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Caracterizagao taxonomica e fisioldgica de bactérias acido-laticas
isoladas de pescado marinho

Taxonomic and physiological characterization of lactic acid bacteria isolated from seafood
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Resumo

Bactérias dcido-laticas (BAL) constituem um grupo diverso, associado a produgédo de alimentos, incluindo fermentados de peixe. Por meio
de processos fermentativos, é possivel obter produtos mais saborosos e saudaveis. Estas bactérias também sao importantes na medicina por
suas atividades probidticas. Neste contexto, nove linhagens de bactérias acido-laticas foram isoladas de sardinha e guaivira. Destas, duas
linhagens foram caracterizadas fisiologicamente, juntamente com Leuconostoc mesenteroides ATCC8293. Lactobacillus homohiochii F3
apresentou 6timo crescimento a 40 °C, diferente de Lactobacillus intestinalis G1 e Leuconostoc mesenteroides ATCC8293, que tiveram étimo
crescimento a 30 °C. Em relagdo a tolerancia ao NaCl, L. homohiochii F3 e L. mesenteroides ATCC8293 toleraram uma concentragao de 5%
de NaCl no meio. A espécie L. intestinalis G1 tolerou uma concentragio de 7,5%, podendo ser considerada mais halotolerante que as demais
espécies. L. mesenteroides ATCC8293, por causa do aumento da taxa de crescimento, pode ser considerada levemente halofilica. Na presenga
de concentragdes nao 6timas de NaCl, a adi¢do de solutos organicos foi eficaz na restauragao do balango osmético das células.
Palavras-chave: Lactobacillus; peixes marinhos; solutos compativeis.

Abstract

Lactic acid bacteria constitute a diversified group associated with the production of food, including fermented fishes. Through fermentative
processes, it is possible to obtain several healthy and tasty products. Those bacteria are also important in medicine due to their probiotic
activities. In this context, nine lactic acid bacteria were isolated from sardine and leatherjacket fish. Among them, two lineages, and the
reference strain Leuconostoc mesenteroides ATCC8293 were physiologically characterized. Lactobacillus homohiochii F3 grew optimally at
40 °C, differently from Lactobacillus intestinalis G1 and Leuconostoc mesenteroides ATCC8293 that grew optimally at 30 °C. With regard to
NaCl tolerance, L. homohiochii F3 and L. mesenteroides ATCC8293 grew in media containing 5% NaCl. Lactobacillus intestinalis G1 grew in
media containing 7.5% NaCl and can be considered more halotolerant than the other species. L. mesenteroides ATCC8293 can be considered
slightly halophilic. In non-optimal NaCl concentrations, the addition of organic solutes to the culture media was effective in restoring the
osmotic balance of the bacteria.
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1 Introdugao
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A fermentacdo dos produtos da pesca é uma pratica
muito antiga e particularmente difundida na Europa e na
Asia. Alguns exemplos: os Titbits e Galffelbitars, fabricados
na Noruega e na Suécia, e o Paak o Mam Chdo e o Plaa-som,
consumidos no Camboja e na Taildndia, respectivamente
(PALUDAN-MULLER et al., 2002). Pescado fermentado
também pode ser denominado silagem de pescado, com uso
para ragdo animal, visando o reaproveitamento de residuos
gerados pelas industrias de pescado (AQUARONE et al., 2001).

Entre os micro-organismos associados com a produgéo de
pescado fermentado, as bactérias acido-laticas desempenham
um papel fundamental, pois sdo capazes de alterar, de forma
favoravel, a textura e o sabor destes; inibir o desenvolvimento de
organismos prejudiciais a satide, e evitar a deterioragdo precoce
dos produtos. Além do efeito de preservacao das bactérias
acido-laticas, acredita-se que sua presenga nos alimentos

possa ter efeito probidtico, pela produ¢io de acidos orgénicos
e bacteriocinas (MARTINIS; SANTAROSA; FREITAS, 2003).

As bactérias acido-laticas sdo caracterizadas como
Gram-positivas, geralmente nao méveis, ndo esporuladas,
catalase negativas e produtoras de dcido latico, como o maior
ou unico produto fermentativo do metabolismo. Os principais
géneros sdo: Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e
Lactococcus.

Para que a fermentagio dos alimentos seja eficaz e livre de
contaminacgdes, as bactérias acido-laticas devem ser utilizadas
como culturas iniciadoras, nas quais sdo inicialmente isoladas,
cultivadas e posteriormente introduzidas no alimento que
se queira fermentar. Por outro lado, alimentos fermentados
espontaneamente, como a maioria dos produtos de pescado, sem
a utilizagdo de culturas iniciadoras, apresentam uma microflora
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ineficiente e incontrolavel, gerando produtos pouco seguros e
de baixa qualidade (GIRAFFA, 2003).

O estudo da fisiologia das BAL é importante para promover
um entendimento mais amplo dos mecanismos de adaptagdo
empregados por estes micro-organismos, em relagido aos
processos de fermentacdo do pescado e de outros alimentos.
Dessa forma, estes organismos podem ser utilizados de forma
mais eficiente na industria alimenticia, obtendo-se assim um
maior controle do processo de produgio e, consequentemente,
da qualidade do produto final. Neste contexto, o presente
trabalho teve como objetivos o isolamento e a identificagdo de
bactérias dcido-laticas isoladas de amostras de pescado marinho,
bem como a caracterizagdo fisioldgica dos isolados obtidos e
uma linhagem referéncia.

2 Material e métodos

2.1 Coleta e preparo das amostras

As amostras de peixes utilizadas para a realizagdo do
experimento foram: sardinha (Sardina pilchardus), guaivira
(Oligoplites saliens), merluza (Merluccius sp.) e abrotea
(Urophycis brasiliensis). Os espécimes foram coletados em uma
rede de arrasto e fornecidos pelo Oceandgrafo José Maria da
Conceicdo, MSc.

As visceras dos peixes (aproximadamente 10 g) foram
cortadas e transferidas para um Erlenmeyer (250 mL),
respectivo para cada uma das espécies amostradas, contendo
90 mL de solugdo salina (NaCl a 0,85%). Em seguida, a mistura
(solugdo salina + pescado) foi triturada, obtendo-se uma
amostra homogénea (AMERICAN..., 1992).

Isolamento de Bactérias Acido-laticas de Pescado Marinho.
O isolamento das bactérias foi realizado pelo método de
isolamento direto em meio sdlido. Primeiramente, foram
preparadas dilui¢des decimais seriadas até 107, em solugio
salina estéril (0,85%), a partir das amostras homogeneizadas.
Em seguida, 0,1 mL de cada uma das amostras diluidas e brutas
foram inoculados em placas de Petri contendo meio agar BHI,
pela técnica de espalhamento em placas. Por fim, as placas
foram transferidas para uma estufa a temperatura de 30 °C,
incubadas em anaerobiose por sete dias. Apds a incubagao,
colonias de diferentes morfologias foram repicadas em placas
de Petri contendo meio agar BHI, para o seu isolamento. Este
procedimento foi repetido até a obten¢do de culturas puras
(AMERICAN..., 1992; RINGO; GATESOUPE, 1997), que foram
conservadas em meio MRS sélido.

2.2 Caracterizagado fenotipica das bactérias isoladas

As bactérias isoladas foram identificadas utilizando-se
critérios morfoldgicos, bioquimicos e diferentes condi¢des de
crescimento. As caracteristicas morfoldgicas estudadas foram:
reacdo de Gram, morfologia e arranjo celular, e motilidade.
O crescimento dos organismos foi verificado nas seguintes
condi¢des: 15 °C e 45 °C, e a uma concentra¢io de 6,5% de
NaCl. Os testes bioquimicos realizados foram: produgido de
catalase (com H,O, a 3%); degradagio da arginina em meio
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para descarboxilase de Moeller; fermenta¢io e producio de
gas da glicose em meio MRS contendo tubos de Durham
invertidos, e produgio de acido a partir dos carboidratos lactose,
celobiose, manitol, maltose, manose, raffinose, galactose, xilose
e frutose (CARR; CHIIl; MAIDA, 2002; SMIBERT; KRIEG,
1994). A partir do resultado destes testes, os organismos foram
identificados segundo Carr, Chill e Maida (2002).

2.3 Caracterizagdo fisioldgica dos isolados obtidos

Determinagdo das temperaturas 6tima, maxima e minima
de crescimento. Para determinacéo dos valores de temperatura
6timo, maximo e minimo de crescimento, as bactérias foram
cultivadas em frascos de Erlenmeyer (500 mL), contendo 250 mL
de meio MRS, as temperaturas de 5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 30 °C,
40°C,45°Ce 50 °C. O indculo foi feito a partir de uma pré-cultura
em meio MSR, incubada por 24 horas, a 30 °C. Ap6s a inoculagio
das bactérias, os frascos referentes as temperaturas de 5 °Ca 20 °C
foram transferidos para estufa refrigerada com circulagio de ar,
enquanto que os frascos referentes as temperaturas de 30 °C a
50 °C foram colocados em banho-maria. Em nenhum destes
procedimentos, as culturas estavam sob agitacdo. O tempo de
incubagdo, em todos os casos, foi de 48 horas. O valor maximo
de temperatura correspondeu ao maior valor deste pardmetro
no qual o organismo apresenta crescimento. Da mesma forma,
o valor minimo de temperatura correspondeu ao menor valor no
qual se observa crescimento. O valor 6timo de temperatura para
o crescimento de um determinado organismo foi determinado
a partir da taxa de crescimento deste organismo em cada um
dos valores de temperatura. O valor 6timo de temperatura
correspondeu ao valor no qual a taxa de crescimento é méxima.
Para a obtengdo dos valores de taxa de crescimento, a densidade
optica (605 nm) das culturas foi determinada ao longo do
experimento, como medida de crescimento. Estas determinagdes
foram feitas de uma em uma hora, durante as primeiras trés horas,
e de duas em duas horas, durante cinco horas ap6s a inoculagio,
incluindo o tempo inicial. A partir das medi¢oes de densidade
Optica, a taxa de crescimento foi calculada, como descrito a
seguir. Este procedimento foi repetido trés vezes (BREZNAK;
COSTILOW, 1994).

Determinac¢ao das concentragdes 6timas, maximas e
minimas de sédio para o crescimento. Para determinagdo
das concentragbes de sddio 6tima, maxima e minima de
crescimento, as bactérias foram cultivadas em frascos de
Erlenmeyer (500 mL), contendo 250 mL de meio MRS, nas
seguintes concentracdes de sédio: 0%, 2,5%, 5%, 7,5%, 10%,
15%. O indculo foi feito a partir de uma pré-cultura em meio
MRS, incubada por 48 horas, a 30 °C. Apds a inoculagio, os
frascos foram transferidos para uma estufa a temperatura de
30 °C. As concentragdes Gtimas, maximas e minimas foram
determinadas da mesma forma descrita para a temperatura.
Este procedimento foi repetido trés vezes (BOWMAN, 2001).

Efeito de Solutos Compativeis Sobre o Crescimento
de Bactérias Acido-laticas na Presenca do Sédio. Para a
determinacdo do efeito de solutos compativeis sobre o
crescimento das bactérias isoladas na presenca do sodio, estas
foram cultivadas em frascos de Erlenmeyer (500 mL), contendo
250 mL de meio MRS e solutos compativeis (ROBERT et al.,
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2000), nas seguintes concentragdes de sédio: 0%, 2,5%, 5%, 7,5%,
10% e 15%. O indculo foi feito a partir de uma pré-cultura em
meio MRS, incubada por 48 horas, a 30 °C. Apds a inoculagio,
os frascos foram transferidos para uma estufa a temperatura
de 30 °C. As concentragdes Otima, maxima e minima foram
determinadas da mesma forma descrita para a temperatura.
Este procedimento foi repetido trés vezes.

Calculo da taxa de crescimento. A taxa de crescimento
foi calculada por meio de regressao linear dos valores
logaritimizados (log, ) de densidade éptica em relagdo ao tempo.
A partir do coeficiente angular obtido, a taxa de crescimento
foi calculada pela formula K = a*2,303, sendo K = taxa de
crescimento e a = coeficiente angular (WHITE, 2000).

2.4 Anadlise dos dados

Os dados foram armazenados e analisados graficamente,
em planilhas do software Microsoft Excel, e analisados
estatisticamente com ANOVA, e pelo teste de Tukey para
multiplas amostras, utilizando o software Statistica®.

3 Resultados e discussao

Por meio do processo de isolamento, foram obtidas bactérias
acido-laticas de apenas duas espécies, sardinha e guaivira.
Os organismos isolados foram identificados em trés espécies
distintas, representadas por seis, uma e duas linhagens (Tabela 1).

Avaliando-se os relatos fornecidos na literatura, pode-se
observar que o género Lactobacillus ¢ comumente relatado como
flora abundante em peixes (RINGO et al., 1997). Entretanto,
as espécies descritas de Lactobacillus sao distintas daquelas
identificadas no presente trabalho. Por exemplo, RINGO;

GATESOUPE, (1997) isolaram Lactobacillus plantarum
e Leuconostoc mesenteroides da regido gastrointestinal de
truta artica (Salvelinus alpinus). Assim como estes autores,
outros também relatam a presenca de géneros distintos
de bactérias acido-laticas em peixes, como, por exemplo,
Carnobacterium e Streptococcus, sendo este ultimo como
patégeno de trutas, enguias e outras espécies (RINGO et al,,
1997). No presente estudo, duas espécies de bactérias acido-
laticas foram encontradas na amostra de Sardinha, L. farciminis
S1 e L. homohiochii F3. Ja na amostra de Guaivira, apenas
L. intestinalis G1 foi identificado. Esta diferenca de espécies
de micro-organismos nos diferentes peixes utilizados, como
amostras, pode estar relacionada a diversos fatores, como a
propria espécie de peixe utilizada, a localidade de captura dos
peixes e a sua base alimentar, que tende a ser determinante paraa
composicdo da flora gastrintestinal destes (RINGO et al., 1997).

Crescimento em diferentes temperaturas. Foi analisado
o crescimento em diferentes temperaturas de duas linhagens
derivadas do isolamento a partir do pescado marinho,
L. homohiochii F3 e L. intestinalis G1, e de uma linhagem
referéncia, L. mesenteroides ATCC8293. O micro-organismo
L. homohiochii F3 apresentou crescimento minimo a temperatura
de 5°C, melhorando significativamente seu crescimento a partir de
20 °C. O crescimento maximo e 6timo ocorreu a 40 °C, cessando
a temperaturas acima deste valor (Tabela 2). Os valores das taxas
de crescimento para as diferentes temperaturas apresentaram
diferenca significativa entre si (p = 0,000159). O micro-organismo
L. intestinalis G1 apresentou crescimento similar a 5 °C e a
10 °C, porém com diferenca estatisticamente significante entre
si (p = 0,000160). O crescimento 6timo foi verificado a 30 °C,
apresentando valores de taxa de crescimento nesta temperatura
com diferenca significativa em termos estatisticos, em relagdo com

Tabela 1. Linhagens de bactérias dcido-laticas isoladas do pescado marinho.

Amostras de peixes Data de isolamento Codigo da linhagem Espécies
Sardinha 26/11/2004 F1 Lactobacillus homohiochii
Sardinha 26/11/2004 F3 Lactobacillus homohiochii
Sardinha 26/11/2004 F4 Lactobacillus homohiochii
Sardinha 26/11/2004 F7 Lactobacillus homohiochii
Sardinha 26/11/2004 F8 Lactobacillus homohiochii
Sardinha 26/11/2004 F10 Lactobacillus homohiochii
Sardinha 12/08/2004 S1 Lactobacillus farciminis
Guaivira 12/08/2004 Gl Lactobacillus intestinalis
Guaivira 12/08/2004 G2 Lactobacillus intestinalis

Tabela 2. Médias das taxas de crescimento (K) de trés linhagens de bactérias acido-laticas em diferentes temperaturas.
Temperaturas Taxa de crescimento
Lactobacillus Lactobacillus Leuconostoc
homohiochii F3 intestinalis G1 mesenteroides ATCC8293

5°C 0,04 0,06 -
10°C 0,08 0,06 -
15°C 0,13 0,12 0,14
20 °C 0,31 0,33 0,17
30°C 0,50 0,41 0,18
40 °C 0,64 0,30 -
45°C - - -
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as demais temperaturas testadas (p > 0,000159), exceto a 10 °C.
O crescimento cessou a temperaturas acima de 40 °C (Tabela 2).
Em contraste, pode-se verificar que L. mesenteroides ATCC8293
nao apresentou crescimento a temperaturas abaixo de 15 °C e
acima de 30 °C. Seu crescimento maximo e 6timo foi verificado
a 30 °C (Tabela 2), apresentando, estatisticamente, diferenca de
crescimento nas temperaturas de 15 °C e 30 °C (p = 0,006449),
fato ausente nas temperaturas de 15 °C e 20 °C.

Semelhante ao presente trabalho, Ishikawaa et al. (2003)
estudaram a taxa de crescimento de bactérias acido-laticas
isoladas de organismos marinhos e verificaram que a temperatura
6tima de crescimento das amostras foi entre 37 °C e 40 °C. A
taxa de crescimento para as diferentes temperaturas da linhagem
M13-2 (Marinilactibacillus psychrotolerans) foi de 0,36 a 25 °C;
0,52 a 30 °C; 0,60 a 37 °C; 0,42 a 40 °C, e 0,02 a 42.5 °C, tendo
uma taxa de crescimento maxima observada a temperatura de
37 °C. Em comparagao com os micro-organismos estudados,
L. homohiochii F3 pode ser considerado mais termotolerante
que Marinilactibacillus psychrotoleran, tendo maior taxa de
crescimento a 40 °C.

O crescimento em diferentes temperaturas por bactérias do
género Lactobacillus também foi estudado por outros autores.
A linhagem Lactobacillus casei ATCC4646, por exemplo, teve
seu crescimento restrito ao intervalo de 32 °C a 45 °C (MA;
MARQUIS, 1997). Esta diferen¢a pode estar relacionada
com os locais de isolamento destes micro-organismos, pois
Lactobacillus casei ATCC4646 é originado de caries dentarias,
um ambiente com temperaturas mais elevadas e mais constantes
que o ambiente marinho.

Crescimento em diferentes concentrages salinas na presenca
de solutos organicos. O crescimento das trés linhagens também foi
analisado na presenca de diferentes porcentagens de NaCl e de trés
solutos orgénicos testados individualmente. O micro-organismo
L. homohiochii F3, na auséncia de solutos orginicos, tolerou
apenas até 2,5% de sal no meio, apresentando maximo
crescimento na auséncia de sal. Nas demais concentrac¢des salinas,
ndo houve crescimento celular. Pode-se verificar que a adigdo
dos solutos organicos no meio permitiu que o micro-organismo
adquirisse capacidade de crescer até 5% de sal. Note-se que os
valores das taxas de crescimento na auséncia de solutos e na
presenca dos mesmos, mostraram-se estatisticamente diferentes
entre si (p = 0,000227) (Tabela 3).

O micro-organismo L. intestinalis G1, na auséncia de
solutos organicos, no meio, cresceu até 7,5% de sal. Para

Tabela 3. Médias das taxas de crescimento (K) de Lactobacillus homohiochii
F3 em diferentes concentragdes salinas, na auséncia e na presenca de trés
solutos organicos distintos.

L. intestinalis G1, a presenga dos diferentes solutos organicos,
no meio, ndo foi eficiente para promover um aumento da
tolerancia ao sal nas concentragdes 10% e 15% (Tabela 4). Porém,
ao se realizar o teste estatistico, todas as taxas de crescimento
calculadas na auséncia e na presenca de solutos compativeis,
foram significativamente diferentes entre si (p = 0,000231).

Em meio ausente de solutos orgénicos, o micro-organismo
L. mesenteroides ATCC8293 cresceu até 2,5% de sal, podendo-se
verificar, nesta concentra¢do, uma maior taxa de crescimento
quando comparado a 0% de sal. O soluto glicina-betaina nao
foi eficiente para este micro-organismo a ponto de permitir
com que tolerasse maiores concentragdes salinas. Ja os solutos
trealose e sacarose favoreceram para que o micro-organismo
crescesse também a uma concentragido de 5%, sendo a maior
taxa de crescimento verificada na presenca de sacarose
(Tabela 5). Estatisticamente, as taxas de crescimento obtidas
foram diferentes significativamente entre si nos diferentes casos
testados (p = 0,000227), exceto os valores calculados para a
sacarose a 0 e 2,5% de NaCl, que ndo apresentaram diferenga
estatistica (p > 0,05).

Segundo os dados fornecidos na literatura, o género
Lactobacillus seria um dos mais halotolerantes entre as BAL,
tendo sido relatado crescimento na presenca de até 10% de NaCl
(Paludan-Muller et al., 2002). Algumas espécies de Lactobacillus
também apresentam o crescimento limitado a baixas
concentra¢des de NaCl, como, por exemplo, Lactobacillus sakei
(4%) (MARCEAU et al., 2004), Lactobacillus delbrueckii (3,48%)
e Lactobacillus bulgaricus (1,74%) (HUTKINS; EIIEFSoN;
KASHKET, 1987). Ishikawa et al. (2003), ao calcularem a taxa
de crescimento para a espécie Marinilactibacillus psychrotolerans
em diferentes concentragdes salinas, verificaram que essas taxas

Tabela 4. Médias das taxas de crescimento (K) de Lactobacillus intestinalis
G1 em diferentes concentragdes salinas, na auséncia e na presenca de
trés solutos organicos distintos.

Concentragdo Taxa de crescimento
salina Sem solutos  Trealose  Glicina betaina  Sacarose

0% 0,44 0,43 0,42 0,48
2,50% 0,29 0,35 0,31 0,35
5% 0,25 0,22 0,15 0,21
7,50% 0,14 0,13 0,08 0,11

10% - - - -

15% - - - -

Tabela 5. Médias das taxas de crescimento (K) de Leuconostoc mesenteroides
ATCCB8293 em diferentes concentragdes salinas, na auséncia e na
presenca de trés solutos orgénicos distintos.

Concentragio Taxa de crescimento Concentragio Taxa de crescimento
salina Sem solutos Trealose Glicina betaina ~ Sacarose salina Sem solutos  Trealose Glicina betaina  Sacarose
0% 0,42 0,46 0,46 0,35 0% 0,06 0,26 0,21 0,11
2,50% 0,31 0,41 0,31 0,55 2,50% 0,15 0,25 0,12
5% - 0,28 0,09 - 5% - 0,15 - 0,22
7,50% - - - - 7,50% - - - -
10% - - - - 10% - - - -
15% - - - - 15% - - - -
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aumentavam com o aumento da concentragdo de sal. Fato
observado também neste trabalho, para os micro-organismos
L. mesenteroides ATCC8293, que também utilizaram o NaCl
para seu crescimento, num primeiro momento, podendo estes
ser considerados halofilicos.

Além do sal, outros compostos podem causar estresse
celular, como, por exemplo, os agtcares. Estes, em altas
concentragdes no meio, causam um estresse osmatico, porém
de forma bem mais leve que os sais, uma vez que promovem
um rapido equilibrio entre os meios intra e extracelular. Em
contradi¢do, segundo Glaasker et al. (1998), as células teriam
baixa afinidade pelos agtcares, o que os tornaria pouco
eficientes na osmoprotecdo. Tal fato que nao foi observado no
presente trabalho, no qual a sacarose e a trealose tiveram efeitos
benéficos na regulacido osmotica. O soluto trealose foi capaz de
permitir que L. homohiochii F3 e L. mesenteroides ATCC8293
conseguissem crescer até uma concentra¢io de 5% de NaCl, e
a sacarose reduziu eficientemente a inibi¢do de crescimento de
L. mesenteroides ATCC8293 ocasionado pelo NaCl, permitindo
que este crescesse também até uma concentragdo de 5% de sal
no meio; esses fatos nao foram observados na auséncia destes
solutos.

4 Conclusoes

Dentre as linhagens isoladas, pode-se verificar que o
género Lactobacillus é flora dominante nos peixes analisados
(Sardinha e Guaivira), em relagdo ao grupo das BAL.
Em decorréncia dos testes fisiolégicos de temperatura,
L. intestinalis G1 e L. homohiochii F3, quando comparados
com L. mesenteroides ATCC8293, mostraram-se mais
termotolerantes. Para os testes de salinidade, L. homohiochii F3
e L. intestinalis G1 podem ser ditos halotolerantes, quando
comparados com L. mesenteroides ATCC8293, que se mostrou
levemente halofilico. Por fim, mostra-se importante a presenca
dos solutos organicos glicina betaina, trealose e sacarose; estes
podem ser considerados compostos eficazes no processo de
osmoprotecao para as linhagens estudadas, uma vez que foram
responsaveis pela regulacdo osmdtica em condi¢des adversas.
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