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1. INTRODUGAO

As bactérias acido laticas (BAL) sGdo um grupo de bactérias Gram-positvas
com formas de cocos e bacilos em sua grande maioria apresentam multiplicagdo
em condi¢bes anaerobias, as quais realizam a fermentagéo da glicose produzindo
acido latico (SIAMANSOURI et al., 2013; ABDEL-RAHMAN et al., 2013). Algumas
bactérias deste grupo sé&o utilizadas em matrizes alimentares devido sua
capacidade de conferir aroma, cor e produzir acidos orgénicos, como o acido
latico, o qual auxilia no aumento da vida-de-prateleira ou vida util dos alimentos,
assim como, a seqguranga microbiana (MOKOENA, 2017). Lactococcus lactis (L.
lactis) é utilizada pela industria de alimentos na produgdo de queijos macios, pois
atua como bioconservador produzindo acido latico, acético e propibnico;
antimicrobianos como as bacteriocinas, peroxidos de hidrogénio e diacetil os
quais atuam reduzindo a carga microbiana de patégenos (KHEMARIYA et al.,
2017; CASALTA e MONTEL, 2008; SUSKOVIC et al., 2010).

Salmonella Enteritidis € um microrganismo de grande importancia, visto
que esta associado a infec¢bes alimentares em seres humanos causando a
doenca chamada de samonelose, a qual causa sinais e sinfomas como diarreia,
vémito e dor abdominal, podendo causar complicacbes e até mesmo oObito em
criangas, idosos e individuos imunocomprometidos (RIBEIRO et al., 2022). Para
que ocorra o controle da contaminagdo deste patdégeno e de outros, alguns
estudos vém utilizando cepas bioconservadoras que podem interferir na sua
multiplicacdo (COOR et al., 2009; JENABIAN et al., 2011, GASPARETTO, 2022).

Com isso, o presente estudo teve por objetivo avaliar curvas de
crescimento microbiano de L. lactis subsp. lactis R7 e S. Enteritidis em mono-
cultura e co-cultura.

2. METODOLOGIA

Os microrganismos utilizados sdo provenientes da colegdo em estoque
conservado do Laboratério de Nutrigenbmica e Metabologia da Faculdade de
Nutricdo — Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), sendo estes L. lactis R7 (R7)
isolado de queijo ricota convencional e S. Enteritidis ATCC 13076 (SE). As
analises foram realizadas nos Laboratérios de Microbiologia de Alimentos e
Nutrigenémica e Metabologia da UFPEL.

Os parametros utilizados para descrever a multiplicagdo bacteriana séo
fase de laténcia (A), taxa de crescimento maximo (umax), densidade populacional
maxima (Nmax) e densidade populacional final (N24h). A taxa especifica de
crescimento maxima foi determinada como o declive da regiéo linear entre o inicio
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da contagem microbiana versus o tempo de multiplicagdo. Unidade Formadora de
Colénia (UFC)/ml (AInCFUmI™" / At) no tempo (t) = 2—6 h para L. lactis R7 e no t =
0-4 h para S. Enteritidis.

L. lactis R7 e S. Enteritidis foram inoculados duas vezes antes da utilizagdo
em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C overnight. Apés, 1 mL do inoculo foi
adicionado em 100 mL de caldo BHI (pH 6,5) e incubados a 37°C por 24 h. Nos
tempos (t) 0, 2, 4, 6, 8 10, 12 e 24 h amostras foram coletadas para
monitoramento do crescimento das colbnias. A multiplicagdo foi determinada por
contagem em placas em agar Man Rogosa Sharpe (MRS) para L. lactis R7 e agar
Hektoen Entérico (HE) para S. Enteritidis. Lactococcus lactis R7 foi incubado
anaerobicamente em placas de MRS por 48 h a 37°C, e S. Enteritidis foi incubado
aerobicamente em placas de HE por 24 h a 37°C.

Ja a co-cultura foi inoculada em 100 mL de caldo BHI (pH 6,5) pré-
aquecido (30°C) e, posteriormente, inoculado 1 mL de cada cultura de overnight.
A co-cultura foi incubada a 37°C por 24 h. Nos tempos (t) =0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e
24 h amostras foram coletadas para monitoramento da multiplicagdo bacteriana. A
multiplicagao foi determinada por contagem em placas contendo agar MRS e HE.
Os dados foram analisados por meio de analise de variéncia bidirecional (Two-
way ANOVA) e teste de Tukey a um nivel de significaAncia de 5% para
comparagdo de médias utilizando Graphpad prism 10.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros que descrevem o crescimento sGo mostrados na Tabela 1,
onde foi observada diferenca significativa entre o Nmax das mono-culturas.
Embora no presente estudo ndo tenha sido observada esta diferenca, estudo
realizado por Silva (2021) com L. lactis R7 e duas cepas de Listeria
monocytogenes, o Nmax de ambas L. monocytogenes apresentou redugéo
significativa quando em co-cultura com L. lactis R7, assim como no N24h. Além
disso, o mesmo estudo apresentou redugéo de L. lactis R7, ja no presente estudo
né&o ocorreu redugdo do Nmax de R7 em co-cultura.

Tabela 1. Fase de laténcia (A), taxa de crescimento maximo (umax), densidade
populacional maxima (Nmax) e densidade populacional final (N24h) de
Lactococcus lactis e Salmonella Enteritidis.

Microrganism Cultura A umax Nmax N24h
os*
hora h Log UFC/mL
R7 Mono-cultura 0,165+0,07**  0,325+0,14  8,30+0,00° 8,30+0,00
Co-cultura 0,205+0,03 0,409+0,07 8,54+0,21 8,45+0,64
SE Mono-cultura  0,081+0,01 0,161+0,01 8,72+0,04° 8,45+0,64

Co-cultura 0,103+0,03 0,168+0,05 8,39+0,13 8,39+0,13

*R7: Lactococcus lactis subsp. lactis R7;, SE: Salmonella Enteritidis.
**Dados expressos em médias £ desvio padrdo com valore de p=0,033

As curvas de crescimento estdo apresentadas na Figura 1, onde pode ser
observada diferenga significativa nos tempos de 6 h e 8 h (p=0,002 e p=0,027,
respectivamente) entre as co-culturas de L. lactis R7 e S. Enteritidis. No tempo de
6 h S. Enteritidis em co-cultura apresentou 7,30 Log UFC/mL™", enquanto que, em
mono-cultura no mesmo tempo a contagem foi de 7,39 Log UFC/mL". Ja no
tempo de 8 h S. Enteritidis obteve crescimento de 7,60 Log UFC/mL’ em co-
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cultura e 8,30 Log UFC/mL" em mono-cultura. Estes resultados evidenciam um
menor crescimento de S. Enteritidis quando em co-cultura com R7, porém ao
serem comparados com L. lactis R7 e S. Enteritidis em co-cultura néo foi
observada diferenga significativa. Resultado similar ao encontrado no presente
estudo foi descrito por Gasparetto (2020) utilizando Lactobacillus, os quais ndo
apresentaram redugcdo no crescimento quando em co-cultura. Entretanto, no
estudo de Gasparetto (2020) evidenciou-se redugdo no crescimento de

Salmonella Enteritidis ATCC 13076, o que n&o foi demonstrado no presente
estudo.
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Figura 1. Curvas de crescimento de bacteriano. (A) R7 mono-cultura VS R7 co-
cultura; (B) SE mono-cultura VS SE co-cultura; (C) R7 mono-cultura VS SE mono-
cultura e (D) R7 co-cultura VS SE co-cultura.

4. CONCLUSOES

Embora néo tenha sido observada diferenga significativa entre mono-
culturas e co-culturas, ainda sim observou-se uma tendéncia de redugdo do
crescimento de S. Enteritidis em co-cultura com o probidtico L. lactis R7. Sendo

assim, mais estudos devem ser realizados para analisar o potencial de L. lactis
RY7 frente a outros patdégenos.
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