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Os objetivos deste trabalho foram avaliar a resisténcia de
espécies probidticas de Lactobacillus na presenga de sais
de cura e testar sua sensibilidade frente a diferentes
antimicrobianos para o desenvolvimento de meio de cultura
seletivo. As culturas Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei e Lactobacillus rhamnosus foram semeadas
em agar MRS contendo concentragbes de 0% a 3% de
cloreto de sddio e 0 a 200 ppm de nitrito de sédio. O efeito
do uso concomitante dos sais de cura foi verificado
utilizando-se 3% de cloreto de sédio e 200 ppm de nitrito de
sodio. As bactérias probiodticas e a cultura starter
Pediococcus pentosaceus foram testadas frente a 20
discos de antimicrobianos pela técnica de disco-difusdo. O
crescimento dos probiéticos ndo apresentou alteragdo nas
diferentes concentragdes de cloreto de sédio, assim como
nas concentragGes de até 200 ppm de nitrito de sédio.
Verificou-se resisténcia ao uso simultaneo de cloreto e
nitrito de sodio. Entre os antimicrobianos testados, a
tetraciclina apresentou resultados satisfatérios para a
inibicdo dos probidticos permitindo o crescimento isolado
da cultura starter. Os probidticos apresentaram
desenvolvimento satisfatério na presenca dos sais de cura,
demonstrando potencial para sua utilizacdo em produtos

carneos fermentados com agé&o probidtica.
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1INTRODUCAO

Devido as suas propriedades terapéuticas e de manutencéo do equilibrio
da microbiota intestinal, as bactérias lacticas probidticas tém sido muito
utilizadas como agentes funcionais em alimentos, principalmente em
produtos lacteos (LUCKE, 2000). Culturas probiéticas com acg&o funcional
séo, por definicdo, aquelas que apos ingestdo em nimero suficiente
exercem efeitos benéficos a salde, além de seu efeito nutricional
(HAMMES e HERTEL, 1998; LUCKE, 2000).

Dentre os derivados carneos em que o uso de bactérias probidticas seria
benéfico, os produtos fermentados como o salame sdo 0s que apresentam
as melhores perspectivas. Esses séo fabricados com carne crua e
consumidos sem prévio aquecimento, 0 que causaria a morte dos
microrganismos (ERKKILA et al., 2001).

Um dos grandes desafios na produgdo de produtos carneos fermentados
com culturas probiéticas esta em sua sensibilidade ao sal e aos agentes
de cura utilizados como ingredientes. Nesse sentido, a selecdo de
culturas probidticas capazes de crescer na presenca de sais de cura
seria o primeiro passo para a elaboracao de alimentos fermentados com
caracteristicas funcionais (SAMESHIMA et al., 1998; ANDERSEN, 1998).

Entende-se por cura da carne a adigdo de sal (cloreto de s6dio), nitrato
e/ ou nitrito e demais ingredientes necessarios para conferir
caracteristicas uUnicas de sabor, aroma e colora¢édo ao produto (CANHOS
e DIAS, 1985). O sal é o principal agente de cura. Atua como conservante
pela diminuicdo da atividade de agua do produto, desidratacdo das
bactérias e a¢o toxica do ion cloro. E também agente flavorizante (valores
iniciais de 2,5% a 3%), contribuindo para o sabor tipico do produto curado
(CANHOS e DIAS, 1985; TYOPPONEN, PETAJA e MATTILA-

SANDHOLM, 2003).

Os nitratos e/ ou nitritos séo utilizados como ingredientes obrigatorios
no processo de cura dos produtos carneos. A adicdo desses sais a
matéria-prima objetiva a formacéo de coloragdo avermelhada (mediante
cadeia de reacGes com a mioglobina), a inibicdo do crescimento de
microrganismos patogénicos (principalmente Clostridium botulinum), a
protecéo contra oxidacgéo lipidica e a formacgéo de sabor e aroma tipicos
no produto (CANHOS e DIAS, 1985; TYOPPONEN, PETAJA e MATTILA-
SANDHOLM, 2003). Por serem considerados obstaculos ao crescimento
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de microrganismos indesejaveis, proporcionando seguranga
microbioldgica aos produtos carneos, 0s sais de cura também podem
inibir as culturas probidticas adicionadas ao produto. Dessa forma, o
emprego de bactérias probidticas resistentes ao nitrito, ao nitrato e ao
cloreto de sddio é a primeira condi¢do para a producao de derivados
carneos fermentados com acao probiotica (PAMANOLI et al., 2003).

Na formulacdo de produtos carneos fermentados empregam-se,
tradicionalmente, bactérias lacticas denominadas de culturas starter.
Essas culturas sao utilizadas visando garantir a seguranca microbioldgica
do produto, aumentar a estabilidade mediante a inibi¢cdo do crescimento
de microrganismos indesejaveis e melhorar as caracteristicas sensoriais
(LUCKE, 2000). Entre as bactérias lacticas que podem ser utilizadas
como starter inclui-se o Pediococcus pentosaceus, que por pertencer
ao mesmo grupo de bactérias lacticas dos Lactobacillus deve ter sua
contagem nos produtos carneos diferenciada da contagem de lactobacilos
probidticos. Em virtude da utilizagcdo de mais de uma espécie de bactéria
lactica em alimentos probiéticos torna-se necessario o uso de métodos
de contagem seletiva para os microrganismos presentes no alimento.
Estudos que visam o desenvolvimento de novos métodos para contagem
seletiva de bactérias probidticas baseiam-se, principalmente, na utilizacéo
de diferentes temperaturas de incubacgéo e adi¢édo de carboidratos e/ou
antibiéticos ao meio de cultura (THARMARAJ e SHAH, 2003).

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar a resisténcia de espécies
probidticas de Lactobacillus na presenca de sais de cura e testar sua
sensibilidade a diferentes antimicrobianos para o desenvolvimento de meio
de cultura seletivo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

As culturas lacticas probidticas utilizadas foram cepas de Lactobacillus
das seguintes espécies:

- Lactobacillus casei (LC 01 CHR HANSEN), obtida sob a forma liofilizada e
fornecida pela empresa LC Bolonha,

- Lactobacillus paracasei ssp paracasei (ATCC 10746/ CCT 0566),

- Lactobacillus casei ssp rhamnosus (ATCC 7469/ CCT 6645). Essas ultimas
foram obtidas sob a forma reativada em agar de Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) da Colegédo de Culturas Tropicais da Fundagcdo André Tosello.

B.CEPPA, Curitiba, v. 23, n. 1, jan./jun. 2005 125



2.2 METODOS
2.2.1 Teste de sensibilidade das culturas lacticas aos sais de cura

As cepas foram testadas quanto a resisténcia ao cloreto de sddio
adicionado ao agar MRS (CARR, CHILL e MAIDA, 2002) nas
concentracdes de 1%, 1,5%, 2 %, 2,5% e 3%. Os testes de resisténcia
a0 nitrito e ao nitrato foram realizados pelo mesmo procedimento utilizando
concentra¢gdes de 80, 100, 120, 150 e 200 ppm adicionadas ao agar
MRS (ARIHARA e ITOH, 2000).

As culturas lacticas foram primeiramente repicadas em tubos de ensaio
contendo, aproximadamente, 10 mL de caldo MRS e incubadas a 37°C
por 24 horas para reativacéo de sua viabilidade. Apds reativagdo procedeu-
se a diluicdo dos in6culos em agua peptonada 0,1% até a concentracao
107. Posteriormente semeou-se 1 mL dessa concentracdo em placas
de Petri contendo agar MRS, adicionado das diferentes concentragfes
de sais de cura. Paralelamente, também foram semeadas aliquotas de
1 mL dos in6culos em agar MRS puro (teste controle) para comparagéo
do crescimento das culturas. Utilizou-se a técnica de semeadura em
profundidade (pour plate) visto que as bactérias lacticas séo
microrganismos microaerofilos. A incubacéo das placas ocorreu em estufa
bacteriol6gica a 37°C, durante 48 horas. A avaliagdo do crescimento das
culturas probiéticas foi realizada pela contagem das col6nias presentes
nos meios de cultura com diferentes concentrac@es de sais de cura,
sendo os resultados (expressos em UFC/ mL) comparados com o teste
controle (SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 2001).

2.2.2 Teste de sensibilidade das culturas lacticas aos
antimicrobianos

As bactérias lacticas da cultura starter e as bactérias lacticas probiéticas
foram testadas frente a 20 antimicrobianos pelo método de disco-difuséo.
Partindo-se de 10 mL de caldo MRS com as culturas pré-ativadas por 24
horas a 37° C foram realizados esfregacos utilizando swab em 4gar MRS.
Apés a secagem do esfregaco no agar foram depositados sobre sua
superficie dez discos de antimicrobianos (LABORCLIN), utilizando-se
duas placas para cada microrganismo. As placas foram incubadas em
estufa bacteriolégica por 24 horas a 37° C e a sensibilidade aos
microbianos verificada pelo didmetro (em milimetros) dos halos de inibicéo
formados ao redor do disco (LABORCLIN, 2003).
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A confirmacéo do crescimento seletivo dos pediococos na presenca de
tetraciclina ocorreu pela contagem de cepas puras de Pediococcus
pentosaceus, Lactobacillus casei, L. paracasei spp paracasei e L. casei
spp rhamnosus em agar MRS com a adi¢cao de 10 mg/ L de tetraciclina
e sem a adi¢ao do antibiético. A partir da solu¢éo de 0,05 g de tetraciclina
(SIGMA Chemical Co.) por 100 mL de agua destilada foram adicionados
20 mL da solugdo em 1000 mL de 4gar MRS, obtendo-se a concentragao
desejada de antibiotico no meio de cultura. As culturas puras foram diluidas
em agua peptonada estéril 0,1% e o plaqueamento das diluigbes 10 2a
10 realizado pela técnica pour plate. As placas inoculadas em duplicata
com e sem a adi¢do do antibiético foram incubadas a 37° C por 48 horas
para a contagem do nimero de coldnias (THARMARAJ e SHAH, 2003).

3RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CRESCIMENTO DAS BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS SOB
DIFERENTES CONCENTRACOES DE SAIS DE CURA

O desenvolvimento de probiéticos para produtos carneos fermentados
pressupde o uso de bactérias probidticas resistentes ao nitrito e ao cloreto
de sdédio, capazes de crescer rapidamente durante a fermentacao.
Também devem apresentar resisténcia a acidez, a lisozima e a bile,
mostrando capacidade para colonizar o trato intestinal humano mediante
mecanismos de aderéncia ou ligacéo as células intestinais (PAPAMANOLI
et al., 2003).

O numero de células viaveis dos lactobacilos testados nas diferentes
concentragdes de cloreto de sédio esté apresentado na Figura 1.

Nas contagens realizadas em agar MRS com adigdo de 1 % a 3 % de
cloreto de sdédio, todas as culturas de Lactobacillus testadas
apresentaram elevado nimero de células viaveis quando comparadas ao
controle (sem adicdo de cloreto de s6dio). Para as trés espécies de
Lactobacillus avaliadas houve ligeiro aumento no nimero de células viaveis
com maior adi¢do de cloreto de s6dio ao meio de cultura, exceto para
L. rhamnosus na concentracdo de 3 % de sal. Os lactobacilos
apresentaram resisténcia aos niveis de cloreto de sédio testados,
mostrando possibilidade de sua utilizagdo em produtos carneos
fermentados para os quais € recomendada a adi¢do de 3 % de NaCl no
intuito de assegurar protecdo contra microrganismos indesejaveis
(SAMESHIMA et al., 1998).
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FIGURA 1 - CRESCIMENTO DAS CEPAS DE LACTOBACILOS
TESTADOS SOB DIFERENTES CONCENTRACOES DE
CLORETO DE SODIO (NaCl)
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A adicao de nitrito de s6dio ao meio de cultura até a concentracao de
200 ppm também se mostrou suportavel pelas culturas probioticas
testadas, ndo afetando seu crescimento em relacdo ao meio de cultura
puro (Figura 2). As bactérias apresentaram adequada viabilidade nos
meios testados, atingindo concentracfdes celulares de 7,0 x
108UFC/ mL, 1,7 x 10°UFC/ mL e 3,1 x 10° UFC/ mL para L. rhamosus,
L. paracasei e L. casei, respectivamente. Alega-se que os alimentos
com propriedade probidtica devam conter nimero minimo de células viaveis
de bactérias lacticas de 10 ¢ Unidades Formadoras de Colénia por grama
para a obtencéo de efeitos benéficos e colonizacg&o do intestino (LUCKE,
2000; FERREIRA, 2003; THARMARAJ e SHAH, 2003). Os Lactobacillus
testados mostraram namero de células viaveis superior ao recomendado
para obtencéo do efeito probidtico na presenca de sais de cura.

A Figura 2 mostra o crescimento das espécies de Lactobacillus sp
testadas nas diferentes concentra¢des de nitrito de sddio.
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FIGURA 2 - CRESCIMENTO DAS CEPAS DE LACTOBACILOS
TESTADOS EM AGAR MRS SUPLEMENTADO COM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE NITRITO DE
SODIO (NaNO,)
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O numero de células viaveis das bactérias lacticas, obtido com o uso
concomitante de cloreto de sédio e nitrito de sodio esta apresentado na
Figura 3.

FIGURA 3 - CRESCIMENTO DAS CEPAS DE LACTOBACILOS
TESTADAS EM MEIO SUPLEMENTADO COM 3 % DE
CLORETO DE SODIO (NaCl) E 200 ppm DE NITRITO
DE SODIO (NaNO,)
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Segundo ARIHARA e ITOH (2000), os produtos carneos no Japao devem
receber a adi¢cdo de 3% de cloreto de sodio e 200 ppm de nitrito de sodio
para a manutengdo da seguranga microbiolégica. Dessa forma, as
bactérias probidticas usadas nesses produtos devem ser capazes de
resistir ao uso concomitante das referidas concentragbes de sais de
cura. As espécies de Lactobacillus utilizadas neste trabalho mostraram
adequada resisténcia ao uso simultaneo de cloreto e de nitrito de sodio
nas concentracdes de 3% e 200 ppm, respectivamente.

SAMESHIMA et al. (1998) testaram a resisténcia de 202 espécies de
lactobacilos de origem intestinal frente ao nitrito de sddio e ao cloreto de
sédio, adicionados em meio liquido. Observaram que as cepas de L.
paracasei ssp paracasei, L. rhamnosus e L. acidophilus mostraram-se
tolerantes a esses sais.

3.2 SENSIBILIDADE DAS BACTERIAS LACTICAS FRENTE AOS
DIFERENTES ANTIMICROBIANOS

Sabendo-se que o efeito probidtico somente € promovido pela ingestao
de células viaveis de bactérias benéficas, a contagem diferenciada desses
microrganismos mediante método de enumeracgdo seletiva constitui
importante parametro para o monitoramento de sua viabilidade nos
alimentos. O teste de suscetibilidade microbiana aos antibiéticos pode
ser utilizado como ferramenta para o desenvolvimento de meios de culturas
seletivos (CARR, CHILL e MAIDA, 2002; THARMARAJ e SHAH, 2003).

Entre os antimicrobianos testados, somente trés evidenciaram grau de
acdo inibitoria diferenciada para as bactérias lacticas utilizadas. A
rifampicina inibiu o crescimento de todas as cepas testadas com excecéo
do Lactobacillus casei que mostrou-se resistente. Todas as cepas
testadas evidenciaram resisténcia a vancomicina conforme estudos
descritos por ERKKILA et al. (2001). Resultados semelhantes foram
obtidos por THARMARAJ e SHAH (2003) em agar MRS adicionado de
1 mg/L de vancomicina, no qual L. casei e L. rhamnosus apresentaram
crescimento. De acordo com CARR, CHILL e MAIDA (2002) as bactérias
lacticas dos géneros Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus e alguns
Lactobacillus mostram-se resistentes a vancomicina na concentragao
de 30 pg em teste de disco-difusdo Por sua vez, a ampicilina e a
tetraciclina evidenciaram eficiéncia na inibigao das cepas de Lactobacillus,
enquanto o pediococo apresentou-se resistente a ampicilina e pouco
sensivel a tetraciclina (Tabela 1).
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TABELA 1-RESULTADOS OBTIDOS NO TESTE DE SUSCETIBILIDADE
DAS CULTURAS LACTICAS AOS ANTIMICROBIANOS
PELO METODO DE DISCO-DIFUSAO

Anfimicrobianos ~ Padrio interpretativo Zonas de inibigéo utilizando bactéri as lacticas (mm)
(zomas de inibigdo em mimy *
Regigtente  Suscefivel  Podiococcss  Locasel L rhamnosus L paracased

Amosiciline+acido 19 220 M M X o]
dlawlanicn
Ampiciling 19 220 14 24 i 2
Bacitracing I 23 4 7 ] 0
Cetaleing 4 3 23 ] X 18
Cefiloting 4 3 23 M M ]
Ciprofoxacing c14 22 2 11 16 ]
Cloratenicol 12 8 M X M ]
Ertromicing A3 EH] 2 i i H
Estreptomicirg il 15 2 g 2 10
Gentamicing €2 25 i 10 10 i
Imipenem 3 6 o M i M
Kanamicina a3 28 ? q 0 0
Meomicing €2 M7 1 12 ] 11
Mo oxacing €2 M7 2 ] 10 12
(Owacilina 1| 4 2 10 10 0
Peniciling G. N 239 2 ] i ]
Rifanpicira e 225 o] M 2 o]
Sulforamida 92 T 2 ] 0 g
Tettaridling 04 9 16 il pii i
NN icing M 2 ) 2 1 1

* LABORCLIN, 2003.

CARR, CHILL e MAIDA (2002) afirmaram que a adicao de 5 mg/L de
ampicilina ao 4gar MRS permite o crescimento seletivo de Pediocccus
pentosaceus. Verificou-se que a enumeracdo isolada de Pediococcus
poderia ser realizada com a adi¢éo de tetraciclina ou ampicilina ao meio
de cultura. Devido ao menor custo e maior facilidade para obtencédo de
tetraciclina no mercado brasileiro, esse antimicrobiano foi selecionado
para as contagens diferenciais das bactérias lacticas utilizando-se a
concentragéo de 10 mg de tetraciclina/L de meio de cultura.

O numero de células viaveis de Pediococcus e de Lactobacillus em agar
MRS com e sem a adicdo de tetraciclina estdo apresentados na
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Tabela 2.

TABELA 2 - CONTAGEM DE PEDIOCOCCUS E LACTOBACILLUS EM
MEIO DE CULTURA COM E SEM A ADICAO DE
TETRACICLINA (10 mg/L)

Meio de cultura Pediococans L. casef L. paracasel L. rhamnosus
Agar MRS pentosacens
Semadipdo detetracicling 25010 1483107 143010°  9.25x10°
Com adicdo de 10 mgf L 137 1 5 5 5
de tetracicling

Os resultados obtidos confirmaram a acgéo inibitéria da concentragéo de
10 mg/L de tetraciclina sobre os lactobacilos testados, mostrando sua
eficiéncia e viabilidade na contagem seletiva e isolada de Pediococcus
pentosaceus em agar MRS para produtos carneos fermentados contendo
esses microrganismos. Nesse sentido, a contagem dos lactobacilos
probidticos € expressa como a diferenca entre a contagem total de
bactérias lacticas em dgar MRS sem adicao de tetraciclina e a contagem
de Pediococcus em 4gar MRS adicionado de 10 mg/L de tetraciclina.

Testou-se também a eficiéncia da tetraciclina em menor concentracdo
no meio de cultura. Na concentracdo de 5 mg/L de agar verificou-se
crescimento das cepas puras de L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus,
juntamente com o crescimento de Pediococcus pentosaceus. Contudo,
as colbnias dos Lactobacillus mostraram didmetro muito reduzido quando
comparado ao seu didmetro em agar MRS puro. Além disso, as colbnias
de Pediococcus pentosaceus apresentaram coloracao branca, superficie
brilhante e suave com diametro aproximado de 2 mm.

4 CONCLUSAO

As espécies de Lactobacillus testadas apresentaram crescimento
satisfatério na presenca dos sais de cura, demonstrando potencial para
sua utiliza¢&o no desenvolvimento de produtos carneos fermentados com
acdo probidtica.

A adicéo de tetraciclina ao 4gar MRS na concentra¢édo de 10 mg/L permitiu

o crescimento seletivo de Pediococcus pentosaceus, possibilitando a
contagem isolada dos pediococos utilizados como cultura starter em
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derivados carneos fermentados e dos lactobacilos probidticos adicionados
aos produtos carneos.

Abstract

CHARACTERISTICS OF PROBIOTIC CULTURES FOR THE USE IN FERMENTED
MEAT PRODUCTS - SENSIBILITY TO CURING SALTS AND ANTIBIOTIC USE
FOR THE SELECTIVE ENUMERATION

The objective of this study was to evaluate the resistance of probiotic species of
Lactobacillus in the presence of curing salts and to test their sensibility in the presence
of antibiotics for the development of a selective culture media. The probiotic cultures,
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei spp paracasei and Lactobacillus casei
spp rhamnosus, were plated in MRS agar with concentration of 0 to 3% of sodium
chloride and 0 to 200 ppm of sodium nitrite. The inhibitory effect of 3% sodium chloride
and 200 ppm sodium nitrite in simultaneous use was evaluated for the probiotic strains.
The sensibility of the starter culture, Pediococcus pentosaceus and the probiotic
cultures in the presence of antibiotic was carried out using 20 different antibiotic discs
by the disc-diffusion technique. The growth of the probiotic cultures wasn’t affected
at different concentrations of sodium chloride, and even to concentrations of 200 ppm
of sodium nitrate. Resistance was verified by simultaneous use of sodium chloride and
nitrate. Among the tested antibiotics, tetracycline showed a satisfactory inhibition
effect for the probiotic strains, since the growth of starter Pediococcus pentosaceus
was not affected. The probiotics showed satisfactory growth in the presence of
curing salts, demonstrating potential use in fermented meat products with probiotic
action.

KEY-WORDS: PROBIOTICS; FERMENTED MEAT PRODUCTS; CURING SALTS.
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