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Publicado em: 28/03/2016 monocytogenes. Foram realizados testes in vitro, utilizando placas de Petri com

agar MRS, e no leite fermentado com Lactobacillus acidophilus, sendo analisadas
também as caracteristicas fisico quimica do produto, durante 35 dias de
armazenamento sob refrigeracdo. Foi observado in vitro formacdo de halos de

Document Object Identifier

10.18067/jbfs.v3i1.79

Editor: V. H. G. Sales inibicdo, variando de 6 a 18 mm de diametro, frente aos patégenos pelos
jbfs@ifap.edu.br repiques da cultura latica testada, indicando a possibilidade de producdo de
ID JBFS2015079 acidos organicos, bacteriocinas ou outras substancias inibidoras de crescimento.
Avaliagdo a cega por pares No leite fermentado elaborado, durante o armazenamento, o microrganismo
Prot. 0792015R01 probidtico testado foi capaz de inibir E. coli 0157:H7 e L. monocytogenes; e
Prot. 0792015R02 reduzir o ciclo logaritmico de S. aureus.

Copyright: © 2016 Palavras-chave: Bactérias laticas; Probidtico; inibigcao; L. monocytogenes; Escherichia coli;
JBFS all rights (BY NC SA) S. aureus.

ABSTRACT - With the present study aimed to evaluate the antagonistic action of Lactobacillus acidophilus
front of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. In vitro tests were performed
using Petri dishes with MRS agar and the milk fermented with Lactobacillus acidophilus also analyzed the
chemistry and physical characteristics of the product during 35 days of storage under refrigeration. It has
been observed in vitro formation of inhibition zones, ranging from 6 to 18 mm diameter, compared to the
tested pathogens by lactic culture raises, indicating the possibility of producing organic acids, bacteriocins or
other growth-inhibiting substances. In the fermented milk prepared, during storage, the probiotic micro-
organism tested was able to inhibit the growth of E. coli 0157: H7 and L. monocytogenes; and the log cycle
reduction of S. aureus.
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Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

INTRODUGAO

O desenvolvimento de produtos alimenticios
gue promovem a saude e o bem estar é uma das
prioridades da pesquisa na industria de alimentos e
tem favorecido ao consumo de alimentos
enriquecidos com componentes fisiologicamente
ativos tais como os probidticos. Os alimentos sdo
considerados como um veiculo ideal para o
fornecimento de probidticos ao trato
gastrointestinal humano pelo efeito protetor sobre
as cepas probidticas durante a passagem até o seu
local de agdo, o intestinol. No mercado de
produtos funcionais a industria de laticinios é a que
apresenta maior disponibilidade de alimentos com
probidticos como os iogurtes, leites fermentados e
bebidas lacteas fermentadas.??

Os leites fermentados sdo definidos como
produtos resultantes da fermentacdo do leite, por
fermentos laticos préprios, que devem ser viaveis,
ativos e abundantes no produto final durante o
prazo de validade.*

As culturas probidticas sdo suplementos
microbianos viaveis, o que inclui bactérias laticas e
leveduras na forma de células liofilizadas ou de
produto fermentado, que aumentam de maneira
significativa o valor nutritivo e terapéutico dos
alimentos, além de contribuirem para conservacao
e caracteristicas sensoriais do produto final*’. Os
microrganismos probidticos mais empregados sdo
os dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium;
pertencentes a lista “Generally Recognized as Safe”
(GRAS) do “Codex Alimentarius”.®

Os Lactobacillus acidophilus sdo bacilos em
forma de bastdo com as extremidades
arredondadas, microearofilos, homofermentadores
com temperatura 6tima de crescimento a 452C°,
S3do considerados microrganismos com potencial
probidticos especialmente por resistirem a baixas
tensGes superficiais e ao suco gastrico, e pela
facilidade em colonizar o intestino grosso.1%!!

As substancias antagbnicas produzidas por
bactérias laticas probidticas correspondem a
metabdlitos como acidos orgéanicos, perdxido de
hidrogénio, radicais livres, diacetileno, acetaldeido,
isomeros D de aminoacidos e especialmente
bacteriocinas; que constituem proteinas e
peptideos com atividade antibacteriana.'>!3

Dentre os beneficios ao uso de probidticos,
destacam-se o controle das infec¢Ges intestinais, o
estimulo da motilidade intestinal, a melhor
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absorcdo de determinados nutrientes, a melhor
utilizacdo da lactose, a reducdo dos niveis de
colesterol, o efeito anticarcinogénico e o estimulo
do sistema imunoldgico.®

Diversas estirpes de E. coli sdo
comprovadamente patogénicas para o homem e
animais, destacando-se a E. coli 0157:H7, implicada
como agente etioldgico da colite hemorragica e da
sindrome urémica hemolitica.*

A Listeria monocytogenes é um
microrganismo causador de doenga alimentar
atipica de alta gravidade, alta mortalidade, longo
periodo de incubacdo e prevaléncia particular em
individuos imunocomprometidos, idosos, criangas,
recém-nascidos e gestantes; podendo acometer o
sistema nervoso central.™? S. qureus estd mais
relacionado com casos e surtos de intoxica¢do pela
habilidade de sintetizarem enterotoxinas nos
alimentos, que estimulam a proliferacdo nao-
especifica de células T, ocasionando quadros de
gastroenterites em periodo de incubacdo médio de
uma a oito horas.*®

Este trabalho objetivou avaliar in vitro a
acdo antagonista do Lactobacillus acidophilus e
elaborar o leite fermentado para verificar a
viabilidade da bactéria latica e o antagonismo
frente a estirpes de Escherichia coli 0157:H7,
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus
durante o periodo de armazenamento do produto
sob refrigeracao.

MATERIAL E METODOS

Os testes de inibicdo in vitro foram
realizados em duplicata com trés repeticGes,
adaptando-se as técnicas de Tagg et all® e
Romeiro®, utilizando o L. acidophilus (LA5, Chr.
Hansen), E. coli 0157:H7 (E 40705-SH1, Public
Health Laboratory Science), L. monocytogenes
(isolada de amostra de carne bovina) e
Staphylococcus aureus (ATCC25923).

O L. acidophilus foi ativado em tubos
contendo leite desnatado reconstituido a 10%,
esterilizado e posteriormente em caldo MRS (Man
Rugosa Sharpe; Acumedia 7543A), incubados
ambos a 37°C por 48 horas em jarras de
anaerobiose. Apds ativacdo, foram confeccionados
esfregacos e realizada a coloragdo de Gram para
posterior bacterioscopia e observagdo das
caracteristicas do cultivo; assim como realizada a
prova da catalase.
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A cultura ativada foi semeada, quantidade
de 30uL, em cinco pogos equidistantes em placas
contendo agar MRS e incubadas a 37°C em estufa
bacterioldgica por 48 horas em anaerobiose. Apds
o periodo de incubacdo, as placas foram invertidas
e adicionado a cada tampa papel de filtro
esterilizado embebido com 1mL de cloroférmio por
20 minutos para inativacao das culturas. As cepas
indicadoras foram previamente ativadas em caldo
Brain Heart Infusion (Acumedia 7116A) a 372C por
24 horas e também observadas quanto as
caracteristicas em microscopia de imersdo apos
confeccdo de laminas coradas pelo método de
Gram. Inoculou-se 0,1 mL de cada cepa em tubos
contendo BHI semi-sélido que foram vertidos sobre
a superficie das placas de dgar MRS com as culturas
laticas inativadas. As placas foram incubadas a 37°C
por 72 horas em aerobiose.

Para a elaboracdo do leite fermentado, foi
utilizado leite UHT integral como matéria-prima. O
leite  UHT foi avaliado quanto a qualidade
bacterioldgica através da Contagem de Bactérias
Heterotroficas Aerdbias Mesdfilas, Pesquisa de
Salmonella spp., Pesquisa de S. aureus e Pesquisa
de E. coli empregando-se o teste rapido Rida®,
seguindo a metodologia do fabricante. Realizou-se
também, em triplicata, a pesquisa de residuos de
antimicrobianos com o teste Eclipse (CAP-LAB),
mensurou-se o pH e a acidez? e a crioscopia com
auxilio de crioscépio eletrénico (MC5400).

A cultura lactica utilizada foi o Lactobacillus
acidophilus adicionado diretamente aos 25L de
leite no tanque misturador, na proporcdao de 25g
de cultura para 250L de leite. Posteriormente, a
mistura foi envasada em 100 garrafas plasticas tipo
“pet” (Embali®) de 250 mL, previamente
esterilizadas em autoclave a 121°C/15 min, e
incubada em estufa a temperatura de 45°C para
promover o processo de fermentagdo. O
desenvolvimento da acidez foi acompanhada em
intervalos de 01 hora pelo método de Dornic e
pH?!. Apds alcancar a acidez desejada, definida
como pH de 4,5, as garrafas foram retiradas da
estufa e separadas em grupos experimentais:
amostras controle, contendo apenas o inéculo da
cultura latica probidtica; e amostras indicadoras
inoculadas com as estirpes patogénicas.

As estirpes patogénicas utilizadas como
culturas  indicadoras foram as  testadas
previamente in vitro: E. coli 0157:H7, S. aureus e L.
monocytogenes. Os  microrganismos  foram
previamente semeados para ativacdo em agar
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Nutriente e incubados em estufa bacteriolédgica a
37°C por 24 horas. Todas as culturas antes de
serem inoculadas foram avaliadas quanto a
morfologia em microscépio de objetiva de imersao,
apos confeccdo de esfregacos em laminas e
coloragdo pelo método de Gram. As culturas
indicadoras foram transferidas para solucao salina
esterilizada com auxilio de alca de platina até que a
concentracdo alcancasse a escala 1,0 de
MacFarland, que equivale 3,0X10%® bactérias/mL
(8,4 log bacts/mL). Inoculou-se a suspensdo de um
mililitro de cada estirpe, em 250 mL de leite
fermentado, totalizando 25 garrafas do produto
para cada microrganismo patogénico.

A amostra controle foi analisada em
triplicata quanto ao teor de gordura pelo método
de Gerber e ao teor de proteina pelo método de
Kjeldahll, de acordo com metodologia preconizada
na legislacio?!.

As amostras controle e indicadoras foram
armazenadas em refrigeracdo a 5°C durante um
periodo de 35 dias para realizacdo das analises
bacterioldgicas e avaliacdo da acidez nos dias 0, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 14, 21, 23, 25, 28, 30 e 35
apos producgao.

A contagem de L. acidophilus foi realizada
em agar Man Rugosa Sharpe (Acumedia 7543A) por
semeadura em profundidade. As placas foram
incubadas em jarra de anaerobiose (Anaerobac) em
estufa bacterioldgica a 37°C por 72 horas. Apds
incubagdo  selecionaram-se as placas que
apresentaram UFC brancas e leitosas, circulares e
com bordas perfeitas. Foram confeccionados
esfregacos em laminas de vidro e corados pelo
método de Gram para observa¢gdo em microscopia
das caracteristicas morfotintoriais das UFC, assim
como realizada a prova da catalase com adigao as
placas de perdxido de hidrogénio 10%. Os cultivos
apresentaram prova da catalase negativa e
presenca de bastonetes Gram positivos, sendo
confirmados como Lactobacillus acidophilus.

A contagem de E. coli 0157 foi realizada em
agar Mac Conckey Sorbitol (Acumedia 7320A) e a
enumeragdo de Listeria moncytogenes em Listeria
Agar Selectivo Oxford (Merck 7004), apds
semeadura em profundidade de 1 mL de cada
amostra. A contagem de S. aureus foi realizada por
espalhamento em superficie de 0,1ImL em 4&gar
Baird Parker (Merck 5406). As placas semeadas
foram incubadas em aerobiose em estufa
bacteriolégica a 37°C por 48 horas.?
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Todas as andlises foram realizadas em
duplicata e os resultados correspondem a média
das contagens. Os dados bacterioldgicos foram
convertidos para log UFC/mL e avaliados
estatisticamente através da anadlise de regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados obtidos na presente
pesquisa, dos 30 repiques de L. acidophilus
testados frente a E. coli em 26,6% (oito) foi
observada atividade antagonista confirmada pela
producao de halos de inibicdo variando de 6 a 18
mm de didmetro. Dos 30 cultivos de L. acidophilus
avaliados com culturas de L. monocytogenes, 13,3%
(quatro) apresentaram zona de inibicdo de 12 mm;
e com S. aqureus 16,6% (cinco) formaram halos de
12 mm e 3,3% (um) de 18 mm de diametro.
Pesquisas similares foram encontradas na literatura
consultada, como Alexandre et al.!2 que analisaram
a atividade antimicrobiana de bactérias laticas
isoladas de queijo minas artesanal e observaram
que das 192 cepas isoladas 25% foram capazes de
inibir o crescimento in vitro de microrganismos
indicadores, dentre os quais S. aureus e L.
monocytogenes. Porém, diferente dos 46,5%
repiques formadores de halo de inibicdo frente a E.
coli analisados neste estudo, os autores
observaram que nenhuma das cepas isoladas foi
capaz de inibir este microrganismo.

Os resultados deste experimento estdo em
concorddncia com os de Neto et al.5,
demonstraram a acdo antagonista de bactérias
acido laticas e identificaram que Lactobacillus spp.
foi o que mais proporcionou inibicdo de
microrganismos patogénicos testados, como S.
aureus, L. monocytogenes e E. coli. Por sua vez,
Kayser?® demonstrou, através do teste de inibicdo
direta por bactérias laticas, porcentagens
superiores as encontradas neste estudo,
correspondentes a 95,23% de inibicdo para S.
aureus e 97,61% de inibi¢cdo para L. monocytogenes
frente as estirpes testadas.

Na atual pesquisa os didametros dos halos de
inibicdo mensurados variaram de 6 a 18 mm,
corroborando com os valores relatados na
literatura por Chioda et al.!! que observaram a
inibicdo de E. coli BIA26 por todas as cepas de
Lactobacillus acidophilus testadas, pela presenca
de halos variando de 9,0 a 15,0 mm de diametro.
Por sua vez, Pereira e Goméz®® avaliaram a acdo de
Lactobacillus acidophilus sobre E. coli e S. aureus e
identificaram a producdo de uma substancia
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extracelular e difusivel ocasionando o
aparecimento de halos de inibicdo de 14,75 e 15,0
mm de didmetro respectivamente. Também Poppi
et al.?® analisaram a atividade antagonista de
diferentes espécies de Lactobacillus sobre L.
monocytogenes em meio de cultura adicionado ou
nao de bicarbonato de sdédio; e observaram
formagao de dreas de inibicao variando de 6,0 a
11,5 mm para o meio neutralizado e de 9,0 a 13,5
mm de didmetro no meio sem neutralizacdo. Costa
et al.”” observaram halos de inibi¢do variando entre
23,0 e 29,0 mm formados por a¢do de Lactobacillus
acidophilus nos testes de difusdao em agar frente a
S. aureus e E. coli.

No presente trabalho nao foi avaliada a
natureza das substancias antagonistas produzidas
pelas culturas laticas, porém as atividades
inibitdrias verificadas foram justificadas, em
literatura especifica, pela difusdo de substancias
inibidoras no d4gar, como acido latico, que
impediram o crescimento por interferirem no
metabolismo das culturas patogénicas indicadoras,
conforme relatos de Pereira e Gémez.?

A atividade antimicrobiana direta produzida
pela microbiota estudada nesta pesquisa pode ser
devida a varios fatores como: a producao de acidos
organicos, de perdxido de hidrogénio, de diacetil,
de diéxido de carbono, de acetaldeido e de
bacteriocinas, entre outros.

Em relacdo a avaliagdo da matéria prima
utilizada para a elaboragado do leite fermentado, os
resultados obtidos atenderam aos padrdes
determinados no regulamento, confirmando a
qualidade desejavel da matéria prima?. A
fermentagdo do produto teve duragao de 24 horas,
quando o leite fermentado atingiu valores de pH e
acidez titulavel correspondentes a 4,57 e a 0,8
gramas de &cido latico/100mL respectivamente,
em conformidade com o especificado pela
legislacdo®. O processo fermentativo longo é
explicado pelo lento crescimento do L. acidophilus,
gue requer grande quantidade de nutrientes,
devendo ser utilizado maior concentracao de
indculo (2-5%).%°

Apds o periodo de fermentagio e
estocagem, os teores de proteina e gordura do
produto final foram respectivamente 3,4% e 3,2%,
correspondendo ao padrdo de identidade e
qualidade dos produtos no regulamento vigente.*
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No decorrer do periodo de 35 dias de
armazenamento, sob refrigeracio a 5°C, houve
reducdo do pH com consequente aumento da
acidez do produto. O pH final do produto foi de
4,34 e a acidez tituldvel de 1,01 gramas de acido
latico/100mL de amostra, em conformidade com
os valores de acidez de no minimo 0,6g de acido
lactico/100g do produto e no maximo 2,0g de acido
lactico/100g do produto preconizados pela
legislacdo.*

A alteracdo observada com relagdo ao pH e
acidez do leite fermentado, provavelmente, foi
devido ao metabolismo do L. acidophilus, que a
partir da fermentacdo da lactose ocasionou a
formacdo de acido latico; visto que é considerado
um microrganismo homofermentador conforme
descricdo de Viegas.® Essa caracteristica do leite
fermentado aciddfilo é um fator que favorece a
inibicdo do crescimento de microrganismos
indesejaveis, como as bactérias deteriorantes e
patogénicas. A variacdo, de acidez e de pH,
observada durante o periodo de armazenamento
do leite fermentado elaborado neste experimento,
ndo foi prejudicial a viabilidade do L. acidophilus
que foi mantido acima do limite minimo aceitavel.

A relagdo entre contagens de células
bacterianas (Y) e tempo de armazenamento (X) do
leite fermentado aciddfilo foi estudada através da
anadlise de regressao sugerindo a formagao de uma
reta no grafico, equagdes lineares representadas
na Tabela 1.

Tabela 1. Equagdes de Regressao linear.
Table 1. Linear regression equations.

MODELO DE s .
AMOSTRAS "0 1 70 R Pi>F
C Y=13,43-0,13X 0,81 0,0001
11 ¥=9,25-0,04X 0,91 0,0001
12 ¥=7,92-0,02X 0,79 0,0001
13 ¥=9,13-0,04X 0,89 0,0001

C= amostra controle (L. acidophilus); 11= Amostra Indicadora 1
(E. coli O157:H7); 12= Amostra Indicadora 2 (S. aureus); 13=
Amostra Indicadora 3 (L. monocytogenes). Y= contagem de
células bacterianas; X= tempo em dias de armazenamento do
iogurte.

C= Control sample (L. acidophilus); 11= indicator sample 1 (E.
coli 0157:H7); 12= indicator sample 2 (S. aureus),; 13= indicator
sample 3 (L. monocytogenes). Y = bacterial cell count; X = time
in days the storage of yoghurt.
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A populagdo inicial de L. acidophilus foi de
13,4 log UFC/g do produto. Durante o periodo de
35 dias de estocagem ocorreu uma leve redugdo na
concentracdo bacteriana para 11,6 log UFC/g,
representada no grafico da Figura 1, o que nao
influiu na caracteristica final do produto, uma vez
que as contagens foram superiores ao valor
preconizado na legislacdo correspondente a 10’
UFC/g (7,0 log UFC/g) de alimento®.

Os resultados encontrados sao indicativos da
manutenc¢do da viabilidade da cultura probidtica
utilizada na elaboracdo do leite fermentado
durante todo o prazo de estocagem, atendendo a
propriedade funcional aprovada pela ANVISA, que
especifica como quantidade minima viavel para os
probidticos a faixa de 10% a 10° UFC (8,0-9,0 log
UFC) na recomendagdo diaria do produto pronto
para o consumo conforme indicacdo do
fabricante?®. A composicdo dos derivados lacteos
em geral é propicia a incorporacao de probidticos,
como demonstrado por Lima et al.® em leite de
ovelha fermentado por Kefir e Rolim et al.! ao
avaliarem a viabilidade de Lactobacillus rhamnosus
em queijo coalho frente a condi¢des simuladas do
trato gastrointestinal.

Figura 1. Resultado das contagens bacterioldgicas, em
UFC/mL, nas amostras controle (C= L. acidophilus); e nas
amostras indicadoras de E. coli 0157:H7 (I1); S. aureus
(12); e L. monocytogenes (I13), do leite fermentado
armazenado a 5°C por 35 dias.

Figure 1. Results of bacteriological counts in CFU / mL in
the control samples (C= L. acidophilus); and the indicator
strains of E. coli 0157:H7 (11); S. aureus (I2); and L.
monocytogenes (13) of the fermented milk, stored at 5°C
for 35 days.
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De maneira similar, a viabilidade de L.
acidophilus durante a estocagem foi observada por
Zacarchenco e Massaguer-Roig®® que obtiveram
contagem bacteriana de 2,1x10® UFC/mL (8,3 log),
Thamer e Penna® determinaram 1,15 x 10% (8,0
log) a 2,55 x 10'? (12,4 log) UFC/mL e Ramos et al.?
11,6 log UFC/mL, reforcando que os produtos
lacteos avaliados foram potencialmente favoraveis
a promocao dos efeitos terapéuticos do probiético.
Entretanto, Barreto et al.3? ao avaliar os leites
fermentados com L. acidophilus comercializados no
Brasil verificaram contagens variando de 6,66 a
8,60 log UFC/g de produto. Cunha et al.®
encontraram valores para contagem de bactérias
probidticas inferiores aos obtidos na presente
pesquisa, correspondentes de 1,7x10° (6,2 log) a
9,8x10° (6,9 log) UFC/g durante 28 dias de
estocagem e concluiram que a variacdo foi
dependente da matéria prima utilizada na
elaboracdo do leite fermentado e ndo do tempo de
armazenamento a 5°C. Por sua vez, Gongalves e
Eberle3* deduziram que a acidificacdo do produto
final, os d4cidos produzidos durante o
armazenamento, o nivel de oxigénio no produto e
a permeacdo do oxigénio através da embalagem

podem reduzir a Vviabilidade das culturas
probidticas.
As contagens iniciais das amostras

indicadoras (E. coli O157:H7, S. aureus e L.
monocytogenes) foram 8,4 log UFC/mL, e
decresceram muito lentamente durante o periodo
de armazenamento. Analisando a Figura 1,
observa-se que E. coli (I11) ndo foi mais detectével
no produto a partir do vigésimo quinto dia de
estocagem, quando ocorreu morte celular,
provavelmente por exclusdo competitiva por
nutrientes ou pela agdo de acidos organicos como
descrito por Calderon et al.?®, Alves®, Costa et al.?”
e Marques et al.®8,

A L. monocytogenes (13) manteve viabilidade
até o vigésimo oitavo dia, a partir do qual ndo foi
mais detectada, indicando ter ocorrido lise celular,
provavelmente pelos mesmos fatores supracitados.
Ja S. aureus (12) foi reduzido em cinco ciclos
logaritmicos para 3,2 log UFC/mL, entretanto
manteve-se vidvel durante o periodo de
armazenamento.

Similarmente, Barrantes et al.>® avaliaram a
atividade antagonista de culturas probidticas, L.
acidophillus e L. casei, adicionadas em iogurtes
inoculados com L. monocytogenes e E. coli. Os
pesquisadores também observaram a eficiéncia
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dos probidticos que permaneceram com contagens
de 10® UFC/g (8,0 log UFC/g) e proporcionaram a
inibicdo de L. monocytogenes apds o oitavo dia de
armazenamento e E. coli no décimo sexto dia.

Apesar da similaridade dos resultados desta
pesquisa com os dados obtidos em literatura, Victal
e Knight® observaram a inibicdo de E. coli pelo
microrganismo probidtico em menor periodo de
tempo; assim como Calderon et al3® que
verificaram a acdo inibitéria do L. acidophillus
adicionado a iogurte sobre L. monocytogenes a
partir do décimo segundo dia e E. coli apds o oitavo
dia de armazenamento.

Entretanto o resultado, referente a
manutencdo da viabilidade das estirpes de S.
aureus neste trabalho, difere do achado por
Calderon et al® que registraram o
desaparecimento do microrganismo patogénico a
partir do décimo segundo dia de estocagem sob
refrigeracdo. Souza® estudou a evolucdo das
bactérias Staphylococcus spp. e coliformes totais
em queijo minas frescal adicionado de L.
acidophilus e também verificou que ocorreu
inibicdo dos microrganismos contaminantes pela
acao da cultura probiédtica; diferente do resultado
desta pesquisa na qual ndo foi observada a inibicdo
de S. aureus.

A atividade antagonista do L. acidophilus
também foi demonstrada por outros pesquisadores
que trabalharam com elaboracdo de queijos, no
entanto, igualmente aos dados do presente
experimento, Chioda et. al.*> averiguaram total
inibicdo de L. monocytogenes, mas em 10 dias de
armazenamento. Por sua vez, Alves®® e Marques et
al.® verificaram apenas a reducdo de 3,0 e 4,5
ciclos logaritmicos, respectivamente, no
crescimento de E. coli ao longo de 30 dias de
armazenamento de queijo minas frescal e queijo
minas padrdo, resultado diferente do encontrado
neste trabalho onde houve inibicdo total do
microrganismo no vigésimo quinto dia de
armazenamento.

Além disso, determinados fatores podem
influenciar na eficiéncia da ag¢do inibitéria dos
microrganismos probidticos como o estagio de
contaminagdo, a dose do indculo contaminante, o
tipo de cepa, a resisténcia a acido, a quantidade e o
tipo de bactéria acido latica utilizada; associados
ainda ao conjunto de fatores intrinsecos e
extrinsecos ao alimento, que constituem os
obstaculos tecnolégicos ao crescimento
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microbiano#*3-45, Os  fatores  pontuados,
possivelmente constituem a causa da manutencao
da populacdo de S. aureus no leite fermentado
elaborado neste experimento e armazenado sob
refrigeracao.

CONCLUSAO

A cultura de L. acidophilus foi capaz de inibir
o crescimento de estirpes patogénicas, entretanto
cepas da mesma espécie podem apresentar
variacbes na formacdo de halos pela diferente
guantidade e variacao de substancias
antimicrobianas produzidas, conferindo
especificidade. A atividade antagonista observada
sobre estirpes patogénicas pode constituir uma das
vantagens do uso de culturas laticas e probidticas
na produgdo de alimentos.

O L. acidophilus utilizado na elaboragdo do
leite fermentado manteve-se viavel durante o
periodo de armazenamento, apresentou acdo
antagonista total no desenvolvimento de estirpes
de E. coli e de L. monocytogenes, e inibiu
parcialmente S. aureus; conferindo desta forma
caracteristicas probidticas ao produto final.
Entretanto para que a efetividade da cultura
probidtica seja garantida, a interacdo entre
determinados fatores intrinsecos e extrinsecos ao

alimento, que influenciam no crescimento e
metabolismo microbiano, deve ser considerada.
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