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APRESENTAGAO

A proposta da obra “As Ciéncias Biolégicas e a Construcdo de Novos
Paradigmas de Conhecimento 2” € uma e-book que tem como objetivo principal
a apresentacdo de um conjunto de artigos cientificos sobre diversos areas do
conhecimento em Ciéncias Biologicas, onde cada um dos artigos compde um
capitulo, sendo no total 32 capitulos, do volume 2 dessa obra. Essa coletanea de
artigos foi organizada considerando uma sequéncia l6gica de assuntos abordados
nos trabalhos de pesquisas e revisao da literatura, mostrando a construcao
do pensamento e do conhecimento do homem nas diversas areas das Ciéncias
Bioldgicas.

O objetivo primario da obra consistiu em apresentar de forma clara as
pesquisas realizadas em diferentes em instituicbes de ensino e pesquisa do pais
como: Centros de Ensino Técnico e Superior, Colégios, Escolas Técnicas de Ensino
Superior, Centro Universitarios, Fundacéo de Ensino Médio e Superior, Instituto
Federal, Faculdades de Ensino Superior Privado e Universidades Federais. Nos
diferentes artigos foram apresentados aspecto relacionado a doencas causadas
por Bactérias, Fungos, Parasitos, Virus, Genética, Farmacologia, Fitoterapia,
Biotecnologia, Nutricdo, Vetores biolégicos, Educacéo e outras areas correlatas.

Os temas sé&o diversos e muito interessantes e foram elaborados com o intuito
de fundamentar o conhecimento de discentes, docentes de ensino fundamental,
médio, mestres, doutores, e as demais pessoas que em algum momento de suas
vidas almejam obter conhecimentos sobre a saude abrangendo agentes etiol6gicos
das doencas, uso de substancias para higienizacao bucal, aspectos nutricionais
de alimentos, atividade de organismos na producdo de alimentos, degradacao de
material organica e ciclo de nutrientes no meio ambiente, como capturar e controlar
vetores de doencas, uso de plantas medicinais para cura de enfermidades, e sobre
metodologias que podem ser usadas nas escolas para favorecer a aprendizagem
dos estudantes.

Assim, essa obra “As Ciéncias Bioldgicas e a Constru¢cao de Novos Paradigmas
de Conhecimento 2” apresenta teorias fundamentadas em dados obtidas de
pesquisas e praticas realizados por professores e académicos de diversas areas
do conhecimento biolégico, e que realizaram seus trabalhos com muita forca de
vontade, as vezes, com muitos poucos recursos financeiros, e organizaram e
apresentaram os resultados alcangados de maneira objetiva e didatica. Todos nos
sabemos o quanto € importante a pesquisa em um pais e a divulgacgao cientifica dos
resultados obtidos para a sociedade. Dessa forma, a Athena Editora oferece uma
plataforma consolidada e confidvel para os pesquisadores divulguem os resultados
de suas pesquisas.

Eleuza Rodrigues Machado
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RESUMO: Lactobacillus reuteri é capaz de
inibir bactérias patogénicas, com a acao
atribuida a diferentes mecanismos, como a
producéo de acido latico e reuterina. O objetivo
deste estudo foi verificar a acdo inibitoria dos
metabdlitos produzidos por L. reuteri LR 92
sobre o crescimento in vitro de Escherichia coli,

Salmonella spp e Staphylococcus aureus. Além
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disso, avaliar a capacidade inibitoria destes metabdlitos contra S. aureus em iogurte
natural apds 24 h de armazenamento refrigerado. Foram utilizados dois tratamentos:
extrato bruto (EB) e extrato concentrado (EC), obtidos através da fermentacao de L.
reuteri em caldo MRS, sob anaerobiose com 200 mM de glicerol. Analises de reuterina,
pH e a acidez titulavel foram realizadas. Os ensaios de inibicdo foram realizados por
difusdo em agar BHI pela técnica de pocos. No ensaio de difusdo em agar, o tratamento
EB nado apresentou halos de inibicao contra as bactérias patogénicas testadas. Em
contraste, os resultados do tratamento EC mostraram didmetros da zona de inibicao
de 18,7+0,6 mm, 21,0+1,0 mm e 19,3+1,2 mm para E. coli, Salmonella spp. e S.
aureus, respectivamente. A quantificacdo de reuterina foi 0,23+0,03 mM e 2,76+0,30
mM para EB e EC, respectivamente. A acidez titulavel foi de 2,00+0,10% para EB
e 11,45+0,21% para EC. Os valores de pH foram 4,16+0,10 e 4,51+0,09 para EB e
EC, respectivamente. Na anélise de capacidade inibitéria em iogurte, a viabilidade do
patdgeno foi determinada no tempo 0 e 24 h de armazenamento a 4 °C e 0s ensaios
foram feitos com 2 tratamentos: EC e controle (caldo MRS). Houve reducéo significativa
na viabilidade de S. aureus no tratamento EC comparado ao controle, com diminuicéo
de 0,86 log UFC/mL. Portanto, o extrato obtido pode ter uma atividade antimicrobiana
quando concentrado, tanto in vitro como quando aplicado em iogurte natural.
PALAVRAS-CHAVE: Bactéria acido-lactica; difusdao em agar; inibicdo de patégeno;
microrganismo patogénico; reuterina.

INHIBITION OF PATHOGENIC BACTERIA BY EXTRACT CONTAINING
METABOLISM PRODUCTS OF LACTOBACILLUS REUTERIAND ITS
APPLICATION IN YOGURT

ABSTRACT: Lactobacillus reuteri can inhibit pathogenic bacteria, with its action
attributed to different mechanisms, such as the production of lactic acid and reuterin.
The objective of this study was to verify the inhibitory action of metabolites produced
by L. reuteri LR 92 on the in vitro growth of Escherichia coli, Salmonella spp and
Staphylococcus aureus. In addition, to evaluate the inhibitory capacity of these
metabolites against S. aureus in natural yogurt after 24 h of refrigerated storage. Two
treatments were used: crude extract (EB) and concentrated extract (EC), obtained by
fermentation of L. reuteri in MRS broth, under anaerobiosis with 200 mM glycerol.
Reuterin, pH and titratable acidity analysis were performed. Inhibition assays were
performed by well diffusion using agar BHI. In the agar diffusion assay, the EB treatment
showed no inhibition halos against the pathogenic bacteria tested. In contrast, EC
treatment results showed inhibition zone diameters of 18.7+0.6 mm, 21.0+1.0 mm and
19.3+1.2 mm for E. coli, Salmonella spp. and S. aureus, respectively. The reuterin
quantification was 0.23+0.03 mM and 2.76+0.30 mM for EB and EC, respectively. The
titratable acidity was 2.00+0.10% for EB and 11.45+0.21% for EC. The pH values were
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4.16+0.10 and 4.51+0.09 for EB and EC, respectively. In the inhibitory capacity assay
in yogurt, the pathogen viability was determined at time 0 and 24h after storage at 4 °C
and the tests were conducted with 2 treatments: EC and control (MRS broth). There
was a significant reduction in S. aureus viability with the EC treatment compared to the
control, with a decrease of 0.86 log CFU/mL. Therefore, the extract developed may
have antimicrobial activity when concentrated, both in vitro and when applied to natural
yogurt.

KEYWORDS: Lactic acid bacteria; agar diffusion; pathogen inhibition; pathogenic
microorganism; reuterin.

11 INTRODUCAO

Os consumidores estdo cada vez mais exigentes quanto ao risco que constitui
a presenga microrganismos patogénicos nos alimentos. Esta preocupacédo, em
conjunto com a demanda crescente de alimentos industrializados com vida de
prateleira prolongada, tem intensificado as pesquisa para o desenvolvimento de
conservantes eficazes e naturais (BALCIUNAS et al.,, 2013). Uma promissora
alternativa é a utilizacado de bactérias acido-laticas (BAL), pois estas demonstram
grande potencial através dos agentes bio-conservantes, mantendo alta qualidade e
seguranca (SCHMIDT et al., 2018).

Lactobacillus reuterisao BAL Gram-positivas, heterofermentativas (produzem
além de acido latico, etanol e CO,), anaerbbias facultativas ou aerotolerantes, e
utilizam diferentes fontes de carbono e energia para a fermentacéo. L. reuteri possui
também a capacidade de exercer efeito inibitdrio sobre microrganismos patogénicos
(HAMMES; HERTEL, 2006). Esta capacidade € atribuida a uma combinacdo de
diversos mecanismos, principalmente pela produgcdo de acidos organicos como o
acido latico, perdxido de hidrogénio e reuterina (B-hydroxypropionaldeido; 3-HPA).

Os acidos organicos sdo os conservadores mais relatados em estudos. Séo
produzidos a partir da fermentacao de BAL em matrizes de origem alimentar e,
por isso, sdo os mais encontrados O efeito antimicrobiano é atribuido ao baixo pH,
menor que o0 apropriado para a maioria dos microrganismos contaminantes (JAY,
2005).

A reuterina é um antimicrobiano produzido por L. reuteri em condi¢cbes de
anaerobiose e na presenca de excesso de glicerol. Este composto inibe o crescimento
de muitas espécies Gram-positivas e Gram-negativas, como Escherichia,
Salmonella, Shigella, Proteus, Pseudomonas, Clostridium e também leveduras,
bolores e protozoarios (TALARICO; DOBROGOSZ, 1989). Devido ao seu amplo
espectro de acao tem sido proposta para melhorar a seguranca e a qualidade dos
alimentos, reduzindo a adi¢cdo de conservantes quimicos (VOLLENWEIDER et al.,
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2003).

Dentre o género Staphylococcus, S. aureus € a espécie contaminante de
maior prevaléncia em leite e produtos lacteos. A presenca deste microrganismo e
suas toxinas em alimentos esta frequentemente associada a surtos de intoxicagcéo
alimentar. As vias de contaminac¢ao podem ser a matéria prima (leite), o manipulador
e 0 ambiente de processamento (BORGES et al., 2008). Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi verificar se os metabdlitos produzidos por L. reuteri LR 92 podem
inibir o crescimento in vitro de Escherichia coli, Salmonella spp e Staphylococcus
aureus. Além disso, avaliar a capacidade inibitéria destes metabdlitos contra S.

aureus em iogurte natural apdés 24 h de armazenamento refrigerado.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos e Determinacoes microbioldgicas

Foram utilizadas as linhagens: Lactobacillus reuteriLR 92 (Sacco®, DSM 26866),
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella spp. ATCC 13076 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (banco de culturas da Universidade Estadual de Londrina). As
culturas patogénicas foram ativadas em caldo BHI. Para a contagem de S. aureus,
foi realizada semeadura por superficie em agar Baird Parker e incubacado das
placas a 37 °C por 48 horas. Os resultados foram expressos em log de unidades
formadoras de colénia por mL (log UFC/mL).

2.2 Preparo do Extrato Bruto (EB) e Extrato Concentrado (EC)

Para producéo do in6culo, 0,1% (m/v) do po liofilizado contendo L. reuteri foi
dissolvido em caldo MRS (Man, Rogosa e Sharpe) contendo 20% (v/v) de glicerol
estéril. Foram feitas duas ativagdes a 37 °C por 24 horas em condi¢cdes anaerobias,
para promover adaptacado da bactéria e padroniza¢do do in6culo. A partir da cultura
pré-ativada, 10 mL foram transferidos para um frasco contendo 50 mL de caldo MRS
com 200 mM de glicerol e incubados a 37 °C por 24 horas em jarra com gerador de
anaerobiose Anaerogen® (Silva et al. 2010). O fermentado obtido foi centrifugado
(Eppendorf, 5804R) a 6300 x g, durante 10 minutos a 28 °C. O sobrenadante foi
denominado EB e uma parte deste foi submetida a rotaevaporador a 50 ° C até ser
concentrado 10 vezes para obter EC.

2.3 Ensaios de inibicao por difusao em agar

Os ensaios de inibicdo em meio soélido foram realizados através do Método
de Difusdo em Agar pela técnica de pocos em agar BHI, com diametros fixados e
padronizados. Nos pogos foram adicionados 50 pyL de cada um dos tratamentos:
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EB, EC, antimicrobiano gentamicina (controle positivo) ou caldo de MRS (controle
negativo). Cada ensaio foi feito em triplicata e, ap6s o periodo de incubacgéao,
procedeu-se a leitura e interpretacao dos resultados, através da medida do diametro

da zona de inibicdo da linhagem indicadora com paquimetro.

2.4 Analise da viabilidade de S. aureus em iogurte

O teste foi realizado em iogurte natural desnatado (Batavo®) para verificar a
influéncia do tratamento EC na viabilidade celular do patbgeno S. aureus. Os ensaios
foram feitos com 2 tratamentos: EC e controle negativo, que consistiu em caldo
MRS concentrado 10 vezes. Este controle negativo foi necessario para verificar se
o meio de cultura exerceu influéncia na viabilidade de S. aureus. O tratamento EC
e o caldo MRS concentrado foram filtrados em membrana de 0,22 ym previamente
a analise, para evitar contaminacao por microrganismos. O teste foi realizado em
tubos falcon de 50 mL. A uma massa de 25 g de iogurte natural foram adicionados
3 mL da amostra EC ou controle e 1 mL de solugdo salina contendo S. aureus
com viabilidade de 10° UFC/mL. O material foi homogeneizado e os ensaios foram
conduzidos em ftriplicata. A viabilidade do patdgeno foi determinada no tempo 0 e
24 h de armazenamento a 4 °C, temperatura comum de armazenagem do produto
em geladeira.

2.5 Analise de reuterina

A anédlise de reuterina de EB e EC foi realizada de acordo com o método
fotométrico descrito por TOBAJAS et al. (2007), em triplicata. O reagente acroleina,
um analogo molecular da reuterina, foi utilizado como padréo para calibragdo em
tampéao fosfato 50 mM com pH 7,5. O volume de 1 mL da amostra foi adicionado
a 0,75 mL de triptofano 10 mM dissolvido em 0,05 N HCI. Ap6s adicdo de 3mL de
HCI 37%, a mistura foi incubada a 37 °C por 20 minutos e a absorbancia foi medida
a 560 nm. A partir de uma resposta linear da acroleina em tampao fosfato (curva
padrao obtida entre as concentragcdées 0,05 a 6 mM), foi possivel a quantificagcao
molar da reuterina. O resultado foi apresentado em milimolar (mM) de reuterina.

2.6 Determinacao do pH e acidez titulavel

A determinacédo de pH foi realizada por pHmetro digital (AOAC, 2006). As
medidas de acidez foram feitas por titulacdo com uma solugcdao de NaOH 0,1 M
(AOAC, 2006), em triplicata. O resultado foi expresso em porcentagem do acido
predominante na amostra (% (m/v) de acido latico).

2.7 Analise estatistica
Todas as analises foram realizadas em triplicata sendo aplicada a Analise de
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Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05), para comparagcdo de médias ao
nivel de 5% de significancia. Os procedimentos estatisticos foram realizados com o
auxilio do software Statistica 8. Os resultados encontram-se expressos em média +
desvio padréo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de caracterizacao do extrato bruto e extrato concentrado quanto
ao valor de pH, acidez titulavel e teor de reuterina estdo apresentados na Tabela
1. Pode-se observar que EC apresentou teores maiores de todos os parametros
analisados devido a retirada de agua da amostra e concentracéo deste extrato.

Acidez titulavel

Tratamento pH (% (M) de 4cido latico) Reuterina (mM)
EB 4,168 £0,10 2,008 +0.10 0,238 £ 0.03
EC 4,514+ 0,09 11,454 £ 0.21 2,76* £ 0.30

Tabela 1. Resultados de reuterina, acidez titulavel e pH do extrato bruto (EB) e extrato
concentrado (EC).

*Médias seguidas de mesma letra maiuscula nao diferem estatisticamente entre si na mesma coluna, de acordo
com ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05).

O teor de reuterina encontrado foi menor que o descrito por Schmidt e
colaboradores (2018) que encontraram apos 24 horas de fermentacéo resultados
entre 0,9+0,2 a 1,3+0,2 mM de reuterina produzida em meio MRS, utilizando glicerol
250 mM e 500 mM, respectivamente. O teor de glicose do meio utilizado foi similar
ao descrito neste trabalho. Esta diferenca pode ser justificada devido as diferentes
concentragdes de glicerol empregada nos estudos. Segundo Vu e colaboradores
(2017), os tempos de incubacao e a concentragcdes de glicerol afetam diretamente
a producéo de reuterina. Em uma concentracéo fixa de bactérias, um maior tempo
de incubacao e baixa concentracao de glicerol causaram queda na producao de
reuterina.

ATabela 2 mostra o resultado do teste de inibic&o in vitro utilizando as bactérias
Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e Escherichia coli. O tratamento EB nao
apresentou halo de inibicdo neste teste, provavelmente porque os compostos com
capacidade antimicrobiana estavam em pouca quantidade.
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Linhagens Zona de inibicdo (mm)

EB EC Controle positivo Sgg;?\lg
S. aureus - 19,342 +0,12 22,08 +0,03 -
Salmonella sp. - 21,04 +0,10 23,0%2 +0,03 -
E. coli - 18,7%2+0,06 19,0% +0,03 -

Tabela 2. Resultados do teste de inibicdo contra Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e
Escherichia coli. EB: extrato bruto, EC: extrato concentrado, controle positivo: gentamicina,
controle negativo: caldo MRS.

Dados apresentam o diametro do halo de inibicao determinado por trés medidas; *“Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na coluna e mindscula na linha, de acordo com ANOVA e
teste de Tukey (p < 0,05).

No tratamento EC, o didmetro médio da zona de inibicao variou de 18,7 a
21,0 mm e ndo apresentou diferenca significativa entre as bactérias patogénicas
testadas. De acordo com Arqués et al. (2011), a reuterina tem um maior efeito contra
bactérias Gram-negativas, como por exemplo, E. coli e Salmonella sp., comparado
ao efeito contra bactérias Gram-positivas, como S. aureus. Entretanto, este efeito
nao foi observado devido a quantidade de reuterina presente e outros compostos
inibitérios produzidos por L. reuteri, nas condi¢des testadas. Silva e colaboradores
(2010) ao testarem o efeito antimicrobiano do extrato de L. reuteri ATCC 1428 em
MRS, também obtiveram inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, porém Salmonella enterica nao foi sensivel ao extrato utilizado.

Tendo em vista os resultados obtidos, prosseguiu-se a aplicacdo do extrato
EC em iogurte para testar o efeito inibitério dos produtos da fermentacao de L.
reuteri em uma matriz contaminada pelo patégeno S. aureus. A Tabela 3 mostra os
resultados da viabilidade de S. aureus em iogurte natural desnatado apés 24 h de
armazenamento refrigerado. A contagem inicial do patégeno no tratamento EC e no
controle nao diferiram entre si no tempo 0 h. Desta forma, a viabilidade pdde ser

comparada ao final de 24 h de armazenamento.

S. aureus (log UFC/mL)

Trat t
ratamento oh 54 h
EC 4,42% +0,07 3,565 +0,08
Controle 4,462 +0,14 3,997 +0,04

Tabela 3. Contagem de S. aureus em iogurte natural no tempo 0 h e apés 24 horas de
armazenamento a 4 ° C.

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maitscula na coluna e minascula na
linha, de acordo com ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05).

Houve uma reducéo logaritmica significativa na contagem de S. aureus em
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ambos os tratamentos ap6s 24 h de armazenamento refrigerado. O tratamento EC
teve diminuicdo de 0,86 log UFC/mL, enquanto o tratamento controle apresentou
diminuicao de 0,47 log UFC/mL. Desse modo, o tratamento EC apresentou maior
diminuicdo comparada ao controle (p<0,05). Estes resultados indicam que EC
apresenta metabdlitos de L. reuteri que sao capazes de inibir o patégeno S. aureus,
nas condicOes testadas.

Arqués et al. (2011) investigaram o efeito combinado de reuterina e
bacteriocinas na inativacdo de patdogenos de origem alimentar no leite. O leite
controle, que nao continha bacteriocinas, apresentou contagem de S. aureus igual
a 4,01 log UFC/mL no tempo 0 h e 3,83 log UFC/mL apé6s 24 h, indicando uma
diminuicdo da viabilidade do patégeno. Os tratamentos contendo reuterina, nisina
e suas combinacdes ndo apresentaram diferencga significativa na contagem de S.
aureus ap0s 24 horas, quando comparados ao controle. Contudo, na temperatura
de 8 °C a nisina aumentou a atividade antimicrobiana da reuterina contra S. aureus.
Com isso, os autores encontraram um sinergismo na atividade dos antimicrobianos
em temperaturas de refrigeragcdo, onde os patégenos estdo inativados.

Como ja demonstrado, o extrato concentrado utilizado no presente trabalho
possui substancias com efeitos antimicrobianos, tais como acidos orgéanicos e
reuterina (Tabela 1). Além disso, o baixo pH do iogurte durante as 24 h de refrigeragao
também pode ter contribuido para a diminuicdo da contagem de S. aureus. A
capacidade de bactérias lacticas produzirem rapidamente grande quantidade de
acidos, reducao concomitante do pH e producdo de outros metabolitos, como o
perdxido de hidrogénio e o diacetil, também podem contribuir para a potencial acao
antimicrobiana e preservativa geral desses produtos (LINDGREN; DOBRAGOSZ,
1990).

Para promover um maior entendimento sobre os efeitos de cada substancia
antimicrobiana, estas devem ser investigadas isoladamente em testes especificos

de inibicdo, sendo necessarios mais estudos sobre o tema.

41 CONCLUSAO

O trabalho demonstrou que o extrato concentrado contendo metabdlitos
produzidos por L. reuterifoi capaz de promover inibicao do crescimento de bactérias
patogénicas in vitro e diminuicdo de células viaveis do contaminante S. aureus em
iogurte natural refrigerado. Assim, a adicdo desse extrato poderia ser investigada
como uma forma de controlar ou eliminar patégenos indesejaveis em alimentos.
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