidade de crescimento as varias temperaturas, apesar
de os valores de DOggg das culturas incubadas a 30°C serem os mais elevados, seguidos

das incubadas a 25°C. O interesse desta avaliacdo prende-se com o facto de estas estirpes
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serem potenciais candidatas a culturas starter ou a agentes probi6ticos, com vantagem
competitiva caso consigam estar activas as temperaturas pelas quais passam os alimentos
onde sdo aplicadas, ao longo do processo tecnolégico e de conservacao. Para além do
crescimento celular teria interesse a avaliacdo da actividade bacteriocinogénica destas
estirpes apés serem cultivadas as diferentes temperaturas.

Leroy e De Vuyst (1999), demonstraram que a pH 6,5, o crescimento de L. sakei CTC494 e
a producédo de sakacina K eram 6ptimos, num intervalo de temperaturas entre 20°C e 25°C.
A 35°C nédo se verificava producdo da bacteriocina e a massa celular era apenas 61%
relativamente aos valores apresentados a 20- 25°C, temperatura a qual se realiza a
fermentacdo dos enchidos na Europa. A reducdo da quantidade de bacteriocina com o
aumento da temperatura foi associada a maior accdo de proteases ou interagdo entre
bacteriocina/ células ou bacteriocina/ bacteriocina, sendo desaconselhada a sua aplicacédo
em processos fermentativos cuja temperatura excedesse 30°C.

Schillinger, Geisen e Holzapfel (1996), obtiveram resultados semelhantes em estudos
realizados para L. sakei Lb706, constatando que o maior crescimento celular e a maior
producdo de sakacina A ocorria a temperaturas entre 20°C e 30°C, decaindo a producdo
gquando a temperatura excedia 25°C.

Para testar o efeito da temperatura, Schillinger e Lucke (1989), colocaram indculo de L.
sakei Lb706 em caldo MRS a cultivar a 7°C, 15°C e 25°C e testaram a actividade inibitéria
ao longo do tempo. Néo foi detectada actividade durante as primeiras 8h de crescimento;
contudo, foi detectada actividade significativa as 23h a 25°C e as 23h e as 47h para a
cultura a 15°C (fase logaritmica tardia); as 47h a 25°C ndo se verificou actividade
bacteriocinogénica.

A Dbacteriocina plantaricina ST31 é, segundo Messen e De Vuyst (2002), a mais
termoresistente, conseguindo manter-se activa alguns minutos a 97-101°C.

No futuro, mais do que estudar a ecologia do alimento partindo da avaliagdo de cada
populagcdo individualmente, a investigacdo deve estar focada na complexidade das
interagBes entre 0s microrganismos e o alimento e entre populagbes de microrganismos. Os
estudos de investigagdo da diversidade das estirpes selvagens que surgem na producao
tradicional de produtos artesanais, entre 0s quais comparacdes genomica, transcripcional,
proteica e metabdlica, podem ser as bases de origem para novas culturas starter de uso
industrial, com maior diversidade, estabilidade e performance. Isto permitira uma rapida
seleccdo de estirpes selvagens com propriedades funcionais interessantes e sem
caracteristicas negativas, bem como a construcdo de culturas starter geneticamente
modificadas ajustadas as acc¢des funcionais pretendidas (Leroy, Verluyten & De Vuyst,
2006). A engenharia genética das culturas starter pode ter como alvo vérios fins; uma

cultura starter adequada pode ndo ser encontada na natureza. Contudo, € dificil prever em
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que direccdo os requisitos legislativos influenciardo a inovacdo ligada a biotecnologia,
especificamente as alteracdes genéticas (Hansen, 2002).

Seria interessante realizar estudos no sentido de desenvolver estirpes resistentes ao cloreto
de sddio do meio, a limitada difusdo no meio sélido, & baixa actividade da 4gua na massa e
aos agentes de cura e com capacidade competitiva.

No entanto, por detras das caracteristicas funcionais das potenciais novas culturas starter,
podem existir também aspectos negativos que ndo sdo previstos, tais como: resisténcias a
antibitticos, aparecimento de genes virulentos ou formagcdo de metabolitos indesejaveis. O
controlo das resisténcias antibidticas € um tdpico importante tendo em conta que a
inoculacdo de culturas starter da carne crua que contém elevada carga microbiana, pode
originar transferéncia de resisténcias (Cocconcelli et al., 2003; Gevers et al., 2003; citados
por Leroy & De Vuyst, 2006).

Deve também ser sublinhado que a eficacia de uma cultura starter seleccionada deve ser
avaliada tendo em conta o contexto de aplicacéo, sendo relevantes determinados factores,
como o tipo de produto em que sera aplicada, as técnicas de fabrico, o tempo de maturagéo
e as matérias- primas usadas (Leroy & De Vuyst, 1999; Hugas et al., 2002; Mataragas et al.,
2003).

6. Conclusdes

As 36 estirpes de Lactobacillus analisadas neste trabalho foram identificadas geneticamente
como L. plantarum, L. curvatus e L. sakei, usando as metodologias PCR convencional e
PCR Fingerprinting.

Estas estirpes possuem determinadas caracteristicas favoraveis ao seu potencial uso como
culturas starter e/ ou probibticos. A actividade inibitéria evidenciada face a agentes
coabitantes (S. xylosus e E. coli) e patogénicos (L. monocytogenes e S. aureus) sugere a
capacidade de producdo de substancias bacteriocinogénicas. A conservacdo dessa
capacidade ap0s concentracdo do sobrenadante por liofilizacdo e controlo de factores como
o pH permitem ponderar sobre a capacidade de producdo de bacteriocinas por parte de
duas das estirpes de L. plantarum (PO5-15 e PO5-51).

A elevada resisténcia demonstrada aos antibidticos testados, levanta questfes
relativamente a causa de tais valores. Pode ser uma limitagdo se pensarmos na
possibilidade de transferéncia dessa capacidade a outros microrganismos, nomeadamente
0s patogénicos, no entanto, pode ser uma vantagem destas estirpes quando utilizadas como
probidticos na regulagéo gastrointestinal durante terapéuticas com antibiéticos.

A tolerdncia a pH baixo e a resisténcia a presenca de sais biliares sdo pré-requisitos
fundamentais para estirpes que venham a ser aplicadas como agentes probioticos. As
estirpes avaliadas para estes parametros demonstraram capacidade de sobrevivéncia a

estas condicoes.
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O crescimento das estirpes seleccionadas a diferentes temperaturas (10°C, 25°C, 30°C e
44,5°C) é indicativo da sua facilidade de adaptacdo ao meio e possibilidade de serem
usadas em processos fermentativos de alimentos que impliquem variacbes térmicas,
nomeadamente em produtos carneos, por estarem predispostamente adaptadas ao
ambiente de onde foram isoladas.

De modo geral, os resultados foram promissores, aliciando a realizagdo de mais estudos
gue permitam aprofundar os assuntos tratados e desvendar efectivas aplicacdes praticas
destas estirpes portuguesas de Lactobacillus.
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