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Resumo

O interesse pelos prebiodticos e probidticos tem vindo a crescer, por serem
eficientes no mantimento da integridade da microbiota, com efeitos positivos sobre
a saude do hospedeiro.

O mel, produzido pela Apis mellifera, € constituido maioritariamente por
acucares simples. No entanto, sdo os oligossacaridos presentes no mel que estéao
associados a efeitos prebidticos.

Neste estudo, o objetivo foi avaliar méis da Ilha Terceira quanto ao seu
potencial prebiético, usando como estirpes probidticas duas Bactérias do Acido
Lactico (BAL) isoladas a partir de Queijo Artesanal do Pico, face a atividade da
Listeria monocytogenes, em caldo e numa matriz lactea. Foi também avaliado o
efeito do pH estomacal (2,5) sobre a sobrevivéncia das BAL e da L. monocytogenes
guando incluidas numa matriz lactea, com ou sem adicdo de mel.

A adicdo de mel a uma matriz lactea promoveu o crescimento de probioticos
e favoreceu a acao inibitéria contra a L. monocytogenes. O mesmo nao se verificou
sem a adicdo de mel, tendo a L. monocytogenes aumentado consideravelmente a
sua proliferacdo. No ensaio para a simulacdo do meio estomacal, verificou-se um
sinergismo entre 0 mel e as BAL em relacdo a sensibilizacdo do patdgeno em
estudo ao baixo pH.

Este trabalho comprovou a existéncia de méis da llha Terceira com potencial
prebidtico. Sdo, contudo, necessarios mais estudos para confirmar este potencial e

permitir a sua aplicagéo pratica.
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Abstract

The interest in prebiotics and probiotics has been growing because they are
efficient in maintaining the integrity of the microbiota, positively affecting the health
of the host.

Honey, produced by Apis mellifera bees, consists mainly of simple sugars.
However, it is the oligosaccharides present in honey which are associated with
prebiotic effects.

In this study, the objective was to evaluate honeys of Terceira Island in
relation to their prebiotic potential, using as probiotic strains two lactic acid bacteria
(LAB) isolated from Pico’s Cheese, in relation to the activity of Listeria
monocytogenes, in broth and in a dairy matrix. The effect of stomach pH (2.5) on
the survival of LAB and L. monocytogenes when included in a milk matrix, with or
without honey, was also evaluated.

The addition of honey to a dairy matrix promoted the growth of probiotics and
favored the inhibitory action against L. monocytogenes. The same did not occur
without the addition of honey, whereas L. monocytogenes numbers increased
considerably.

In the assay for the simulation of the stomach environment, a synergism
between honey and BAL was observed, with sensitization of the pathogen under
study to the low pH values.

This work demonstrated the existence of honeys of Terceira Island with prebiotic
potential. However, further studies are required to confirm this potential and allow

for its practical application.
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Introducao

A microbiota intestinal € um conjunto de microrganismos que constituem um
ecossistema complexo(1l), presente nos diferentes compartimentos do trato
gastrointestinal, onde habitam em simbiose com o hospedeiro. A microbiota de
cada individuo é Unica(2) e a sua constituicdo € influenciada pela idade, dieta e,
sobretudo, pelo uso de antibidticos(1). E responsavel por uma variedade de fungdes
intestinais e desempenha um papel fundamental na nutricdo, na manutencéo da
integridade da barreira epitelial e no desenvolvimento da imunidade da mucosa(l).
Os probiéticos e prebioticos sdo conhecidos por terem um papel na prevencao de
algumas doencas, apesar de a sua eficacia ainda nao ter sido comprovada(3).

Os prebiodticos, definidos como substancias oligossacaridas e polissacaridas
ndo digeriveis, mas fermentaveis, afetam beneficamente a satde do hospedeiro,
estimulando seletivamente o crescimento e a atividade de uma ou mais espécies
de bactérias residentes no colon, como os lactobacilos ou bifidobactérias(1, 4). E
por isso, resistem a acidez gastrica, hidrolise pelas enzimas e absorcao intestinal
(5). Varios estudos sugerem que 0s prebidticos protegem contra o cancro do colon,
doencas cardiovasculares e sindromes metabdlicas (6).

O mel é um produto natural e complexo produzido por abelhas, Apis
mellifera, a partir do néctar de flores ou exsudados de arvores e plantas, devido a
acao das enzima(7). E constituido maioritariamente por hidratos de carbono, sendo
0s principais acucares, monossacaridos como, a frutose e a glucose, mas também
oligossacéaridos(8). Além disso contém inumeros compostos, como acidos
organicos, proteinas, aminoacidos, minerais, polifendis, vitaminas e compostos

aromaticos(7).



Contudo, sdo os oligossacaridos nao digeriveis que foram associados a
efeitos benéficos na digestdo humana, associados a efeitos prebidticos,
estimulando seletivamente o crescimento de bactérias no célon intestinal, como as
bactérias probidticas(7, 9).

Desde 1892, o mel tem sido descrito como um agente antibacteriano, pois
possui efeitos bacteriostéticos e bactericidas. Isso deve-se ao baixo pH, a presenca
de perdxido de hidrogénio e substancias nao peroxidas e, a baixa atividade da agua
(10, 11).

Os probibticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas conferem um beneficio a saude do hospedeiro, mantendo
a microbiota intestinal em homeostase e protegendo-a contra patégenos
gastrointestinais (1, 12). Apesar do numero adequado ainda ndo ser bem definido,
sugerem-se niveis entre 10% a 10° unidades formadoras de colénias (ufc) por
grama, de modo a que sejam eficazes a conferir beneficios ao hospedeiro, apds a
passagem e sobrevivéncia pelo trato gastrointestina(13). Além disso, reforcam o
sistema imunoldgico, sendo essencial na prevencdo e terapia de doencas
infeciosas, mas também na inflamacgé&o crénica no trato gastrointestinal. Melhoram
a biodisponibilidade de nutrientes, reduzem sintomas de intolerancia a lactose,
diminuem a prevaléncia de alergias em individuos suscetiveis, reduzem o risco de
certos cancros e ajudam no controlo dos niveis séricos de colesterol (12).

As bactérias do acido latico (BAL) sédo bactérias probidticas, encontrados em
varios alimentos fermentados, conhecidas por terem uma interacao préxima com o
sistema imunitario intestinal(14). Sao bactérias Gram-positivas, ndo esporuladas,
catalase negativas e oxidase negativas, que produzem substancias

antimicrobianas como as bacteriocinas e substancias poliméricas, como 0s



exopolissacaridos (EPS), que promovem a coloniza¢&o do trato-gastrointestinal por
bactérias probiéticas (15, 16). Produzem também biossurfactantes, com elevada
atividade antimicrobiana. As suas propriedades antiadesivas reduzem a adeséo
dos patégenos a parede gastrica(3).

A L. monocytogenes € um patdgeno gram-positivo, anaerobio facultativo,
com caracteristicas de crescimento como temperatura de 1 a 45 ° C e alta tolerancia
ao sal (15). Este patdgeno sobrevive ao pH baixo do estbmago e resiste a altos
niveis de sais biliares(17). E o principal agente etiologico da listeriose (18), capaz
de causar infecdo do feto em gestantes, meningite, meningoencefalite ou
gastroenterite febril em individuos ndo gestantes (19, 20). E encontrado na maioria
em produtos lacteos(21, 22).

O Queijo do Pico é um queijo curado produzido na llha do Pico, Acgores, feito
a partir de leite de vaca cru sendo por isso, propicio a contaminacao por L.
monocytogenes(15, 21). No entanto, a producdo de bacteriocinas, associados as
BAL, presentes no Queijo artesanal do Pico, pode afetar o crescimento do
patdogeno(15).

Em sistemas alimentares simbiéticos, o mel, como agente prebiotico,
mostrou apoiar o crescimento de probiéticos quando incubados em condi¢cbes
otimas com leite, aumentando a eficacia probiotica contra patégenos (9).

No presente estudo, foi avaliado o potencial prebidtico de méis da llha
Terceira, com duas BAL isoladas a partir do Queijo do Pico, Leuconostoc citreum
(L3C1E7) (14) e Lactococcus lactis (L3A21M1) (23), em simbiose, em cultura de

estirpe Unica, e face a L.monocytogenes.



Objetivos

O objetivo deste estudo foi:

- Avaliar méis produzidos na llha Terceira quanto ao seu potencial prebidtico,
usando como estirpes probidticas duas BAL isoladas a partir de Queijo artesanal
da llha do Pico (Acores);

- Avaliar o efeito da inclusdo de mel em leite desnatado sobre o comportamento da
Listeria monocytogenes e de duas BAL probiéticas isoladas a partir de Queijo
artesanal da Ilha do Pico;

- Avaliar o efeito do pH estomacal sobre a sobrevivéncia das BAL probi6ticas em
estudo e da Listeria monocytogenes quando incluidas numa matriz lactea com ou

sem a adicao de mel.

Material e Métodos

Microrganismos e condi¢cdes de crescimento

Utilizou-se uma estirpe de Ln. citreum (L3C1E7) e uma estirpe de Lc. lactis
(L3A21M1), ambas isoladas a partir de Queijo artesanal da llha do Pico, utilizadas
como culturas antimicrobianas. As culturas foram reativadas em caldo MRS
(MERCK) a 30°C, durante 24h (14, 23).

Como cultura-alvo foi utilizada uma estirpe de L. monocytogenes (ATCC
7466), reativada em Caldo Nutritivo (AES Laboratoire) durante 18h a 37° C (23).
Amostras de mel

No Quadro 1, apresentam-se os dados relativos a identidade das amostras

de mel estudadas.



Quadro 1 - Identificacdo das amostras de mel, quanto ao cédigo, zona de producéo, lote e data da

cresta
Mel Caodigo Zona de producéo Lote Data de cresta

1 S&o Pedro 13/06/2017
2 82554 Caldeira-Lajes 8255420170628 03/07/2017
3 189226 Serreta 18922629170402 23/04/2017
4 166502 Fontinhas 16650220170402 13/04/2017
5 694337 Feteira 69433720170914 18/06/2017
6 282726 Sao Pedro 28272620170914 15/09/2017
7 200981 Fontinhas/Agualva 20098120170930 13/11/2017
8 166502 Agualva 166502201700402 13/04/2017
9 205814 Cinco Ribeiras 20581520170613 14/06/2017
10 166502 Agualva 12/10/2017
11

12 166502 Fontinhas 16650220171007 12/10/2017
13 282726 S&o Pedro 28272620170613 14/06/2017

Ensaios de atividade prebidtica

1) Efeito da adicdo de mel a um sistema modelo (caldo MRS e caldo nutritivo)
sobre o crescimento de BAL e de L. monocytogenes

Nas amostras sem mel, inoculou-se 10 ml de caldo MRS (Biokar diagnostics)
com cultura ativada de BAL (1%, v/v) e 10 ml de caldo nutritivo com a cultura ativada
de L. monocytogenes (1%, v/v). Procedeu-se de igual modo para as amostras com
mel, tendo apenas suplementado os caldos com 5% (v/v) de cada uma das treze
amostras de mel em estudo. Todas as amostras foram incubadas a temperatura
Otima para cada tipo de bactéria (30 °C para as BAL, 37 °C para a L.

monocytogenes), durante 24 h.



As zero e 24h foram tiradas amostras para contagem do nGmero de
microrganismos viaveis por plaqueamento nos meios de cultura adequados. As
diluicdes necessarias foram feitas com Soluto de Ringer (Biokar Diagnostics) e
plagueadas em MRS Agar (Biokar diagnostics), para a contagem de BAL e em Agar
Nutritivo (Biokar diagnostics), para a contagem de L. monocytogenes. As placas
foram incubadas a 30 °C e a 37 °C, durante 48h em aerobiose. Findo o periodo de

incubacdao, procedeu-se a contagem das colonias e ao célculo do niumero de ufc/ml.

2) Efeito da adicdo de mel a um sistema lacteo (Skim milk) sobre o
crescimento de BAL e de L. monocytogenes

Inicialmente foi feito um ensaio de triagem das amostras de mel quanto a sua
atividade prebidtica numa matriz lactea, utilizando culturas ativadas da BAL em
estudo e da L. monocytogenes. Prepararam-se amostras com e sem mel, para as
quais se inoculou Skim Milk Powder (Oxoid) reconstituido de acordo com as
instru¢des do fabricante, esterilizado, com 1% de cada uma das bactérias em
estudo, conforme o protocolo descrito para os testes em sistema modelo. As
amostras com mel foram suplementadas com 5% (v/v) de cada uma das treze
amostras de mel. Todas as amostras foram incubadas a temperatura 6tima para
cada tipo de bactéria (30 °C para as BAL, 37 °C para a L. monocytogenes), durante
24 h.

As zero e 24h foram tiradas amostras para contagem do nimero de
microrganismos viaveis por plagueamento nos meios de cultura adequados. As
diluicbes necessarias foram feitas com Soluto de Ringer e plaqueadas em MRS
Agar, para a contagem de BAL e em Agar Nutritivo, para a contagem de L.

monocytogenes. As placas foram incubadas a 30 °C e a 37 °C, durante 48h em



aerobiose. Findo o periodo de incubacgéo, procedeu-se a contagem das colénias e

ao calculo do numero de ufc/ml.

3) Estudo da atividade prebiodtica da amostra 7 de mel numa matriz lactea

Utilizando 1% de cada cultura, inoculou-se 10 ml de Skim Milk, reconstituido e
esterilizado, com as culturas/combinac¢fes de culturas em estudo, como indica o
guadro 2. Para as mesmas combinacdes repetiu-se a inoculacdo, com e sem mel

7 a 5% (viv).

Quadro 2 — Culturas e combinac8es de culturas para inoculacdo em Skim Milk.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7
L.monocytogenes
+ L.monocytogenes | L.monocytogenes L3C1E7
L.monocytogenes L3C1E7 + + L3C1EY L3A21M1 +
+ L3C1E7 L3A21MA1 L3A21M1
L3A21M1

As zero e 24h foram tiradas amostras para contagem do numero de
microrganismos viaveis por plaqueamento nos meios de cultura adequados. As
diluicdes necessarias foram feitas com Soluto de Ringer e plaqueadas em MRS
Agar, para a contagem de BAL e em PALCAM (MERCK KGaA), para a contagem
de L. monocytogenes. As placas foram incubadas a 37 °C, durante 48h em
aerobiose. Findo o periodo de incubacgéo, procedeu-se a contagem das colénias e

ao célculo do numero de ufc/ml.

4) Efeito do pH estomacal sobre a sobrevivéncia das BAL eda L.
monocytogenes na presenca e na auséncia de mel

Para avaliar uma matriz lactea como veiculo para as BAL probioticas em estudo
e para a L. monocytogenes, nas condi¢cdes de pH prevalecentes no estbmago,

preparou-se culturas/combinacdes destas bactérias, como descrito para 0s ensaios



descritos no ponto 3. Apos a incubacéo de 24h, a 37°C, retirou-se uma aliquota (2
ml) de Skim Milk inoculado, contendo cada BAL e/ou a L. monocytogenes, e
adicionou-se a um tubo de ensaio contendo PBS &cido (pH 2,5). Os contetdos dos
tubos foram bem agitados no vortex e seguidamente incubados em agitacao a 37°C
(Edmund Buhler GmbH, Hechingen, Alemanha). A sobrevivéncia das bactérias foi
determinada as 0, 1, 2 e 3 h, refletindo o tempo de digestdo, removendo uma
aliquota de 1 ml no final de cada um destes periodos de amostragem(24).
Prepararam-se diluicdes em série, em Soluto de Ringer e procedeu-se a contagem

das BAL e/ou da L. monocytogenes como indicado no ponto 4.

Resultados

1) Efeito da adicdo de mel a um sistema modelo (caldo MRS e caldo
nutritivo) sobre o crescimento de BAL e de L. monocytogenes

De acordo com os dados da contagem em placas, a L. monocytogenes
apresentou comportamentos diferentes consoante o tipo de mel considerado.
Quando inoculado com mel 7, o patégeno cresceu de modo semelhante ao que se
verificou no Caldo Nutritivo sem mel, aumentando 2,4 ciclos logaritmicos no periodo
entre as Oh e as 24h, mas nas amostras com os restantes meéis, houve uma inibicéo
consideravel do seu crescimento, sendo que, por exemplo, no mel 13 apenas teve
uma variacdo de 0,1 de ciclo logaritmico (Figura 1, A).

Verificou-se que as BAL tiveram um comportamento diferente para cada mel.
Em relagéo a Ln. citreum, as amostras com mel 5 e mel 10, tiveram um crescimento
ligeiramente mais acentuado do que a amostra sem mel, de 2,3 ciclos logaritmicos
no intervalo das Oh a 24h, enquanto que as amostras com os méis 4 e 11 tiveram

um crescimento semelhante ao da amostra sem mel, com variagdes entre 2,1 e 2,2



ciclos logaritmicos. Os restantes meéis provocaram uma ligeira inibicdo do

crescimento da lactica (Figura 1, B).
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Figura 1. Crescimento (ciclos logaritmicos) de L. monocytogenes (A), Ln. citreum (B) e Lc. lactis (C)
em caldo ao fim de 24 h a temperatura 6tima de incubacéo.
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A Lc. lactis apenas teve uma inibicdo do crescimento quando suplementada
com o mel 6, pois, a sua variacao logaritmica foi inferior ao da amostra sem mel.
As restantes amostras tiveram um aumento logaritmico superior a 2 ciclos, entre as
0 e as 24h, sendo que as amostras com mel 5 e mel 9, permitiram que a Lc. lactis

aumentasse cerca de 3 ciclos logaritmicos em 24h (Figura 1, C).

2) Efeito _da adicdo de mel a um sistema lacteo (Skim milk) sobre o

crescimento de BAL e de L. monocytogenes
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Figura 2 - Crescimento (ciclos logaritmicos) de L. monocytogenes (A), Ln. citreum (B) e Lc.
lactis (C) em Skim Milk ao fim de 24 ha 37°C.
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O crescimento da L. monocytogenes num sistema lacteo foi de 3,4 ciclos
logaritmicos entre as 0 e as 24h. No entanto, quando foi aplicado mel, o crescimento
foi inibido, em geral. Apenas na amostra com mel 13, a L.monocytogenes manteve
0 seu comportamento semelhante a amostra sem mel (Figura 2, A).

No caso da Ln. citreum, as amostras com mel tiveram um crescimento
aumentado em relacdo a amostra sem mel. Foram as amostras com mel 3, 9 e 13
que tiveram um crescimento mais acentuado (Figura 2, B).

Os méis 4, 5, 8 e 12 inibiram o crescimento da Lc. lactis, visto que, a variacao
do numero de ciclos logaritmicos na amostra sem mel foi superior & verificada
nestas amostras. Foi a amostra suplementada com mel 2 que permitiu um

crescimento da Lc. lactis superior a 3 ciclos logaritmicos (Figura 2, C).

3) Estudo da atividade prebiética da amostra 7 de mel numa matriz lactea

Segundo a figura 3, nas amostras sem mel, a L. monocytogenes teve um
comportamento semelhante quando combinado com as duas BAL, ou com cada
uma delas em separado, num sistema lacteo. Entre as 0 e as 24h aumentou cerca
de 3 ciclos logaritmicos, quando combinado com apenas uma BAL, e cerca de 2,5
logaritmicos quando combinado com as duas BAL(Figura 3).

Em relacdo a combinacdo das duas BAL, sem adicdo de mel, entre as 0 as
24h aumentou 0,7 ciclos logaritmicos, ou seja, a variagao logaritmica foi menor do
gue quando as lacticas cresceram isoladas. No entanto, o nimero inicial e final de
colonias foi superior, guando cresceram juntas.

Na presenca de mel e das BAL, a L. monocytogenes apresentou uma
variacao negativa do numero de ciclos logaritmicos, ou seja, o numero inicial de ufc

foi superior ao numero final, logo, o patégeno sofreu uma inibicdo de crescimento.
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Essa inibicdo foi aumentada quando as BAL cresceram em conjunto ( -0,8 ciclos

logaritmicos).
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Figura 3 - Crescimento de culturas e co-culturas de BAL e L. monocytogenes em Skim Milk, as 0 e
24h a 37 °C.

Com a suplementacgéo de mel 7, as duas BAL tiveram um maior crescimento
em relacdo a amostra sem mel. Num periodo de 24h, houve um aumento de 1,3
ciclos logaritmicos, cerca de 0,6 ciclos acima da amostra sem mel. Em relacédo ao
crescimento das BAL em separado, estas tiveram uma variagéo de ciclos superior,
mas o namero inicial e final de ufc foi menor.

4) Efeito do pH estomacal sobre a sobrevivéncia das BAL eda L.
monocytogenes na presenca e na auséncia de mel

Os dados da avaliacao do efeito do pH estomacal sobre a sobrevivéncia das
BAL em estudo e da L. monocytogenes num sistema lacteo com e sem mel
apresentam-se no Quadro 3. A Ln. citreum aparentou uma fase de laténcia de mais
de 1h na presenca do mel 7, mas persistiu até ao nivel do ensaio. Sem mel, as
populacbes desta bactéria deixaram de ser detetaveis ao fim de 2h. A Lc. lactis
nunca atingiu niveis populacionais detetaveis na presenca de mel e, tal como a Ln.

citreum, deixou de ser contavel a partir das 2h de ensaio nos testes sem mel.
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Em co-cultura contudo, a suplementacdo com mel 7 ndo afetou negativamente
a sobrevivéncia a pH 2,5, tendo em ambos os casos, as populacfes bacterianas
descido abaixo do limiar de detecéao ao fim de 3h.

A L. monocytogenes sobreviveu a pH 2,5 durante todo o tempo do ensaio (3h),
guer na presenca, quer na auséncia de mel. Contudo, na presenca de mel verificou-
se um decréscimo do numero de ufc/ml. Em co-cultura com as duas BAL em estudo,
na auséncia de mel, as contagens de L. monocytogenes mantiveram-se acima de
2,0 ufc/ml durante toda a duracdo do ensaio. No ensaio com mel, contudo, a L.
monocytogenes deixou de ser detetavel a partir da primeira hora. Nestas co-
culturas, as BAL deixaram de ser detetaveis apenas as 3h, quer no ensaio com mel,
gquer no ensaio sem mel. Quando cada uma das BAL foi cultivada
independentemente com a L. monocytogenes, verificou-se uma ligeira redugéao nos
nameros de células da L. monocytogenes. Na auséncia de mel, as BAL, contudo,
s6 deixaram de ser detetaveis as 3h de ensaio. Na presenca de mel, mantiveram-

se detetaveis durante toda a duracdo do ensaio.

Quadro 3 — Sobrevivéncia de culturas e co-culturas de BAL e L. monocytogenes em pH 2,5, a 37 °C.
Oh 1h 2n 3h

L. manocyloganas BAL L. monocylogenas BAL L. monocyloganes BAL L. monocylogenas BaL
Listeria 35 ND 3.4 WO 3.3 WD 34 ND
Mel+Listeria 25 ND 20 ND 1.5 ND 18 ND
Listeria+L3AZ1M1+LICIET 29 ND 25 21 2.4 2.7 2.4 ND
Mel+Listeria+L 3IA21M1+L3CI1ET 1.0 13 ND 16 ND 18 ND ND
Listeria+ L 3A21M1 3.0 ND 28 1.1 2.5 1.4 24 ND
Mel+Listeria+L3A21M1 1.0 1.0 0.8 33 0.8 18 0.8 1.0
Listeria+ 3C1ET 3.0 2.6 2.8 25 23 1.4 2.5 ND
Mel+Listeria+L3C1ET 1.6 1.0 0.8 a7 0.8 1.4 [ 1.1
L3IA2AMA+LICIET ND 3.5 ND kAl ND ND ND ND
Mal+L3AZ1M1+LICIET ND 0.5 ND a7 ND 0.3 ND ND
L3AZ21MA ND 2.5 ND 27 ND ND ND ND
Mel+L3AZ1M1 ND ND ND WO ND ND ND ND
LICIET ND 34 ND 34 ND ND ND ND
Mel+L3IC1ET ND ND ND WD ND 4.2 ND 41
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Discussdo e Conclusodes

O mel possui atividade antibacteriana natural devido a fatores como: baixa
osmolaridade devido ao alto teor de acucar e baixa atividade da agua e alto teor de
acidez e peroéxido de hidrogénio, formado pela oxidag&o da glicose, durante o seu
amadurecimento (9, 25). Em concordancia com estas observacfes, 0 primeiro
ensaio a L. monocytogenes sofreu uma inibicdo de crescimento, quando
suplementado com mel. Esta inibicdo foi superior em alguns tipos de méis,
provavelmente pela diferente composi¢do do néctar, influenciada pela presenca ou
auséncia de algumas substancias quimicas, acidos gordos, acidos fendlicos e
flavondides, que afetam a atividade antimicrobiana do mel(25). A atividade
antibacteriana depende das fontes botanicas, do metabolismo da abelha, das
condi¢Bes ambientais, sazonais e climéaticas(11).

O mel contém oligossacéaridos potencialmente prébioticos que podem
aumentar sinergicamente a eficacia probidtica e a contagem de células viaveis (9).
No caso das BAL em estudo, Lc. lactis e Ln. citreum, o crescimento das mesmas,
guando suplementadas com mel, em caldo MRS, nado foi consideravel, tendo
inclusivamente alguns méis provocado a sua inibicdo. Contudo, no ensaio com
Skim Milk, simulando um sistema lacteo, a presenca de mel estimulou a proliferacédo
das BAL. No ensaio da inoculacdo da L. monocytogenes em Skim Milk, podemos
verificar que o patdégeno foi inibido na presenca de mel, o0 que comprova o descrito
acima. Outros estudos demonstraram também que a adi¢cdo de mel a leite promove
o crescimento dos probidticos e favorece a sua acao inibitéria contra patdogenos(9).

Quando as estirpes foram combinadas, verificou-se uma situacdo de
sinergismo contra o patdgeno, visto que, com a adicdo de mel, as bactérias

prébidticas tiveram um aumento na sua proliferacédo, verificando-se a0 mesmo
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tempo uma reducgdo consideravel do numero de ufc da L. monocytogenes. Isso
pode dever-se a presenca de bacteriocinas, produzidas pelas BAL, que séo ativas
contra bactérias Gram positivas, como a L. monocytogenes(15), simultaneamente
com a atividade antimicrobiana do mel. Num estudo anterior, foi comprovada a
presenca de uma bacteriocina anti-listeria, com potencial de inibicdo da atividade
da L. monocytogenes (23). O contrario verificou-se no ensaio sem mel, onde o
patdgeno aumentou potencialmente o seu crescimento, visto que os alimentos
lacteos sdo um veiculo de proliferacdo da L. monocytogenes (24).

O ensaio de avaliacdo do efeito do pH 2,5 (simulando o ambiente estomacal)
mostraram algum sinergismo entre as BAL e o mel no que toca a sensibilizacédo da
L. monocytones ao efeito do HCI. Também foi observado sinergismo entre BAL e
mel no que toca a inibicdo de L. monocytogenes no estudo de Lucan et al. (26).
Este é, contudo, um tema que tem sido ainda pouco estudado.

Os resultados deste trabalho demonstram a existéncia de méis acorianos
com potencial prebiético. No entanto trabalho teve, algumas limitagdes. Por motivos
de falta de material e de tempo, apenas foi possivel simular e avaliar in vitro a
resisténcia das bactérias a pH 2,5, simulando a sua passagem pelo estdmago.
Teria sido desejavel fazer uma simulagdo mais completa das condi¢des do trato
gastrointestinal. Para além disso, o nUmero de méis testados deveria ser maior e
deveriam ser utilizados triplicados ou, se possivel, quadruplicados das amostras de

mel.
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