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RESUMO

Bactérias Acido Laticas (BAL) sdo tradicionalmente utilizadas na producéo de leites
fermentados, contribuindo para o desenvolvimento de sabor e aroma, e com
potencial em inibir o crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos,
através da competicdo por nutrientes ou producdo de substancias antagonistas. No
presente estudo avaliou-se in vitro, em placas de Petri com agar MRS, a acao
antagonista de 30 repiques da cultura latica mista Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e Streptococcus thermophilus sobre estirpes patogénicas de Escherichia
coli. Também foi elaborado leite fermentado com a cultura latica mista (YF-L903
Thermophilic Yoghurt Culture Chr Hansen). Apds a elaborag¢édo do produto inoculou-
se, em determinadas amostras, estirpes de E. coli O157:H7 (E 40705-SH1 Public
Health Laboratory Science). Foi observado formacéo de halos de inibigdo frente ao
patogeno pelos repiques das culturas laticas testadas, indicando a possibilidade de
producdo de Acidos organicos, bacteriocinas ou outras substancias inibidoras de
crescimento. Durante o periodo de 35 dias de armazenamento sob refrigeracdo
observou-se a acidez e a viabilidade da cultura latica mista tradicional e da estirpe
patogénica inoculada. O iogurte elaborado atendeu aos padrdes de qualidade no
gue concerne as caracteristicas fisico quimicas avaliadas e a viabilidade da cultura
latica, que apresentou agdo antagonista total sobre E. coli 0157:H7.
PALAVRAS-CHAVE : cultura latica, leite fermentado, halo de inibicdo, Escherichia
coli

ACTION ANTAGONIST LACTIC BACTERIA FRONT OF THE GROW TH OF
PATHOGENIC STRAIN

ABSTRACT
Lactic acid bacteria (LAB) are traditionally used in the production of fermented milks,
thereby contributing to the development of flavor and aroma potential and inhibit the
growth of spoilage and pathogenic microorganisms by competing for nutrients or
production of antagonistic substances. In the present study we evaluated in vitro, in
Petri dishes with agar MRS, the antagonist action of 30 peals of mixed lactic culture
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus on
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pathogenic strains of Escherichia coli. Was also prepared milk fermented with lactic
mixed culture (YF-L903 Thermophilic Yoghurt Culture Chr Hansen). After developing
the product was inoculated, in certain samples, strains of E. coli 0157: H7 (E-40705
SH1 Public Health Laboratory Science). We observed the formation of zones of
inhibition against the pathogen by repetition of lactic cultures tested, indicating the
possibility of producing organic acids, bacteriocins or other growth-inhibiting
substances. During the 35 days of refrigerated storage was observed acidity and
viability of lactic mixed traditional culture and inoculated pathogenic strain. The
yogurt made met the quality standards with respect to physicochemical
characteristics evaluated and viability of lactic culture, which showed full antagonist
action on E. coli O157:H7.

KEYWORDS: culture lactic fermented milk, inhibition halo, Escherichia coli

INTRODUCAO

Um dos recursos utilizados pelas industrias para evitar que os alimentos
sejam veiculos de microrganismos deteriorantes e patogénicos é a bioconservacéo,
gue consiste na utilizacdo de microrganismos inécuos, naturalmente presentes nos
alimentos ou intencionalmente adicionados, com capacidade de inibir o crescimento
dos considerados indesejaveis.

O processo denominado bioconservacéo tem crescente aplicacdo na industria
de laticinios, e as BAL s&o os microrganismos mais adequados para uso como
bioconservadores devido as caracteristicas antagbnicas ao crescimento bacteriano.
O derivado lacteo fermentado denominado iogurte é definido na legislacdo como o
produto adicionado ou ndo de outras substancias alimenticias, obtido por
coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, por fermentacdo latica mediante a acéo
protosimbiotica de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, aos quais pode-se complementar outras bactérias acido lacticas
(BRASIL, 2007; BRASIL, 2008).

As Bactérias Acido Léaticas (BAL) pertencem ao grupo de bactérias Gram
positivas, bastonetes curvos e curtos, as vezes na forma de cocos ou bacilos,
geralmente imoveis, ndo formadoras de esporos, sdo estritamente fermentativas,
anaerobicas, porém aerotolerantes, e geralmente catalase negativas (KANDLER &
WEISS, 1986).

Os microrganismos componentes da microbiota fermentadora sdao
denominados de cultivos iniciadores ou “starters”, reconhecidos como “Generally
Recognized As Safe” (GRAS), constituindo um preparo de culturas selecionadas, de
grande numero de células de pelo menos um microrganismo, com vistas a ser
acrescentado a matéria prima e promover de maneira controlada o processo de
fermentacdo e a padronizacdo do produto final (OLIVEIRA, et al., 2002; LEROY;
VUYST, 2004).

As BAL compbdem a microbiota normal que se desenvolve apos o
processamento de alguns alimentos e cujas atividades metabdlicas contribuem para
as caracteristicas sensoriais desejaveis nos produtos e para inibir ou retardar a
multiplicacdo de bactérias deteriorantes e patogénicas. Normalmente, agem por
exclusdo competitiva e sintese de substancias antagonistas como acidos organicos,
diacetil, peréxido de hidrogénio e bacteriocinas (ALEXANDRE et al., 2002;
MARTINIS et al.,, 2003; FONTES et al.,, 2005; GUERRA & BERNADO, 2005;
CHESCA et al., 2009).

Os principais metabdlitos produzidos pelas bactérias laticas sdo os acidos
organicos, destacando-se o acido lactico que pode diminuir o pH do meio, o que
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seria suficiente para exercer efeito de inibicAo sobre muitos microrganismos
(COGAN & ACCOLAS, 1990; REDONDO, 2008).

E notdrio que os alimentos possam ser veiculos de microrganismos capazes
de reduzir a validade do produto, assim como transmitir agentes etiolégicos de
determinadas enfermidades ao consumidor.

Escherichia coli é a espécie predominante entre os diversos microrganismos
anaerobios facultativos que fazem parte da microbiota intestinal de animais de
sangue quente. O significado da presenca em alimentos deve ser avaliado por
indicar contaminacdo microbiana de origem fecal, portanto condi¢cdes higiénicas
insatisfatorias, e eventual presenca de enteropatdgenos. Outro aspecto a ser
considerado é que diversas estirpes sdo comprovadamente patogénicas para o
homem e animais, dentre essas a E. coli O157:H7, implicada como agente etiolégico
da colite hemorragica e sindrome urémica hemolitica (FRANCO & LANDGRAF,
2005).

O presente trabalho teve como objetivos avaliar in vitro a acdo antagonista da
cultura mista de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus frente ao microrganismo patogénico Escherichia coli, assim como,
elaborar iogurte com cultura latica mista tradicional, analisar a viabilidade dos
microrganismos e acidez durante o periodo de armazenamento, de acordo com a
legislacdo; avaliar as caracteristicas fisico quimica do produto final; inocular estirpes
patogénicas de Escherichia coli O157:H7 e observar a acdo antagonista da cultura
latica frente ao patdégeno indicador.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nos laboratérios de Controle Microbiolégico de
Produtos de Origem Animal e de Tecnologia de Leite e Derivados, do Depto de
Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Veterinaria, da Universidade Federal
Fluminense (UFF)-Niter6i/RJ. Foi avaliada in vitro a atividade antagonista da cultura
latica mista de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus (YF-L903 Thermophilic Yoghurt Culture Chr Hansen) frente ao
crescimento de estirpe patogénica E. coli O157:H7 (E 40705-SH1 Public Health
Laboratory Science), utilizada como cultura indicadora. Os testes de inibicdo foram
realizados trés vezes semeando-se em duplicata, de acordo com modificagdes nas
técnicas de TAGG et al., (1976) e ROMEIRO (2005). A cultura latica mista foi ativada
em tubos contendo leite desnatado reconstituido a 10% esterilizado e
posteriormente em caldo MRS (Man Rugosa Shape; Acumedia 7543A), incubados
ambos a 37T por 48 horas em jarras de anaerobiose (Anaerobac). Apos ativacao,
foram confeccionados esfregacos e realizada a coloracdo de Gram para posterior
bacterioscopia e observacdo das caracteristicas dos cultivos; assim como realizada
a prova da catalase.

As culturas ativadas foram semeadas, quantidade de 30pL, em cinco pogos
equidistantes em placas contendo agar MRS e incubadas a 37C em estufa
bacteriol6gica por 48 horas em anaerobiose. Apos o periodo de incubacgdo, as
placas foram invertidas e adicionado a cada tampa papel de filtro esterilizado
embebido com 1mL de cloroférmio por 20 minutos para inativagdo das culturas. A
cepa indicadora de E. coli foi previamente ativada em caldo Brain Heart Infusion
(BHI /Acumedia 7116A) a 37°C por 24 horas e também observada quanto as
caracteristicas em microscopia de imersao apos confeccdo de laminas coradas pelo
método de Gram. Inoculou-se 0,1 mL de cada cepa indicadora em tubos contendo
BHI semi-sélido que foram vertidos sobre a superficie das placas de agar MRS com
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as culturas laticas inativadas; método denominado de semeadura sobrecamada. As
placas foram incubadas a 37<C por 72 horas em aerob iose.

O iogurte foi elaborado respeitando-se as devidas praticas higiénicas de
fabricacdo e utilizando-se como matéria prima o leite UHT integral, previamente
analisado quanto a contagem de Bactérias Heterotréficas Aerdbias Mesofilas,
pesquisa de Salmonella spp., pesquisa de S. aureus e pesquisa de E. coli
empregando-se o teste rapido Rida® Count, seguindo a metodologia do fabricante.
Realizou-se também a pesquisa de residuos de antimicrobianos com o teste Eclipse
(CAP-LAB), mensurou-se o pH e a acidez, com peagdémetro e pelo método de
Dornic respectivamente, e a crioscopia com auxilio de crioscépio eletrénico
(MC5400). Os resultados obtidos atenderam ao padréo estipulado pelo regulamento
técnico de identidade e qualidade do produto (BRASIL, 1997); confirmando a
qualidade desejavel da matéria prima para elaboracao do iogurte.

A cultura latica mista de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus (YF-L903 Thermophilic Yoghurt Culture Chr Hansen) foi
diluida em 500 mililitros (mL) de leite em po desnatado reconstituido esterilizado e
imediatamente usada em percentagem de inoculacdo de 50Ul DVS para 500 litros
de leite. Ap6s adicdo da cultura e homogeneizacdo, o produto foi envasado em
garrafas plasticas do tipo pet (Embali®) de 250 mL, previamente esterilizadas em
autoclave, e incubado em estufa a temperatura de 45T durante o tempo necessario
para atingir pH correspondente a 4,5.

A principio a acidez do produto foi mensurada de hora em hora pelo método
de Dornic e com auxilio de peagbmetro, seguindo a metodologia preconizada pela
Instrucdo Normativa n° 68, para acompanhar o processo de fermentacdo (BRASIL,
2006). Apos alcancar a acidez desejada, as garrafas foram retiradas da estufa e
classificadas em amostras controle (25 garrafas), contendo apenas o inéculo da
cultura latica mista, e amostras indicadoras (25 garrafas) inoculadas com a estirpe
patogénica E. coli O157:H7 (E 40705-SH1 Public Health Laboratory Science). O
microrganismo indicador foi semeado para ativacdo em &gar Nutriente e incubado
em estufa bacterioldgica a 37T por 24 horas. A cul tura foi transferida para solucéo
salina esterilizada com auxilio de al¢a de platina até que a concentracéo alcangasse
a escala 1,0 de MacFarland. Inoculou-se suspensao de um mililitro da estirpe de E
coli, pos-fermentacdo, em 250 mL de iogurte, totalizando 25 garrafas de iogurte
contendo o microrganismo patogénico indicador.

A amostra controle foi analisada quanto ao teor de gordura pelo método de
Gerber e teor de proteina pelo méetodo de Kjedahll, de acordo com metodologia
preconizada na Instrucdo Normativa n°68 (BRASIL, 2006).

As amostras controle e indicadora foram armazenadas em refrigeracdo a 5C
durante um periodo de 35 dias para realizacdo das andlises microbiologicas e
avaliacdo da acidez nos dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 14, 18, 21, 22, 23, 28 e 35.

O pH e a acidez titulavel foram mensurados nas amostras controles, nos dias
de armazenamento determinados. O pH foi medido com auxilio de peagbmetro
Quimis (Modelo Q400HM) em 10 mL de amostra retirados das garrafas. O eletrodo
do pH foi calibrado com solucéo tampéao (Merck®) de pH 4,0 e 7,0. A acidez titulavel
foi monitorada pesando-se 10 mg da amostra e adicionando-se 10 mL de &agua
destilada aquecida e isenta de gas carbbnico (60C). ApO6s homogeneizacao,
adicionou-se a amostra cinco gotas do indicador fenolftaleina e titulou-se com
solucéo de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N sob agitacdo, até ponto final detectavel
pelo aparecimento de coloracdo rdésea persistente por aproximadamente 30
segundos (BRASIL, 2006). A quantidade de NaOH em mL foi registrada e convertida
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em gramas de acido latico.

As analises bacteriolégicas foram realizadas nas amostras controle e
indicadora nos dias de armazenamento determinados, procedendo-se previamente
as diluicdes seriadas em solucéo salina peptonada 0,1% até 10*2.

Nas amostras controle foi realizado a contagem de bactérias acido lacticas
em agar Man Rugosa Shape (MRS, Acumedia 7543A) por semeadura em
profundidade e em dupla camada. As placas foram incubadas em estufa
bacteriol6gica a 37<C por 72 horas.

Nas amostras indicadoras as contagens foram realizadas apos semeadura
em profundidade de 1 mL das amostras diluidas do produto com o microrganismo E.
coli 0157 em agar Mac Conckey Sorbitol (Acumedia 7320 A). As placas semeadas
foram incubadas em aerobiose em estufa bacteriolégica a 37T por 48 horas.

Todas as analises foram realizadas em duplicata e o0s resultados
correspondem a média das contagens. Os dados bacteriolégicos foram convertidos
para log UFC/mL e avaliados estatisticamente através da analise de regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados obtidos na presente pesquisa, no que concerne aos 30
repiques in vitro da cultura lactica mista tradicional (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e Streptococcus thermophilus) analisados sobre a E. coli, 3,3% (um)
houve formacdo de halo de 10 mm e 16,6% (cinco) com halos de 12 mm de
diametro.

Os resultados deste experimento estdo em concordancia com os de NETO et
al., (2005) que demonstraram a acdo antagonista de bactérias acido lacticas e
identificaram que Lactobacillus spp. foi 0o que mais proporcionou inibicdo de
microrganismos patogénicos testados, como Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e E. coli.

Resultados similares também foram descritos por BALDUINO et al., (1999),
gue observaram a formacéao de halos de inibicdo medindo 7 e 8 mm para E. coli, e
CHIODA et al., (2007) que identificaram a inibicdo de Escherichia coli BIA26 por
todas as cepas de Lactobacillus spp. testadas, pela presenca de halos variando de
9,0 a 15,0 mm de diametro. PEREIRA & GOMEZ (2007) avaliaram a ac¢do de
Lactobacillus sp. sobre Escherichia coli identificaram a producédo de uma substancia
extracelular e difusivel ocasionando o aparecimento de halos de inibicdo de 14,75 e
15,0 mm de diametro respectivamente.

Os achados desta pesquisa, também sao equiparados aos de ALEXANDRE
et al., (2002) 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 Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Porém, diferente dos
repiques formadores de halo de inibicédo frente a E. coli analisados neste estudo, 0s
autores anteriormente citados, observaram que nenhuma das cepas isoladas foi
capaz de inibir este microrganismo.

No presente trabalho ndo foi avaliada a natureza das substancias
antagonistas produzidas pelas culturas laticas, porém as atividades inibitorias
verificadas foram justificadas, em literatura especifica, pela difusdo de substancias
inibidoras no &gar que impediram o crescimento das culturas patogénicas
indicadoras, conforme relato de PEREIRA & GOMEZ (2007).

Na elaboragéo do iogurte, a fermentacéo do produto teve a duragéo de quatro
horas, quando atingiu o valor de pH correspondente a 4,5 e acidez a 0,7g acido
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latico/100mL de amostra, representado nas Figuras 1 e 2, e em conformidade com o
especificado pela legislagdo (BRASIL, 2007).

Valor similar de pH (4,4) foi encontrado por ESTRADA et al.,, (1999) ao
elaborarem leite fermentado com cultura “starter” de iogurte, porém com o periodo
de fermentacdo de oito horas e o decréscimo da acidez para 0,98 g acido
lactico/100mL.

Apos o periodo de fermentacao e estocagem, os teores de proteina e gordura
do produto final foram respectivamente 3,1% e 3,2%, correspondendo aos padroes
de identidade do produto estabelecidos no regulamento vigente (BRASIL, 2007).

No decorrer do periodo de armazenamento sob refrigeracdo houve aumento
da acidez com reducdo do pH do iogurte. O pH final do produto foi de 4,2 e acidez
titulavel de 1,08 g acido latico/100 mL de amostra, apresentando variacdes que
podem ser observadas nas Figuras 3 e 4. Os valores médios de acidez, expressados
em &cido lactico, encontravam-se na faixa estabelecida pela legislacdo brasileira em
vigor correspondente a acidez minima de 0,6g de acido lactico/100 g de produto e
méxima de 1,5g de &cido lactico/100 g de produto (BRASIL, 2007).

A reducdo do pH e o consequente aumento da acidez ocorreram pela
formacao de &cidos organicos, principalmente &cido latico, a partir da fermentagéo
de carboidratos pelas bactérias laticas. O Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, utilizado no presente experimento, € citado na literatura como o
responsavel pelo fenbmeno denominado poés acidificacdo que favorece ao aumento
de acidez durante o armazenamento sob refrigeracdo; dependendo da acidez inicial
do produto, da temperatura de estocagem, do poder acidificante da cultura e da
manutenc¢ao da galactosidase (TAMINE & ROBINSON, 1991; DAVE & SHAH, 1998;
KAILASAPATHY, 2006).

A faixa de pH verificada nesta pesquisa encontra-se no limite mencionado por
RODAS et al., (2001), que ao analisarem iogurtes de diferentes marcas, verificaram
que todas encontravam-se entre 3,6 e 4,2, no qual o crescimento das bactérias
laticas normalmente ndo é prejudicado. Resultados similares foram citados por
BARRANTES et al., (2004) que observaram valores entre 3,6 e 4,0 nos iogurtes
avaliados; e por SOAVE & LACERDA (2007) que obtiveram pH entre 4,0 e 4,7 em
bebidas lacteas elaboradas com cultura latica mista tradicional; considerando a
acidez, importante fator para controlar o0 crescimento de microrganismos
patogénicos.

A relacdo entre contagens de células bacterianas (Y) e tempo de
armazenamento (X) do produto foi estudada através da analise de regresséo
sugerindo a formacdo de uma reta no gréfico, sendo avaliada pelas equacdes
lineares representadas na Tabela 1.

TABELA 1: Equacao linear de regressao entre a relagdo entre contagens de
células bacterianas e tempo de armazenamento

AMOSTRA MODELO DE R° Pi>F
EQUACAO

C Y=14,84-0,51X 0,84 0,0001

11 Y=9,82-0,76X 0,78 0,0001

12 Y=10,56-0,67X 0,92 0,0001

13 Y=9,18-0,30X 0,86 0,0001

C= amostra controle (L. delbrueckii subsp. bulgaricus e S. thermophilus); I1= Amostra Indicadora 1 (E.
coli 0157:H7); 12= Amostra Indicadora 2 (S. aureus); 1I3= Amostra Indicadora 3 (L. monocytogenes).
Y= contagem de células bacterianas

X=tempo em dias de armazenamento do iogurte
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Durante o periodo de 35 dias de estocagem do iogurte, as contagens de UFC
correspondentes a cultura latica mista de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
e Streptococcus thermophilus variaram entre 14 log a 7,4 log UFC/mL, como
representado no gréfico da Figura 5. Apesar da reducdo na concentragdo bacteriana
durante o armazenamento, os valores encontrados estdo associados a manutencéo
da viabilidade dos microrganismos no iogurte, desejavel durante todo o periodo, e
em conformidade com o estipulado pela legislacdo que determina que o0s
microrganismos “starter” devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto durante
o prazo comercial, apresentando uma contagem de bactérias laticas totais de no
minimo 10° UFC/g (BRASIL, 2007).

Para garantir a viabilidade da cultura latica pelo prazo comercial, as empresas
fornecedoras tém por habito trabalhar com concentracées liofilizadas mais elevadas
do que o exigido por lei, e também a orientacdo de manutencao do produto final em
temperatura de refrigeracao é primordial; visto que pode ocorrer a pés acidificagéo.
Esse procedimento técnico justifica a concentracdo inicial de bactérias laticas
utilizada no presente trabalho e o resultado obtido no prazo final de estocagem.

A reducdo de BAL viaveis observada neste experimento foi detectada de
maneira similar por PEREZ et al., (2007) que afirmaram que a contagem tende a
variar até o final do periodo de estocagem do iogurte, na maioria dos casos
declinando. Nos achados das analises de MIGUEL & ROSSI (2003) ocorreu reducao
da ordem de dois ciclos logaritmicos ao longo do periodo de seis meses de
estocagem do sorvete de iogurte, tanto para cocos quanto para bacilos, sem
apresentar aspectos negativos que descaracterizassem o0 produto; este
comportamento também foi observado no presente trabalho, entretanto com reducao
de sete ciclos logaritmicos.

Por sua vez, a avaliagdo da atividade antagonista diretamente no produto
elaborado apresentou o0s seguintes resultados. Nas amostras indicadoras a
populacao inicial da cultura patogénica foi de 8,3 log UFC/mL e as contagens foram
gradativamente decrescendo a partir do terceiro dia de armazenamento.

A Escherichia coli (11) sobreviveu no iogurte até o sexto dia de estocagem,
com contagens variando de 8,3 log a 3,0 log UFC/mL; ndo sendo detectavel a partir
do sétimo dia.

A atividade antimicrobiana direta produzida pela microbiota estudada nesta
pesquisa pode ser devida a varios fatores como, por exemplo, a producéo de acidos
organicos, de peroxido de hidrogénio, de diacetil, de didéxido de carbono, de
acetaldeido e de bacteriocinas, entre outros (FRANCO et al., 2006; FERNANDES et
al., 2008). Também, tem influéncia o fato de as estirpes de bactérias laticas e o
microrganismo indicador patogénico se desenvolverem ao mesmo tempo,
proporcionando a inibigcdo por competicdo pelos nutrientes presentes no meio.

Entretanto, como observou-se neste experimento a variagdo de acidez,
inclusive a fase de pdés acidificacdo, provavelmente devido a formagédo de acido
latico originado do metabolismo da microbiota latica utilizada, foi um dos fatores que
mais favoreceu a agc&o antagonista frente a estirpe patogénica indicadora.

Trabalho similar foi desenvolvido por BARRANTES et al.,, (2004) que
analisaram o comportamento de Listeria monocytogenes e Escherichia coli O157:H7
inoculadas em iogurte, porém, obtiveram resultados diferentes aos desta pesquisa,
uma vez que verificaram o desaparecimento de L. monocytogenes no vigésimo dia
de armazenamento e a viabilidade de E. coli O157:H7 durante os 28 dias .

Por sua vez, CALDERON et al., (2007) observaram a reduc&o da populacio
de E. coli O157:H7 em niveis ndo detectaveis, em iogurte tradicional sem adi¢édo de
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probiotico, em 20 dias de armazenamento.

Dados semelhantes foram obtidos por GOVARIS et al., (2002) que relataram
a inibicdo do crescimento de E. coli O157:H7 em iogurte de leite de ovelha, iogurte
de leite de vaca e iogurte de soro de leite contaminados p6s fermentacdo apos 17,
14 e 12 dias de estocagem respectivamente.

Os achados desta pesquisa sdo equiparaveis ao de BASTOS (2009) que
avaliou a sobrevivéncia de E. coli O157:H7 em iogurtes elaborados com cultura
latica mista tradicional, contaminados pés fermentacdo e observou, durante os 30
dias de estocagem sob refrigeracdo, permanéncia das contagens de Lactobacillus
spp. e Streptococcus spp. entre 8-9 log UFC/mL e o patégeno foi inibido a partir do
quinto dia de estocagem.

A diversidade de resultados encontrados na literatura e comparados com o
presente estudo € explicada pela existéncia de fatores que interferem diretamente
na capacidade antagonista das BAL como o estdgio de contaminacdo, a dose do
inéculo contaminante, o tipo de cepa, a acido resisténcia, a quantidade e o tipo de
bactéria acido latica utilizada, a composicédo do meio, entre outros (HSIN-Y & CHOU,
2001; KASIMOGLU & AKGUN, 2004; MUFANDAEDZA et al., 2006; NASCIMENTO,
2007).

Além disso, convém salientar que para que ocorra a inibicdo do crescimento
bacteriano, um conjunto de fatores intrinsecos e extrinsecos exerce influéncia
determinando a estabilidade microbiolégica e o prazo comercial do produto, e
consistindo no denominado conceito dos obstaculos tecnolégicos (FRANCO &
LANDGRAF, 2005).

Os fatores anteriormente mencionados, que podem ter influenciado nos
resultados obtidos nesta pesquisa, foram ressaltados nos trabalhos de HSIN-YI &
CHOU (2001) que avaliaram a sobrevivéncia de dois diferentes tipos de estirpe de E.
coli O157:H7, com caracteristicas acido adaptada e ndo acido adaptada, em iogurte
comercial inoculado com 6,0 log UFC/mL. Ambas as estirpes foram inibidas durante
a estocagem a 7,0C, entretanto, um tipo ndo foi de tectavel a partir do quarto e
quinto dias para células acido adaptadas e ndo acido adaptadas, respectivamente;
enquanto a outra estirpe apresentou-se mais resistente sendo inibida apds o sétimo
dia, independente da caracteristica de adaptacdo ao meio acido. KASIMOGLU &
AKGUN (2004) estudaram concentracdes diferentes do indculo de E. coli 0157:H7,
correspondentes a 10%, 10* e 10° UFC/mL, em iogurte com contagens de bactérias
acido laticas em torno de 10° UFC/mL e observaram o efeito inibitério em 48 horas
de armazenamento para 10 e 10* UFC/mL e 72 horas para 10° UFC/mL.

A atividade antagonista apresentada pelas bactérias laticas, encontrada na
pesquisa realizada, é considerada caracteristica desejavel em uma cultura
probiética; conferindo grande relevancia para aplicacées em alimentos.

CONCLUSOES

ApoOs analise dos resultados encontrados neste experimento conclui-se que
determinadas culturas laticas sdo capazes de inibir o crescimento de estirpes
patogénicas, entretanto cepas da mesma espécie podem apresentar variacbes na
formacdo de halos pela diferente quantidade e variacdo de substancias
antimicrobianas produzidas, conferindo especificidade. O iogurte elaborado manteve
as caracteristicas fisico-quimicas e a viabilidade das BAL em conformidade aos
padrées determinados na legislacdo vigente durante o prazo de 35 dias de
estocagem sob refrigeracdo. No que concerne a acao antagonista das BAL, obteve-
se inibicdo total do crescimento de E. coli O157:H7 a partir do sétimo dia de
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armazenamento, comprovando a capacidade conservadora das BAL. A atividade
antagonista observada sobre estirpes patogénicas, pode constituir uma das
vantagens do uso de culturas laticas na producéo de alimentos.
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