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RESUMO

Probi6ticos sdo suplementos alimentares de microrganismos vivos com efeitos
benéficos no hospedeiro animal pela melhora do balanco intestinal. Dentre os
microrganismos considerados probidticos, somente aqueles microrganismos
classificados como bactérias acido lacticas (LAB) sé@o considerados importantes em
relacdo a alimentacdo. Cultivos de altas densidades de células sédo cada vez mais
importantes do ponto de vista industrial para a obtencdo de LABs, pois produtos
adicionados com esses suplementos apresentam alto valor agregado. Este trabalho
tem por objetivo a producdo de Lactobacillus plantarum em cultivo submerso em
biorreator, avaliacdo da sua resisténcia na forma livre e imobilizada frente as
condicdes de armazenamento sob refrigeracdo e transito gastrointestinal e elaboracéo
de produto fermentado com adicdo de probiéticos. Inicialmente foram realizados
experimentos para selecionar Lactobacillus que apresentassem alta produtividade de
biomassa. Em seguida foram realizados experimentos para avaliar a utilizacdo de soro
de queijo como ingrediente base da formulacdo do meio de cultivo e sua
suplementacdo com diferentes fontes de nitrogénio. Com 0 microrganismo
selecionado, L. plantarum, realizou-se a selecédo de variaveis através do delineamento
experimental Plackett Burman (P-B). A otimizacdo das condi¢cbes de cultivo foi
realizada utilizando um delineamento composto central rotacional (DCCR).
Paralelamente, foram testadas a sobrevivéncia de L. plantarum em armazenamento
sob refrigeracdo e a exposicdo a meios que simulem a passagem pelo aparelho
digestivo. Estas avaliagbes foram realizadas comparativamente entre 0s
microrganismos na forma livie e na forma microencapsulada utilizando como
polimeros alginato de sodio e pectina e recobrimentos com alginato de sédio e
quitosana. Os resultados mostraram que a temperatura, pH, taxa de aeracéo,
concentracdo de lactose e peptona foram os parametros que mais influenciaram a
producéo de biomassa. O DCCR para temperatura e taxa de aeragdo mostraram que
0 méaximo de producdo de biomassa predita foi de 14,30 g L™ de L. plantarum, nas
condicfes otimizadas. No ponto central do DCCR, atingiu-se a produgéo de biomassa
de L. plantarum de 10,2 g L™, como taxa de conversdo de 0,10 g de células g* de
lactose e 1,08 g de Acido lactico g lactose (m/m) com as seguintes condicdes de
cultivos: 140 g L™ de lactose; 15 g L™ peptona; 5 g L™ extrato de levedura; pH 5,2;
velocidade de agitacdo de 200 rpm; 34 °C e 3,5 vwm. O meio intestinal simulado ndo
interferiu na viabilidade dos microrganismos em relagdo ao meio controle. J& 0 meio
gastrico simulado diminui drasticamente a viabilidade dos microrganismos nas
condicBes testadas ndo havendo diferenca significativa entre os diferentes materiais
imobilizantes utilizados e o controle sem imobilizacdo. No armazenamento sob
refrigeracdo houve aumento da viabilidade em relacdo as células ndo imobilizadas,
sendo que os tratamentos em que houve menor perda de viabilidade foram
imobilizacdo em 4 % de pectina, 3 % de alginato de sodio recoberto com quitosana e
mistura de 2 % de alginato de sédio e 2 % de pectina. Quando testada a viabilidade
em iogurte de L. plantarum imobilizados em 3 % de alginato recoberto com quitosana
houve perda de viabilidade de 0,55 ciclo logaritmico durante 38 dias de
armazenamento. A cepa de L. plantarum estudada se mostra como um
microrganismos potencial para utilizacdo como probiético em alimentos, uma vez que
demonstrou alta produtividade de células e boa viabilidade frente as condi¢cbes de
estresse utilizadas.

Palavras chave: Lactobacillus plantarum, producdo de &acido lactico, producdo de
probiético, planejamento Plackett-Burman, planejamento DCCR, imobilizacdo por
emulsificagdo, recobrimento, viabilidade, iogurte.



ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms feed supplement, which beneficially affects the host
animal by improving its intestinal microbial balance. Among the microorganisms
considered probiotics, only those strains classified as latic acid bacteria - LAB are
considered of importance regarding to the nutritional effects. High cell density
cultivations of LABs are important from the industrial viewpoint, because products
added with this supplement are of high value. The aims of this work were to investigate
the biomass production of Lactobacillus plantarum in submerged bioreactor cultures,
evaluate the resistance of free and immobilized L. plantarum when submitted to
refrigerated storage, the viability in simulated gastrointestinal juices and in yoghurt.
Initially, experiments were performed to select Lactobacillus that showed high
productivity of biomass. Further experiments were performed to evaluate the use of
cheese whey as a basic ingredient in the formulation of the medium and its
supplementation with different nitrogen sources. The selected microorganism, L.
plantarum, was used for the selection of variables of the Plackett Burman (PB) design.
The optimization of culture conditions was performed using a central composite
rotational (CCD) design. In parallel, it was tested the survival of L. plantarum in
refrigerated storage and exposure to media that simulated the passage through the
digestive tract. These evaluations were performed comparatively between
microorganisms in the free and microencapsulated form using as polymers sodium
alginate and pectin, coated with sodium alginate or chitosan. Results have shown that
temperature, pH, aeration rate, lactose, and peptone were the most influential over
biomass formation. The CCD for temperature and aeration rate showed that the model
predicted maximal biomass production of 14.30 g L™ (dw) of L. plantarum under the
optimized conditions. At central point of CCD, it was obtained a biomass production of
10.2 g L™ (dw), with conversion rates of 0.10 g of cell g™ lactose and 1.08 g lactic acid
g’ lactose (W/w), with the following conditions: 140 g L™ of lactose; 15 g L™ peptone; 5
g L™ of yeast extract; pH 5.2; stirred agitation of 200 rpm; 34 °C and 3.5 vvm. The
simulated intestinal medium did not affect the viability of microorganisms in relation to
the control medium. However, the simulated gastric medium drastically reduces the
viability of microorganisms in the conditions tested with no significant difference
between the different materials used and the control without immobilization. In
refrigerated storage there was an increase in the viability compared to free
microorganisms, and the treatments with lower loss of viability were those of 4% pectin,
3% sodium alginate coated with chitosan and a mixture of 2% alginate sodium and 2%
pectin. When tested the viability in yogurt of L. plantarum immobilized in 3% alginate
coated with chitosan, the viability loss was 0.55 log cycle during 38 days of storage.
The strain of L. plantarum studied was shown as a potential organism for use as
probiotics in food, since it has shown high yield and good cell viability in the face of
stress conditions used.

Keywords: Lactobacillus plantarum; Lactic acid production; probiotic production;
Plackett-Burman design; CCD experimental design, immobilization by emulsification,
coating, viability, yogurt.



1 INTRODUCAO

Os ultimos anos vém sendo caracterizados pelo crescente interesse em
uma alimentacdo mais saudavel, que além de fornecer os nutrientes basicos a
dieta, possuam ainda componentes ou substancias que desempenhem papel
benéfico sobre a salde. Uma nova categoria de alimentos foi criada, a qual se
denominou alimentos funcionais. Enquadram-se nesta categoria de alimentos
0Ss probidticos que sdo suplementos de microrganismos vivos que S&o
administrados em quantidades adequadas conferindo beneficios a saude do
hospedeiro.

O desenvolvimento de tecnologia satisfatéria para a produgdo de
probidticos, levando em consideracao sua viabilidade e sua estabilidade, é uma
area chave de pesquisa e producdo industrial. Cultivos que produzam alta
densidade de células se mostram cada vez mais importantes e de interesse
comercial, pois produtos adicionados de probidticos apresentam maior valor
agregado e para algumas industrias que possuem esta linha de alimentos estes
ttm se tornado o0s produtos responséveis pelos maiores faturamentos
empresariais.

Outro aspecto de extrema importdncia é a passagem do alimento
suplementado com probioticos pelo trato gastrointestinal. Neste transito ha a
exposicdo ao pH Acido estomacal, sais biliares e enzimas e este processo
representa a maior barreira a sobrevivéncia dos microrganismos. Isso se deve
ao fato de que para que uma cepa probiotica exerca o efeito benéfico no seu
hospedeiro, esta deve ser capaz de sobreviver & passagem através do trato

gastrointestinal de quem a consome chegando em quantidades adequadas no



intestino delgado e neste seja capaz de se desenvolver para desempenhar seu
papel benéfico. Por este fato, a tolerancia ao acido e a bile estdo entre os
critérios para a sele¢céo de cepas probidticas.

Com o intuito de melhorar a viabilidade dos probiéticos nos produtos e
aumentar a sua sobrevivéncia a condi¢cdes adversas, diversas técnicas de
imobilizagdo de células tém sido investigadas como uma forma passivel de
protecdo dos probidticos nos produtos. Encapsulagdo em esferas de
hidrocoldides aprisiona ou imobiliza as células dos microrganismos dentro da
matriz, o que pode promover protecdo nestes meios. Existem diversos
materiais que sao empregados para microencapsulacdo, como pectina, -
carragena, gelatina, amido e gomas, sendo que o mais amplamente utilizado é
o alginato de sodio.

Membros dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sé&o os principais
probidticos reconhecidos. Lactobacillus plantarum é uma versatil bactéria acido
lactica (LAB) que é encontrada em uma grande variedade de ambientes. Este
microrganismo tem uma longa histéria de uso seguro em produtos alimenticios
sendo reconhecido e largamente empregado como probidtico.

Em vista ao exposto, o objetivo do presente trabalho é otimizar a
producdo de probidticos em cultivo submerso em biorreator, utilizando como
base do meio de fermentacdo soro de queijo, avaliar a viabilidade de L.
plantarum, na forma livre e microencapsulada, sob condigbes simuladas de

transito gastrointestinal, armazenagem sob refrigeragdo e em iogurte.



2 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo é apresentada uma revisao sobre bactérias acido lacticas,
suas principais caracteristicas, representantes de interesse e aplicacdo na
indastria de alimentos. Também s&o discutidos conceitos como microrganismos
probidticos, principais representantes e necessidade de pesquisa para aumento

de sua viabilidade para a aplicagdo em produtos.

2.1 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

O termo bactérias acido lacticas (LAB) se refere a um grupo diverso de
bactérias. Na descricdo de uma LAB tipica incluem-se como caracteristicas
destes microrganismos: Gram-positivos, fastidiosos, ndo esporulados, catalase
negativos, destituidos de citocromo, acido tolerantes, geralmente sem
mobilidade, anaerdbios facultativos e com &cido lactico sendo o principal
produto da fermentacdo de aclUcares (AXELSSON, 1998; HOLZAPFEL et al.,
2001; SAVIJOKI, INGMER, VARMANEN, 2006). Contudo, algumas excecdes
para essa descrigdo geral podem ocorrer pois algumas espécies podem formar
catalase ou citocromo em meio contendo hematina ou compostos relacionados
(AXELSSON, 1998). HEINEMAN (1920) apresentou a compilagédo dos dados
apresentados sobre a classificagdo de LAB por Orla-Jensen, que subdividiu as
LAB nos géneros Streptococcus, Betacoccus, Tetracoccus, Thermobacterium,
Streptobacterium, Betabacterium e Microbacterium. A classificagéo foi baseada
em poucas caracteristicas, dentre elas morfologia (coco ou bacilo, formagéo de
tétrade), modo de fermentac&o de glicose (hetero ou homo fermentacdo), gama

de utilizacdo de acUcares e crescimento em certas temperaturas. Estas



caracteristicas continuam auxiliando na classificagcdo das LAB (AXELSSON,
1998).

A Tabela 1 apresenta a classificagcdo das LAB por Orla-Jensen
comparativamente a atual subdivisédo de géneros de acordo com a taxonomia.
Os géneros estdo agrupados segundo caracteristicas de formacgéo de catalase,
reducgédo de nitrito, forma do microrganismo e tipo de fermentag&o que realizam

(HEINEMAN, 1920; HOLZAPFEL et al., 2001; PANESAR et al., 2007).

Tabela 1: Classificacdo das LAB por Orla-Jensen e classificacdo taxondmica atual?

Género Forma Catalase  Reducdo de nitrito Fermentacao Género atual
Betabacterium Bacilo - - Hetero- Lactobacillus®
Weissella®
Thermobacterium Bacilo - - Homo- Lactobacillus®
Streptobacterium Bacilo - - Homo- e Lactobacillus®
Hetero- Carnobacterium
Streptococcus Coco - - Homo- Streptococcus
Enterococcus
Lactococcus®
Vagococcus
Betacoccus Coco - - Hetero- Leuconostoc®
Oenococcus®
Weissella®
Microbacterium Bacilo + + Homo- Brochothrix
Tetracoccus Coco +* + Homo- Pediococcus®
Tetragenococcus®

“ Fonte: Heineman (1920), Holzapfel et al. (2001) e Panesar et al. (2007).

% Geéneros geralmente reconhecidos como seguros com base na informagé&o cientifica e experiéncia
pratica.

* Pediococo sdo geralmente catalase negativo mas algumas cepas podem produzir pseudocatalase que
resulta em reagéo de falso-positivos.

Como pode ser observado na Tabela 1, atualmente no grupo de LAB
existem representantes de diversos géneros, sendo 0s principais aqueles
pertencentes aos géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus e Streptococcus. Também se enquadram nesse grupo alguns
membros dos géneros Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus,
Teragenococcus, Vagococcus e Weisella. O maior grupo de LAB pertence ao
género Lactobacillus que compreende mais de 125 espécies e subespécies

(AXELSSON, 1998; HOLZAPFEL et al., 2001; PANESAR et al., 2007).



A caracteristica chave das LAB que deve ser enfatizada é a inabilidade
para sintetizar grupos porfirinas (como heme). Isto faz com que as LAB sejam
destituidas de catalase e de citocromos quando crescem em meios
laboratoriais que tenham caréncia de hematina ou compostos relacionados.
Nestas condigdes, LAB ndo possuem o mecanismo da rede de transporte de
elétrons e encaminha as fermentagdes para geracdo de energia (AXELSSON,
1998).

O género Bifidobacterium frequentemente é considerado LAB, pois
apresenta algumas das caracteristicas do grupo: Gram-positiva, sem
mobilidade e ndo esporulada. Contudo, é filogeneticamente néo relacionado,
sendo enquadrado no grupo dos Actinomycetos e possui modo Unico de
fermentacdo de acguUcares, caracteristico do género. S&o microrganismos
anaerobios estritos e o grau de tolerancia ao oxigénio depende da espécie e do
meio de cultura (AXELSSON, 1998; BALLONGUE, 1998). Hexoses séo
degradadas exclusivamente e especificamente pela rota da frutose-6-fosfato
(SCARDOVI, TROVATELLI, 1965' apud BALLONGUE, 1998). A fermentag&o
de dois mols de glicose leva a formagéo de trés mols de acetato e dois mols de
lactato (BALLONGUE, 1998).

A caracteristica essencial do metabolismo das LAB é a fermentacéo

eficiente de carboidratos, associada a fosforilagdo ao nivel do substrato.

Basicamente existem duas rotas metabdlicas para a fermentagdo de hexoses

! SCARDOVI, V.; TROVATELLI, L. D. The fructose-6-phosphate shunt as peculiar pattern of
hexose degradation in genuus Bifidobacterium. Annali di microbiologia ed enzimologia, v. 15, p.
19-29, 1965.



em LAB, a fermentacdo homoléactica (Figura 1) e a fermentacdo heterolactica,

apresentada na Figura 2 (AXELSSON, 1998).
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Figura 1: Fermentacdo homolactica
Fonte: Adaptado Axelsson, 1998.
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Figura 2:Fermentacgao heterolactica
Fonte: Adaptado Axelsson, 1998.

Teoricamente, na fermentacdo homolactica, uma molécula de glicose
produz duas moléculas de &cido lactico apresentando um ganho liquido de
duas moléculas de ATP por molécula de glicose, através da via glicolitica (via
Embden-Meyerhof). O nome homolactica deve-se ao fato do acido lactico ser o
Unico ou predominante produto final (superior a 50%) sob condigfes tipicas de
fermentac@o (excesso de acucar e acesso limitado ao oxigénio) e ndo ha a
fermentacé@o de pentoses ou gluconato. As espécies heterolacticas facultativas
metabolizam hexoses pela via glicolitica Embden-Meyerhof, contudo também
sdo capazes de metabolizar pentoses e outras substancias através da rota 6-
fosfogluconato/fosfocetolase tendo outros produtos finais de metabolismo além
do &cido lactico, como acido acético, etanol e CO,. Ja as espécies

heterolacticas obrigatdrias usam somente a rota fosfocetolase para o



metabolismo de acUcares e seus produtos finais de fermentacdo s&o
principalmente o &cido lactico e o &cido acético e/ou etanol com geracdo de
CO, (AXELSSON, 1998).

A producéo de é&cidos orgéanicos pelas LAB diminui o pH e torna o meio
seletivo contra outros microrganismos menos é&cido-tolerantes (McDONALD,
FLEMING e HASSAN, 1990).

Um resumo da diferenciagdo dos géneros de LAB com testes

bioquimicos classicos é apresentado na Tabela 2.



Tabela 2: Caracteristicas diferenciais das LAB?

Caracteristica Bacilo Coco

Carnobacterium  Lactobacillus ~ Aerococcus Enterococcus —Lactococcus —Leuconostoc  Pediococcus — Streptococcus — Tetragenococcus — Weissella”
Vagococcus  Oenococcus

Tétrade - - + - - - + - T .
formacéo
CO; a partir de -
glicose®
Crescimento a +
10°C
Crescimento a - + - + - - + + - -
45°C
Crescimento a ND'
6,5% NaCl
Crescimento em - - - - - - - - + -
18% NacCl
Crescimento a ND + - + +
pH 4,4
Crescimento a - - + + - - - - + -
pH 9,6
Acido lactico® L D,L,DL® L L L D L, DLY L L D, DL°

I+

+ - - - +

+
+
+
+
+
+
+
+

I+
+
+

I+

I+
+

I+

I+
+
I+

%+, positivo; -, negativo; +, resposta variavel entre espécies; ND, ndo determinado.

b Cepas de Weissella podem néo ter a forma de bacilo

“Teste para homo ou heterofermentacgéio de glicose, negativo e positivo denotam homofermetativo ou heterofermentativo, respectivamente.
dConfigura(_;éo do &cido lactico produzido a partir da glicose.

°Pequenas quantidades de CO, podem ser produzidas, dependendo do meio.

'Sem crescimento em 8% de NaCl pode acontecer.

9Produc&o de D-, L- ou DL-Acido lactico varia dependendo da espécie.

Fonte: Axelsson, 1998.



O género Carnobacterium é distinguivel dos Lactobacillus com estes
testes, bem como Vagococcus do Lactococcus. Em geral, carnobactérias
podem ser distintas dos lactobacilos pela sua capacidade de crescer a pH 9,0 e
inabilidade de crescer em meio acetato, seletivo para lactobacilos. Weisssella
pode ser facilmente confundida com leuconostococos ou lactobacilos
heterofermentativos. Como pode ser notado, existem sobreposi¢coes entre
géneros e excecgles as regras apresentadas podem ser encontradas. Dessa
forma, a classificagdo depende de métodos mais sofisticados como
seguenciamento de DNA (AXELSSON, 1998; MAKAROVA, KOONIN, 2007).

Contudo, estas caracteristicas fenotipicas com que as LAB sé&o
tradicionalmente classificadas como morfologia, modo de fermentagdo e
crescimento em diferentes temperaturas, ndo corresponde em sua totalidade
com os resultados de estudos baseados na comparagdo de sequenciamento
por rRNA. Dessa forma, algumas espécies ndo sdo adequadamente distintas
por caracteristicas fenotipicas e os estudos com técnicas moleculares tém
demonstrado ser de grande importancia para a correta identificacdo e
diferenciacdo das espécies. A filogenia de bactérias deve ser baseada na
comparacdo de moléculas altamente conservadas que estdo presentes em
todos os microrganismos (HOLZAPFEL et al, 2001). Comparagcdo da
sequéncia de rRNA é considerada uma 6tima medida para a determinagéo da
relagdo filogenética entre bactérias. A porcentagem molar de guanina mais
citosina (G + C) € uma técnica empregada para a classificacdo taxondmica
bacteriana, que associada com os dados de sequiéncias de rRNA 16S a torna
uma ferramenta bastante eficiente. Por meio da analise do rRNA 16S, as

eubactérias Gram positivas dividem-se em dois filos: um grupo com
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porcentagem molar de G + C maior que 55% e outro menor que 50%. O grupo
de menor porcentagem G + C ou ramo de Clostridium inclui todas as LAB e
uma “verdadeira” LAB é caracterizada por possuir conteddo de G + C < 55%
molar. Algumas bactérias que apresentam valores de porcentagem molar G +C
na faixa de 50 — 55%, como Lactobacillus fermentum, pertencem ao grupo de
baixa porcentagem molar (AXELSSON, 1998; HOLZAPFEL et al., 2001; JAY,
2005).

O género Bifidobacterium que apresenta algumas das caracteristicas
das LAB, mas que por motivos praticos continua sendo considerado parte das
LAB, é filogeneticamente distinto. Bifidobactérias exibem alto conteddo de G +
C, na faixa de 55-67% molar no DNA e fazem parte do ramo dos
Actinomycetos (HOLZAPFEL et al., 2001).

A relacao filogenética dos diferentes géneros de LAB é apresentada na
Figura 3 e € baseada na comparacéo dos resultados de andlise de seqliéncia
de 16S rRNA. Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus, Aerococcus,
Tetragenococcus e 0 novo género Lactosphaera sédo mais relacionados entre
eles do que em comparacdo com os demais LAB. Este grupo de géneros é
mais proximos filogeneticamente a aerdbios e anaerdbios facultativos da
subdivisdo de baixa porcentagem de G + C do que com demais LAB.
Lactococcus e Streptococcus aparecem bastante proximos, enquanto que 0s
Lactobacillus sédo filogeneticamente diversos (AXELSSON, 1998; HOLZAPFEL,

et al., 2001).
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Figura 3: Arvore filogenética, baseada na anélise comparativa de 16S rRNA, mostrando o
grupos filogenéticos principais das LAB e os géneros Gram-positivos néo relacionados
Bifidobacterium e Propionibacterium.

Fonte: HOLZAPFEL et al., 2001

LAB tém longo histérico de uso nos processos produtivos de alimentos
fermentados e grandes esforgcos tem sido feitos para investigar o papel destes
microrganismos nestes processos (SAVIJOKI, INGMER, VARMANEN, 2006).
Teusink e Smid (2006) apresentam uma revisdo sobre as aplica¢des industriais
de LAB e estratégias para o aperfeicoamento dos processos tecnolégicos, além
das diferentes metodologias biotecnolégicas usadas para o melhor
conhecimento dos mecanismos envolvidos nestes processos. Entre as
aplicagbes das LAB estdo a producdo de biomassa e de metabdlitos. Cada
requerimento especifico para a producédo de cepas depende da aplicacdo que
se pretende realizar. A producdo de biomassa de LAB tradicionalmente era
realizada para o0 uso destas como culturas iniciadoras em produtos

fermentados de leite, carnes e vegetais. Contudo, a partir dos anos 80 o
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interesse no uso de probidticos tem aumentado e sendo também foco da
otimizacdo da producdo de biomassa de LAB. Em geral, o critério para a
selecdo de culturas iniciadoras esté relacionado com a sua taxa de acidificag@o
e caracteristicas de producao de flavors. Para probioticos, a selegédo é baseada
em efeitos benéficos em seus hospedeiros. Independentemente das
caracteristicas que devem ser atingidas para cada caso, sempre se deseja
altas produgcbes de biomassa com grande numero de células viaveis.
Adicionalmente, o uso de substratos agroindustriais de baixo custo é um
importante objetivo para otimizar a produ¢cdo de biomassa (TEUSINK, SMID,

2006).

2.1.1 Lactobacilos

Lactobacilos s&o bacilos Gram positivos pertencentes ao grupo das LAB.
Normalmente eles sdo encontrados em meios ricos em que estejam
disponiveis fontes de carboidratos, como em mucosas de humanos e animais
(cavidade oral, intestino e vagina), em plantas e materiais derivados destas,
adubo, alimentos fermentados ou deteriorados. S&o microrganismos
amplamente presentes na dieta e sdo encontrados no trato gastrointestinal
desde o nascimento (BERNARDEAU et al., 2008).

Lactobacilos, assim como outras LAB, desempenham um papel crucial
na producdo de alimentos fermentados como vegetais (GEREZ et al., 2008;
TOLONEN et al., 2004), carnes (CENCI-GOGA et al., 2008) e principalmente
em laticinios (DE SOUZA et al.,, 2008; GOMEZ-RUIZ et al, 2008). A
contribuicdo primaria destes microrganismos consiste na rapida formacéo de

acido lactico a partir das fontes de carbono disponiveis, resultando em
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acidificacdo, que € um parametro critico na preservacao dos alimentos. Além
deste abaixamento do pH, durante a fermentacdo hd o desenvolvimento de
importantes caracteristicas como flavour, textura e alteracdes nutricionais
(KLEEREBEZEM, HUGENHOLTZ, 2003).

A Tabela 3 apresenta classificacdo de Lactobacillus baseada nas suas
caracteristicas de fermentacdo. Como pode ser observado o género

Lactobacillus pode ser dividido em trés grupos.

Tabela 3: Classificacao do género Lactobacillus em relagéo ao tipo de fermentacgao

Fermentacdo homoléactica Fermentacao heterolactica
Facultativa Obrigatoria
L.acidophilus L. plantarum L. brevis
L. helveticus L. rhamnosus L. buchneri
L. delbrueckii subsp. delbrueckii L. coryneformis L. fermentum
L. delbrueckii subsp. lactis L. curvatus L. kefir
L. delbrueckii subsp. bulgaricus L. casei L. reuteri
L. paracasei

Fonte: PANESAR et al., 2007

2.1.1.1 Lactobacillus plantarum

L. plantarum é uma versatili LAB que é encontrada em uma grande
variedade de ambientes. Este microrganismo tem uma longa histéria de uso
seguro em produtos alimenticios como o chucrute e as preparagbes com
azeitonas. Dentre centenas de estudos, pouquissimos sugerem que
L. plantarum esteja envolvido com infecgdo (DE VRIES et al., 2006). Diversos
produtos com cepas de L. plantarum estdo disponiveis no mercado e

comercializados como probiéticos, como pode ser observado na Tabela 4.
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Tabela 4: Produtos disponiveis no mercado, comercializados como probioéticos contendo
L. plantarum

Administracao Produto Website
Capsula iFlora Multi-Probiotic Capsules http://www.sedonalabs.com/shop/pc/viewPrd.asp?id
Category=2&idProduct=1&show=supfact
Probiotc Eleven http://www.greatestherbsonearth.com/nsp/probiotic_
eleven.htm
Plantadophilus http://www.enzymeessentials.com/HTML/plantadophi
lus.html

FloraFood http://www.commercemarketplace.com/home/purpro

d/AIM_Products_- WholeBody.html

Living Vitamine C caps http://www.fitfuel.com/living-vitamin-probiotics-

enzymes-added-caps-p-16582.html

Udo’s Choise http://www.florahealth.com/Flora/Home/international/
Products/TG8_More.asp
Super Detox System http://www.upforlife.com/detox.html
Suco de fruta Proviva http://www.probi.com/standard.asp?id=83
Bebida Lactovitale http://www.filipinovegetarianrecipe.com/lactobacillus_
plantarum/lactobacillus_plantarum.htm
Po/gel ProBios http://www.petfooddirect.com/store/product_detail.as
p?pf%5Fid=2055101&dept%5Fid=10&brand%5Fid=1
128

Fonte: Adaptado de De Vries et al. (2006)

McDonald, Fleming e Hassan (1990) determinaram a resposta do pH
interno celular de L. plantarum ao pH externo criado pelo proprio
microrganismo ou por &cidos lactico ou acético e seus sais adicionados no
meio de crescimento. O crescimento do L. plantarum parou quando o pH
interno alcangou faixa de 4,6 - 4,8, sendo que a variagdo da composicdo do
meio ou pH n&o alterou o limite do pH interno de crescimento alcancado pelo
microrganismo. No entanto, foi verificado que a limitacdo do pH externo é
altamente influenciada pelo meio de crescimento, tanto em relacéo ao pH inicial
quanto em relag@o a presenca e tipo de acido organico. O microrganismo nao
manteve o0 seu pH interno constante, mas sim diminuiu com a diminui¢cdo do pH
externo. Apesar do baixo pH externo (3,0) e altas concentragbes de acido
lactico e acético (160 mM), o L. plantarum manteve um gradiente de pH. Este
gradiente aumentou com a diminuigdo do pH externo e com a diminuicdo da
concentracdo de lactato de sodio ou acetato de sodio (0-160 mM) em pH

constante (5,0).
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Tseng e Montville (1990) realizaram estudo em que mediram as
atividades enziméticas de L. plantarum crescendo sob condi¢des combinadas
de meio acido (pH 5,5), alcalino (pH 7,7), aerébias e anaerdbias; todos ensaios
de 20 h a 37 °C; de modo que as mudangas nas atividades enziméticas
pudessem ser correlacionadas com troca no catabolismo da glicose em
resposta as condicbes ambientais. Observaram que as maiores densidades
celulares foram alcancadas nos cultivos aerdbios, ocorrendo maior formagéo
de biomassa no pH 5,5 (215,3 mg L) do que no pH 7,7 (160,2 mg L™). O
lactato sempre foi o produto majoritario formado e as maiores concentracfes
ocorreram nas condi¢gdes anaerdbias e alcalinas. O L. plantarum contém duas
enzimas separadas lactato desidrogenase NAD-dependente (nLDH) que forma
L-lactato e D-lactato. A maior atividade da nLDH das quatro condigbes
estudadas foi alcangada em condicdo aerébia no pH 7,7. A atividade
enzimatica de nLDH foi maior na cultura aerébia em pH 5,5 do que na
correspondente em condicdo anaerdbia. Quando comparados os cultivos
realizados anaerobiamente, em pH 7,7 houve a maior atividade enzimatica de
nLDH.

Tseng, Tsau e Montville (1991) utilizaram estudo em cultura continua
para controlar os niveis de pH e O, de maneira que consequéncias
bioenergéticas independentes dessas varidveis pudessem ser determinadas
em L. plantarum 8014. Quando avaliado o efeito do oxigénio, houve aumento
da concentragdo de ATP intracelular e forca proton motriz (PMF)
imediatamente apos a cultura ser mudada da condi¢do anaerdbia para aerdbia.
Este aumento no ATP intracelular se deve possivelmente ao fato que um

7

adicional ATP é formado com a formagdo de acetato. Estes autores
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observaram que a mudancga na concentragdo de ATP intracelular acontece
paralelamente & mudanca na PMF. Similarmente & PMF ocorre com as
concentragdes de lactato e acetato, que exportam prétons contribuindo para o
gradiente de prétons. Também foi verificado que a PMF e a concentracéo de
ATP intracelular foram mais altas nas culturas operando em estado
estacionario anaerébio. A variavel estequiométrica de proton, n, para H*/lactato
varia de 0,8 a 1,2 e, H'/acetato de 0,8 a 1,6 depois de 2 h da mudanca nas
condi¢des de aerobiose, sendo que os valores de n para a excregdo de acetato
se mantém elevados em estado estacionario aerdbio. Os autores também
estudaram o efeito do pH nas culturas continuas. Depois de atingido o estado
estacionario na cultura anaerdbia a pH 5,5, o pH do meio foi modificado de 5,5
para 7,5. Houve aumento imediato da concentracdo de ATP intracelular e entdo
diminuicdo deste rapidamente apds 45 min da mudanca do pH e, finalmente
outra diminuicdo 3 h ap6s. A PMF das células diminuiu 50 % quando o pH foi
modificado devido a deple¢do do gradiente de proton transmembrana, mas a
biomassa ndo mudou consideravelmente mesmo 9 h apds a mudanga de pH. O
valor de n para o H'/acetato foi sempre maior que H'/lactato tanto em
condi¢bes alcalinas quanto em aerdbias, demonstrando que o L. plantarum
8014 co-excreta mais protons com produtos finais para a manutencdo do pH
intracelular e aumento da economia energética celular.

Em trabalho posterior, Tseng e Monteville (1992) aprofundaram o estudo
da influéncia do oxigénio na regulacdo metabdlica do catabolismo da glicose
pelo L. plantarum 8014 em um quimeostato (D = 0,2 h™, pH 5,5). Com a
modificacdo de uma cultura operando em estado estacionario anaerobiamente

para uma condicdo aerdbia pela transferéncia de oxigénio a uma taxa de
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1,84 mmol L™ min?, determinaram as atividades enzimaticas, concentracdo de
produtos finais e niveis de ATP durante os trés estagios: estado estacionério
em condi¢cdo anaerdbia, estado transiente e estado estacionario em condi¢éo
aerObia. Durante os dois estados estacionarios o produto final majoritario da
fermentacgéo foi o lactato (> 80 %), mas sob condi¢des aerdbias a concentracéo
de acetato mais que dobrou e de acetoina aumentou mais de 50 %. Durante a
transicdo o oxigénio foi consumido e a concentragdo de ATP intracelular
aumentou até que a concentragdo de perdxido de hidrogénio, que também
aumentou, se tornou inibitéria. Sob condicdo aerdbia em estado estacionario, a
taxa especifica de utilizagdo de substrato aumentou, enquanto que o lactato
extracelular, formagdo total de produtos finais e sintese de biomassa
diminuiram. As atividades especificas de lactato desidrogenase, lactato
desidrogenase NAD-dependente, acetato kinase, piruvato oxidase e NADH
oxidase aumentaram sob condi¢cbes aerdbias e estes aumentos, bem como as
variagdes que ocorreram no estado transiente refletiram na distribuicdo dos
produtos finais catabolizados durante a fermentagdo. Em experimentos
subsequientes usando cloranfenicol para inibir a sintese de proteinas de novo,
a analise cinética dos extratos enziméticos sugere que estas alteracdes foram
devidas tanto a mudancas na sintese quanto aos niveis de atividade. Dessa
forma, verificaram que o L. plantarum 8014 utiliza oxigénio como um aceptor
final de elétrons resultando em mudancas nas atividades enzimaticas e sintese
de diversas enzimas; que o piruvato foi convertido em acetato e acetoina em
adicao ao produto normal homofermentativo, o lactato, e, que esta converséo a
acetato gera uma molécula extra de ATP, como verificado no estudo prévio

(TSENG e MONTVILLE;1990).

18



Fu e Mathews (1999) estudaram o comportamento cinético do
Lactobacillus plantarum na fermentacdo de lactose de soro de queijo sob
condi¢cbes aeroObicas e anaerdbicas (sem aeracdo), para uma faixa de pH e
concentracdo inicial de substrato. O efeito da inibicdo pelo produto no
crescimento celular e no consumo de substrato como resultado da varia¢cdo do
pH foi estudado utilizando o modelo de Monod permitindo que os parametros
do modelo variassem como uma funcdo do pH. Os experimentos de
fermentagéo foram conduzidos em fermentadores de 2 L, a uma velocidade de
agitacdo de 150 rpm com temperatura controlada a 37 °C. O pH foi mantido
nos valores desejados utilizando um controlador de pH com adi¢do automética
de NaOH 12 N. As fermentacdo anaerobicas foram conduzidas sem aeracdo e
experimentos preliminares mostraram que o nivel de oxigénio do meio fica em
torno de 0,15 - 0,2 mg L™ no inicio da fermentacédo e este fica préximo a zero
apés 4 — 6 h de fermentac@o. Nos cultivos em aerdbiose a faixa da taxa de
fluxo de ar usada foi de 0,5 — 1,0 vvm. O meio usado foi o mesmo em ambos
os casos. No estudo do efeito do pH (faixa de 4 — 7) nos cultivos em batelada
estes autores verificaram que a fermentagédo é um processo homolactico, pois
0 acido lactico € o unico produto majoritario. No pH 4 houve uma grande
inibicdo do crescimento celular enquanto que nos valores mais altos entre 5 e 7
houve um rapido crescimento bacteriano. O efeito do pH no crescimento celular
em parte é devido as concentracdes das formas dissociada e ndo-dissociada
do &cido lactico no caldo. Alguns autores tém demonstrado que ambas formas
dissociada e ndo-associada do &cido lactico tém efeito inibitério com a forma
nao-dissociada dos demais &cidos organicos tendo efeitos mais inibitérios que

a forma dissociada do acido. Em pH 5, 6,8 % do acido lactico estdo na forma
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nado-dissociada enquanto que no pH 4 a concentra¢do da forma ndo-dissociada
€ de 42 %. No pH 7 houve reduzida taxa de crescimento celular, consumo de
lactose e producdo de &cido lactico. As maiores concentragcdo de biomassa
(11,0 g L™) e de &cido lactico (41,0 g L™) foram obtidas em cultivos onde a faixa
de pH ficou entre 5 e 6, sendo necessarias de 36 a 40 h para o completo
consumo de lactose. Pela observagao dos dados experimentais Fu e Mathews
(1999) verificaram que a producgdo de Acido lactico € fortemente associada ao
crescimento. No estudo do efeito da concentracdo de substrato nos cultivos em
batelada, os autores realizaram seis experimentos com concentragao inicial de
lactose entre 20 e 60 g L™ sem controle de pH. Os resultados indicaram para a
faixa de estudo somente uma leve inibigdo no crescimento celular pelo
substrato na fase exponencial. A concentracdo mais baixa de lactose
apresentou a mais curta fase lag, enquanto que a concentracdo mais alta
apresentou o aumento da fase lag em cerca de 5 h indicando que a
concentragdo inicial de substrato pode afetar o crescimento celular. Para
comparar a influencia da conducédo de cultivo de forma aerdbia ou anaerdbia,
0s autores conduziram os experimentos a 37 °C e pH 6. O rendimento final de
células foi maior no cultivo aerébio (12 g L™ apds 48 h de fermentacdo) em
comparago ao cultivo anaerébio (10 g L™* apds 40 h de fermentag&o). Durante
o cultivo aerdbio, a geracdo de ATP beneficia o crescimento celular na
presenca de oxigénio, mas a inibicdo pelo oxigénio associada com superdxido
(O2) é possivelmente a responsavel pela menor taxa de crescimento celular
observada nesta condi¢do. Outra importante observagéo foi o rendimento de
acido lactico no cultivo anaerdbio ser cerca de 2 vezes maior que no aerébio.

Para a estimagéao de parametros do modelo os autores utilizaram os dados de
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fermentacdes anaerdbias com pH entre de 4 e 7. Na faixa de estudo o modelo
conseguiu correlacionar adequadamente os dados experimentais e as
expressfes dos pardmetros como uma funcdo do pH podendo ser Uteis na
modelagem e simulacdo de fermentagbes em processos em batelada e

continuos.
2.2 FERMENTAQOES COM LAB

Diferentes fatores afetam o crescimento das LAB em meios de
fermentac@o. Além dos requerimentos nutricionais, a temperatura é um dos
mais importantes fatores que influenciam o crescimento. Existe uma
temperatura 6tima em que a taxa de crescimento é maxima e esta depende
das caracteristicas dos microrganismos usados bem como das condi¢cfes do
meio. Quando a temperatura fica acima ou abaixo do requerido para um 6timo
crescimento a atividade microbiana € substancialmente reduzida e os
organismos podem eventualmente morrer. A temperatura 6tima do grupo fica
na faixa de 20 a 45 °C (PANESAR et al., 2007).

A concentracdo de hidrogénio no meio durante a fermentacdo também
reflete no crescimento microbiano e na taxa de produgé&o do produto. O pH
afeta no minimo dois aspectos. O primeiro seria em relacdo a funcionalidade
das enzimas e no transporte de nutrientes para dentro da célula o que pode
limitar a sintese de metabdlitos de interesse. Os valores de pH também
influenciam no RNA e na sintese de proteinas. Dessa forma, o pH é um
importante parametro a ser observado. A producgdo de &cido lactico durante as

fermentacbes pode ser continuamente neutralizada. Geralmente, as

fermentagbes sdo fortemente inibidas a baixos valores de pH (abaixo de 4,5),
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mas o emprego de LAB &cido tolerantes promove uma vantagem competitiva
frente outras bactérias (PANESAR et al., 2007).

Hujanen e Linko (1996) estudaram o efeito da temperatura e de varias
fontes de nitrogénio na producgéo de L(+) — acido lactico por Lactobacillus casei.
Neste trabalho, realizaram a selecdo em 17 cepas bacterianas do género
Lactobacillus em relacdo as suas capacidades de producdo de é&cido lactico.
Esta selecdo foi realizada em shaker, na temperatura de 37 °C, tendo como
meio de cultivo o meio MRS modificado com 70 g L™ de glicose. Duas cepas
foram selecionadas para estudos posteriores, L. casei NRRL B-441 e L. casei
subsp. rhamnosus NRRL B-445 que apresentaram 100 % de rendimento. O
efeito da temperatura sobre a producdo de &cido lactico foi investigado
cultivando as duas cepas selecionadas previamente adaptadas em quatro
diferentes temperaturas (30, 37, 41 e 45 °C). A melhor temperatura para L.
casei foi 37 °C, com maior produtividade volumétrica, 4,1 g LY h' e maior
concentracdo de &cido lactico (80 g L™) produzidos em 24 h de cultivo. Uma
importante observacgéo foi o fato de quando o in6culo foi adaptado a 45 °C este
ndo cresceu. No entanto, quando o inéculo foi cultivado a 37 °C, houve a
producdo de 4cido lactico na temperatura de 45 °C. Com a outra cepa utilizada,
a maior concentragéo de acido lactico final (75 g L™ em 48 h) foi atingida na
temperatura de 45 °C. No entanto, a maior produtividade volumétrica
(3,5 g L'* h™") foi obtida a temperatura de 37 °C e nesta temperatura 70 g L™ de
acido lactico foram produzidos em 24 h de cultivo. Dessa forma, a temperatura
de 37 °C pareceu ser a melhor para a producdo de é&cido lactico por ambas as
cepas estudadas. Para avaliar o efeito da fonte de nitrogénio foi utilizado um

meio cuja concentracdo inicial de glicose foi de 100 g L™ suplementado com
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uma solucdo de vitaminas. Onze fontes de nitrogénio foram escolhidas para
testes de fermentagdo. A quantidade de nitrogénio no meio foi mantida
constante a 0,22 %, que se mostrou a concentracdo 6tima para producao de
acido lactico por L. casei em estudo prévio com extrato de levedura como fonte
de nitrogénio. Quando L. casei foi cultivado em um meio contendo nitrogénio
inorganico, &cido lactico ndo foi produzido. Dentre as fontes de nitrogénio
investigadas, as trés melhores na produg&o de &cido lactico foram o extrato de
levedura (100 g L'* em 48 h), o broto de malte (88 g L™ em 66 h) e peptona
(79 g L't em 66 h). Como o broto de malte como Unica fonte de nitrogénio
resultou em uma lenta taxa de produgéo de &cido lactico, estas trés melhores
fontes de nitrogénio foram escolhidas como varidveis independentes para um
planejamento experimental. Por se tratarem de fontes caras, as concentragdes
de extrato de levedura (X;) e peptona (Xp) foram mantidas na faixa de
0 - 5 g L" analisadas em 5 niveis (0, 0,7, 2,5, 43 e 5 g L™). J4 o broto de
malte (X3) foi analisado em concentragdes mais altas, também em 5 niveis
(0; 15,8; 53,8; 91,8 e 107,6 ¢ L'l). O rendimento de acido lactico foi acima de
90 % com todas as combinagdes das variaveis independentes, exceto no caso
em que ndo se adicionou broto de malte, pois o conteddo de nitrogénio total foi
de somente 0,06 %. Todas as variaveis foram significativas, sendo o extrato de
levedura a mais significativa (P < 0,001), com o broto de malte também
apresentando grande significancia. De acordo com o modelo, em 47 h de
cultivo, quando a concentracdo de broto de malte aumenta de 0 até 80 g L™ e
extrato de levedura ndo é adicionado, a producgdo de acido lactico mais do que
dobra. Estes estudos indicaram que é possivel conseguir utilizar baixas

concentracdes de fontes nitrogenadas caras utilizando como fonte principal de
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nitrogénio o broto de malte. Finalmente, foi desenvolvida uma técnica para a
producédo de extrato de broto de malte, pois o meio original apresentava
elevada heterogeneidade e poderia causar problemas em operacoes
downstream. O broto de malte com uma Unica extracdo apresentou a maior
concentracéo final de acido lactico (107 g L") em 69 h de cultivo. Quando se
utilizou extrato de broto de malte suplementado com 0,4 % de extrato de
levedura obteve-se produgdo um pouco superior aos ensaios utilizando extrato
de levedura puro.

Hujanen et al. (2001) realizaram estudos de otimizacdo da producéao de
L(+)(S) — é&cido lactico por L. casei NRRL B-441. Neste trabalho, primeiramente
avaliou-se extrato de broto de malte como uma fonte alternativa ao extrato de
levedura para compor o meio de cultivo na producdo de acido lactico, tendo
como fonte de carbono a glicose (100 g L™). Foram comparadas duas
composic¢des de meio, uma em que se utilizou extrato de broto de malte 5,38 %
suplementado com 0,4 % extrato de levedura e outra formulagédo contendo
somente extrato de levedura 2,2 % como fonte de nitrogénio e de fatores de
crescimento. A concentracdo maxima de &cido lactico obtida para as duas
composicdes foi bastante proxima, 95,3 e 98,8 g L™, para extrato de levedura e
extrato de broto de malte, respectivamente; e estas concentragbes foram
alcancadas depois de 24 h de cultivo em biorreator de batelada. Os autores
também realizaram o estudo do efeito da concentracdo inicial de glicose
(80, 100, 130 e 160 g L™) em fermentacdes em batelada, tendo como fonte
principal de nitrogénio o extrato de broto de malte previamente estudado. Foi
verificado que o aumento da concentragdo inicial de glicose resulta no aumento

da concentracéo final de &cido lactico e do tempo de fermentacdo. Contudo,
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verificaram que o rendimento final de A&cido lactico foi inversamente
proporcional a concentrac&o inicial de glicose, obtendo o rendimento méaximo
(84 %) para a menor concentragdo de glicose. A maior produtividade
volumétrica (4,4 g L™ h™") foi atingida em 15 h com 100 g L™ de glicose. Para
todas as concentragcfes estudas a produtividade volumétrica alcangca o maximo
e comecga a decrescer gradualmente. Outro estudo realizado pelos autores foi a
otimizacdo do pH e da temperatura, mantendo a concentracdo de glicose em
100 g L e de extrato de levedura em 10 g L™ durante fermentaces em
bateladas de 25 h. Os resultados demonstraram que tanto o pH quanto
temperatura afetam significantemente a producdo de acido lactico por
Lactobacillus casei NRRL B-441, apresentando como valores 6timos de pH e
temperatura 6,3 e 35 °C, respectivamente. Finalmente, para avaliar a produgao
de &cido lactico a partir de um meio sem suplementagdo com fontes
nitrogenadas, realizaram-se ensaios utilizando células previamente cultivadas e
entdo recuperadas por decantagdo. Estas células foram entdo cultivadas em
um sistema de batelada alimentada em meio contendo somente glicose,
MnSO, e MgSO,4. Neste sistema, quando a concentragdo de glicose no meio
ficava abaixo de 5 g L™ era realizada alimentacdo de meio com glicose
(50 g L") por duas vezes. Nestes ensaios aproximadamente toda a glicose foi
metabolizada em A&cido lactico, com maxima produtividade volumétrica do

processo de 3,53 g L™ e tempo total de fermentagéo de 120 h.

2.3 PROBIOTICOS

A principal aplicacdo de LAB é como culturas iniciadoras em produtos

lacteos. Contudo, cada vez mais as descobertas de suas propriedades
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probidticas tém ampliado a sua aplicacdo para uma série de produtos
alimenticios e farmacéuticos. Aumentam as evidéncias de que o consumo de
LAB pode afetar a composicdo da flora intestinal e promover uma série de
beneficios para aqueles que as consomem. Estes microrganismos que tém
capacidade de balancear a flora intestinal sdo denominados probioticos
(CHAMPAGNE, GARDNER, ROY, 2005). A observacdo original do papel
positivo desempenhado por algumas bactérias selecionadas é atribuida a Eli
Metchnikoff no inicio do século XX (METCHNIKOFF, 1907). Contudo, o termo
probidtico s6 foi criado nos anos 60 para homear substancias produzidas por
microrganismos que promovessem 0 crescimento de outros microrganismos.
No final da década de 80, para delimitar a natureza microbiana dos probiéticos
o termo foi redefinido como sendo “suplementos alimentares de
microrganismos vivos com efeitos benéficos no hospedeiro animal pela
melhora do balango intestinal” (FAO/WHO, 2001). A definicho do termo
probidticos teve um continuo aprimoramento e uma das mais utilizadas é a
dada pela Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization), na qual
probidticos sdo microrganismos que sdo administrados em quantidades
adequadas conferindo beneficios a saude do hospedeiro (DE VRIES et al.,
2006).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, através da
Resolugdo n.° 2 de 7 de janeiro de 2002 estabelece o conceito de probidticos.
Segundo esta Resolugdo “probitticos sdo microrganismos vivos capazes de
melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude
do individuo”. Na embalagem dos produtos deve constar a quantidade dos

microorganismos viédveis, que garanta a acdo alegada dentro do prazo de
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validade do produto (BRASIL, 2002). A Comissao de Assessoramento Técnico-
Cientifico em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos (CTCAF) publica
atualizacbes em relagdo ao tema probiodticos, entre outros, com base em
conhecimentos cientificos atualizados, relatos e pesquisas. Assim, esta revisdo
considera a necessidade das alegacdes estarem de acordo com as politicas do
Ministério da Saude e serem de facil compreenséo pelos consumidores. Nesta
revisdo foi compilada uma lista de microrganismos considerados probiéticos
aceitos para emprego em alimentos bem como os limites minimos de
concentragdo nos produtos. Os microrganismos presentes nesta lista séo:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei
variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus
paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
animallis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e
Enterococcus faecium. A quantidade minima viavel para os probioticos deve
estar situada na faixa de 10% a 10° Unidades Formadoras de Colénias (UFC) na
recomendacédo diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicagdo
do fabricante. Valores menores podem ser aceitos desde que a empresa
comprove sua eficicia (BRASIL, 2008).

E bastante claro nas definicdes apresentadas de probidticos que elas
devem conter: a) 0 uso restrito da palavra probiético a produtos que contenham
microrganismos Vvivos; b) necessidade de ser apontada a dose de bactérias
probidticas adequada para exercer o efeito desejado (FAO/WHO, 2001).

Cepas probitticas sdo selecionadas por sua aplicagdo potencial com
base em propriedades fisiol6gicas e funcionais, algumas destas podendo ser

determinadas in vitro. A classificacdo e a identificacdo de um probiético pode
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dar uma forte indicagdo do habitat tipico e origem. A espécie, ou até mesmo o
género, pode também indicar a seguranca e a aplicabilidade técnica do
microrganismo em produtos probiéticos (HOLZAPFEL et al., 2001).

A passagem gastrointestinal, que envolve a exposicdo ao pH acido
estomacal, sais biliares e enzimas, representa a maior barreira a sobrevivéncia
dos probidticos (CHAMPAGNE, GARDNER, ROY; STANTON et al.; 2005).
Para que uma cepa probiotica exerca o efeito benéfico no seu hospedeiro, esta
deve ser capaz de sobreviver a passagem através do trato gastrointestinal de
guem a consome (MARAGKOUDAKIS et al., 2006). Por este fato, a tolerancia
ao acido e a bile estdo entre os critérios para a selecdo de cepas probioticas
(STANTON et al., 2005).

Kosin e Rakshit (2006) apresentam uma revisdo na qual estabelecem
critérios microbiologicos e de processo para produgdo de probiodticos. Os
critérios convencionais utilizados para a selecdo de cepas probidticas séo:
biosseguranca, na qual o microrganismo deve ser considerado Generally
Recognized As Safe (microrganismo GRAS); a escolha da origem da cepa, em
que se prefere primeiramente escolher aquelas da microflora original o proprio
hospedeiro (pois o microrganismo devera ser capaz de colonizar o intestino
daquele que o consumir) ou cepas isoladas de alimentos de reconhecido e
prolongado uso; resisténcia a condig¢des in vivolvitro, no qual devem resistir ao
pH, bile e suco pancreético; aderéncia e colonizacdo ao epitélio/tecido
intestinal; apresentar atividade antimicrobiana e/ou antagonismo a cepas
patogénicas, 0 que vai promover o balanco da flora intestinal; estimulagcdo do
sistema imune; e, Vviabilidade/sobrevivéncia e resisténcia durante o

processamento. Baseado nestes critérios e propriedades especificas desejadas
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€ possivel selecionar os melhores probitticos disponiveis para determinada
aplicacéo industrial.

Membros dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sé&o os principais
probioticos reconhecidos, mas ndo sdo os Unicos. De acordo com as definicdes
utilizadas para o termo probidtico, expressivo numero de espécies é
considerado probiético, como pode ser observado na Tabela 5. No entanto,
somente aqueles microrganismos classificados como LAB séo considerados de

importancia em relagéo a alimentacéo (HOLZAPFEL et al., 2001).

Tabela 5: Microrganismos considerados probidticos

Espécies de Espécies da Outras LAB N&o pertencentes as
Lactobacillus Bifidobacterium LAB
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis® Bacillus cereus var.
L. amylovorus B. animalis Enterococcus faecium toyoi'
L. casei B. bifidum Lactococcus lactis Propionibacterium
L. crispatus B. breve Leuconostoc freudenreichii'*
L. delbrueckii subsp. B. infantis mesenteroides Saccharomyces
bulgaricus B. lactis® Pediococcus acidilactici cerevisiae®
L. gallinarum® B. longum Sporolactobacillus Saccharomyces
L. gasseri inulinus® boulardii®
L. johnsonii Streptococcus
L. paracasei thermophilus
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus

*Aplicacdo principal para animais.

“Provavelmente sindnimo em relagdo a B. animalis.
®aplicado principalmente como preparacgdes farmacéuticas.
Fonte: HOLZAPFEL, et al., 2001.

Stanton et al. (2005) elaboraram uma revisdo com o propoésito de
descrever os principais desafios associados ao desenvolvimento cientifico e
comercial de alimentos funcionais fermentados que utilizam probi6ticos. Entre
outras observacges relatadas, os autores comentam que os beneficios a satde
exercidos pelos probidticos ndo sé acontecem no trato gastrointestinal, como
também nos tratos respiratério e urogenital. A dose requerida de
microrganismos nos produtos deve ser alta até o final do seu prazo de

validade, fazendo com que as bactérias destinadas para este fim sejam
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adequadas nédo s6 para a produgcdo em larga escala como apresentem alta
viabilidade sob as condigbes de estocagem dos produtos nas quais elas séo
adicionadas. As principais formas de conservar os probioticos para a aplicagdo
em preparacdes em pé sdo a secagem por atomizagdo (spray dryer) e
liofilizacdo, contudo ambas podem causar a perda de viabilidade das células.
Para minimizar estas perdas, pesquisas que investigam o uso de osmo-, termo-
e crio-protetores e técnicas de microencapsulacdo tém sido realizadas. Os
probidticos produzem uma série de metabdlitos e alguns desses tém sido
associados com propriedades de promocdo da saude. Dentre eles estédo
vitaminas do complexo B e peptideos bioativos liberados das proteinas dos
alimentos. A alta producdo destes compostos biogénicos durante as
fermentagdes ou in situ no intestino através da introducéo de probidticos pode
oferecer ao hospedeiro prote¢cdo adicional contra doengas como cancer de
intestino.

Maragkoudakis et al. (2006) investigaram o potencial probidtico de 29
cepas de Lactobacillus isolados de produtos lacteos através de testes in vitro
para selecionar candidatos & probidticos que preencham os critérios
estabelecidos e possam, dessa maneira, ser usados como novas cepas
probidticas na industria de alimentos. Somente seis cepas foram capazes de
sobreviver a pH 1,0 por 1h. Estas cepas foram L. paracasei subsp. paracasei
ACA-DC 119 e 3345, L. paracasei subsp. tolerans ACA-DC 4037, L. plantarum
ACA-DC 146 e Lactobacillus sp. ACA-DC 108 e 109. Ap6s 3 h de exposicéo a
pH 1 somente as cepas de Lactobacillus sp. ACA-DC 108 e 109 mantiveram
alguma viabilidade. Quando as cepas foram testadas em pH 2 e na presenca

de pepsina, também houve poucas cepas que sobreviveram a 3 h de
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incubagédo. De forma distinta, todos os microrganismos testados foram
resistentes a pH 3,0, pancreatina e sais biliares, mesmo ap6s 4 h de
incubagéo.

Apesar dos produtos lacteos serem o0s maiores veiculos de
administragdo de probidticos na dieta (LOURENS-HATTINGH, VILJOEN,
2001), diversos outros tipos de produtos alimenticios vem sendo
desenvolvidos. Heenam et al. (2004) realizaram um estudo da sobrevivéncia de
diversos microrganismos probidticos (Lactobacillus acidophilus MJLA1L, L.
rhamnosus 100-C, L. paracasei ssp. paracasei 01, Bifidobacterium lactis
BBDB2, B. lactis BB-12 e Saccharomyces boulardii 74012) em uma sobremesa
néo fermentada congelada de soja durante 6 meses de estocagem. Além disso,
investigaram a aceitabilidade sensorial do produto obtido. L. acidophilus
MJLAL, L. paracasei ssp. paracasei Lp-01, B. lactis BDBB2 e B. lactis Bb-12
nao apresentaram diferenca significativa nas suas populagdes antes e depois
da producgéo propriamente dita da sobremesa congelada, o que ndo aconteceu
para L. rhamnosus 100-C e S. boulardii 74012. Lactobacillus acidophilus
MJLA1L, L. rhamnosus 100-C, L. paracasei ssp. paracasei 01, Bifidobacterium
lactis BBDB2, B. lactis BB-12 mantiveram as suas popula¢cdes em 10’ UFC g™
ou mais durante os seis meses de estocagem a -20 °C. Saccharomyces
boulardii 74012 ndo manteve viabilidade suficiente, diminuindo sua contagem
para valores inferiores a 10° UFC g*. Para a deteccdo das diferencas
sensoriais, produto contendo L. acidophilus MJLAL, S. boulardii 74012 e um
controle sem probi6ticos foram estocados por 0, 4 e 7 meses e comparados. A
sobremesa teve boa aceitabilidade pelos painelistas, com 94 % destes

respondendo que teriam interesse em comprar o produto. O produto inoculado
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com L. acidophilus MJLA1 n&o apresentou diferenca em relagéo ao controle. O
produto com S. boulardii 74012, apresentou diferengca em relagdo aos produtos
controle e com L. acidophilus MJLA1 além de desenvolver flavours indesejaveis
durante a estocagem. Com todas as suas observagdes, 0s autores verificaram
que o produto desenvolvido € um bom veiculo para algumas cepas probioticas
e apresenta aceitaveis caracteristicas sensoriais.

Angelov et al. (2006) desenvolveram uma bebida simbidtica com aveia e
cultura probidtica. Neste trabalho, foi utilizado Lactobacillus plantarum B28,
para fermentar o substrato de aveia suplementado sacarose e edulcorantes
para a producdo da bebida. O estudo de diversos fatores para a obtencéo da
bebida funcional estabeleceu a concentragdo apropriada de cultura iniciadora
(5 %), o conteudo de farinha de aveia (5,5 %) e sacarose (1,5 %) para uma
fermentagéo de 8 h. Eles observaram que a adi¢éo de aspartame, ciclamato de
sédio, sacarina e Huxol (12 % ciclamato e 1,2 % de sacarina) ndo tiveram
efeito tanto na dinAmica de fermentagcdo quanto na viabilidade dos
microrganismos durante a estocagem do produto. O tempo de vida-de-
prateleira do produto foi de 21 dias sob condi¢des de refrigeracéo.

Yoon, Woodams e Hang (2006) investigaram a possibilidade de
utilizagdo de repolho como uma matéria-prima para a produgdo de suco
probiotico. As cepas probidticas investigadas foram Lactobacillus plantarum C3,
Lactobacillus casei A4 e Lactobacillus delbrueckii D7. Todas as trés cepas
investigadas cresceram bem na bebida de repolho, alcangcando
10 x 10° UFC mL™ depois de 48 h de fermentagéo a 30 °C. Contudo, L. casei
produziu menor valor de acidez titulavel expresso como &cido lactico do que L.

delbrueckii ou L. plantarum. Depois de quatro semanas de estocagem sob
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refrigeracdo (4 °C) o numero de células viaveis de L. plantarum e L. delbrueckii
permaneceram 4,1 x 10" e 4,5 x 10° por mL, respectivamente. Ja L. casei ndo
sobreviveu as condi¢des de alta acidez do suco de repolho fermentado e a
perda completa de viabilidade foi atingida depois de 2 semanas de estocagem
a 4 °C. Dessa forma, os autores demonstraram que L. plantarum e L.
delbrueckii podem ser usadas como culturas probitticas para a produgdo de
bebida de repolho a ser utilizada pelos consumidores.

Como pode ser observado, o L. plantarum apesar de ser um
microrganismo internacionalmente reconhecido como probiético (CONNELLY ,
2008; DE VRIES et al, 2006) ainda nédo faz parte da listagem de
microrganismos permitidos pela ANVISA (BRASIL, 2008) para utilizagdo como
probiotico. Dessa forma, se faz necessério maiores investigagcdes a cerca dos
critérios que devem ser atendidos para que esta cepa seja considerada
probidtica para corroborar com os estudos ja realizados (CASTALDO et al.;

ENOMOTO; LIM, AHN, IM; QIN et al.; 2009).

2.4 IMOBILIZACAO DE CELULAS

Os efeitos benéficos promovidos pelas bactérias probidticas tém levado
ao aumento do uso destas em diversos tipos de produtos alimenticios. No
entanto, a sua viabilidade nestes produtos muitas vezes é baixa e a habilidade
de sobreviver e multiplicar no hospedeiro influencia fortemente nos beneficios
que o0s probidticos podem promover. Os probidticos devem ser
metabolicamente estaveis e ativos no produto, sobreviver & passagem do trato
digestivo superior em grande quantidade, aderir e colonizar o intestino daquele

que o consome. Em vista disto, as técnicas de imobilizagc&o de células tém sido
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investigadas como uma forma passivel de protecdo dos probiéticos nos
produtos. Os itens subsequentes terdo como foco a apresentagdo das técnicas
de imobilizacdo, os tipos de materiais utilizados como imobilizantes e

pesquisas aplicadas na imobilizacéo de células probidticas.

2.4.1 Técnica de imobilizacé&o

Microencapsulacdo de vérias culturas bacterianas incluindo as
probidticas tem sido uma pratica comumente utilizada para aumentar a
viabilidade durante a estocagem e as convertendo em pos para a sua facil
utilizag@o. Existem diversas técnicas como spray drying, liofilizacdo, secagem
em leito fluidizado para encapsulacdo das culturas. No entanto, as bactérias
encapsuladas por estas técnicas sdo completamente liberadas no produto.
Neste caso, as culturas ndo sdo protegidas das condigbes adversas do meio
alimenticio e da passagem pelo trato gastrointestinal superior. Encapsulagéo
em esferas de hidrocoloides aprisiona ou imobiliza as células dos
microrganismos dentro da matriz, o que pode promover prote¢cdo nestes meios
(KRASAEKOOPT, BHANDARI, DEETH, 2003).

Existem dois tipos comuns de encapsulacdo divididos de acordo com o
método usado para a formagdo das esferas: encapsulacdo por extrusdo
(droplet method) e encapsulacéo por emulsificagcéo (sistema em duas fases);
ambos métodos constituem-se na gelatinizacdo externa por Ca*?, processo no
qual este difunde-se para o interior das gotas de alginato a partir da solugéo de
CaCly; (LIU et al., 2002). A técnica de extrusdo é a mais antiga e comum para a
formacdo das esferas de hidrocoldides. Ela envolve a simples preparacéo da

solugéo de hidrocoloide, adicdo dos microrganismos a esta solugéo, a extrusdo
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da suspensédo formada através da agulha de uma seringa e o gotejamento na
solugdo que vai tornar as esferas rigidas. O diagrama esquemético da técnica
de extrusdo pode ser observado na Figura 4 (KRASAEKOOPT, BHANDARI,

DEETH, 2003).
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Figura 4: Esquema do fluxo da encapsulacdo de bactérias pelas técnicas de extrusao e
emulsificagao.
Fonte: Adaptado de Krasaekoopt, Bhandari, Deeth, 2003.

O método de extrusdo possui uma série de inconvenientes como a
limitacdo na obtengc&o de microesferas de diametros reduzidos, controle da
forma das microparticulas produzidas e dificuldade no aumento de escala

(SILVA et al., 2005). Na técnica de emulsificacdo, um volume pequeno de
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suspenséo de célula e polimero (fase descontinua) é adicionado em um grande
volume de Oleo vegetal (fase continua). A mistura é homogeneizada para
formar uma emulsdo agua em 6leo. Uma vez que a emulsé@o esta formada, o
polimero soluvel em agua deve ser insolubilizado (cross-linked) para formar
uma minuscula particula de gel dentro da fase oleosa (Figura 4). Quanto menor
o tamanho destas particulas na emulsdo, menor serdo as particulas finais
formadas. A escolha do método de insolubilizacdo depende do tipo de material
suporte usado. O tamanho das esferas formadas € controlado pela velocidade
de agitagéo e este pode variar de 25 um a 2 mm. Para aplicagdo em alimentos,
Oleos vegetais sdo usados como fase continua e emulsificantes podem ser
adicionados para melhorar a emulsificagdo (KRASAEKOOPT, BHANDARI,
DEETH, 2003).

Kosin e Rakshit (2006) comentam que a técnica de microencapsulagéo e
uma tecnologia existente que pode permitir que probidticos sejam formulados
dentro de sistemas alimentares e talvez entdo possam preservar a sua

viabilidade.

2.4.2 Materiais utilizados em imobiliza¢des

Microencapsulacdo é uma tecnologia que tem aumentado a sua
aplicacdo na industria de alimentos probidticos, pois ela promove uma barreira
fisica contra condicdes ambientais adversas. Comumente as aplicacdes de
microencapsulacdo de probidticos sdo realizadas com calcio-alginato, «-

carragena, gelatina, amido e gomas (STANTON et al., 2005).
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2.4.2.1Alginato

Alginatos pertencem a uma familia de polimeros heterogéneos com
ampla faixa de composi¢bes quimicas, tamanho molecular e, portanto,
propriedades funcionais. Quimicamente, eles s&8o polissacarideos né&o
ramificados compostos por residuos de acido-B-D-manurdnico (M) e acido-a-L-
gulurdnico (G) ligados por ligagbes do tipo (1—4). Estes componentes podem
ser organizados como diades de manuronato (MM), diades de guluronato (GG)
e hetero-diades (MG/GM) e a quantidade relativa de cada diade varia com a
fonte de alginato (HENG, et al., 2003;SIMPSON, et al., 2003; THU, et al,
1996). A Figura 5 representa os residuos de &cido-B-D-manurénico e &cido-a-

L-gulurdnico.

coo’
OH R OH

HO HO

M G

Figura 5: Residuos de &cido-B-D-manurdnico (M) e &cido-a-L-gulurdénico (G)
Fonte: THU, et al., 1996

Com um grupo funcional carboxilico em todas as unidades de M e G, o
alginato € um polieletrdlito altamente carregado negativamente a pH neutro ou
bésico. A ligagédo cruzada de cadeias de alginato com cétions divalentes, tais
como Ca?*, Zn** e Cu®, leva a formagdo de um gel, rendendo uma rede
tridimensional (HENG, et al.,, 2003; SIMPSON, et al, 2003). Os cations
divalentes ligam-se preferencialmente entre diades GG que entre diades MM

ou MG.
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2.4.2.2 Pectina

Pectinas sdo polissacarideos complexos extraidos da parede celular das
plantas, caracterizado por um esqueleto maior que 100 monémeros de &cido
galacturénico ligados através de ligagbes o - (1—4), que sdo parcialmente
metilesterificados. A Figura 6 apresenta a formula estrutural do acido poli-

galacturdnico, parcialmente metilado.

Figura 6: Formula estrutural de acido poli-galacturdnico, parcialmente metilado.
Fonte: THO, SANDE, KLEINEBUDDE, 2005.

As propriedades das pectinas dependem do grau de esterificacdo. As
pectinas nativas sdo de alto grau de metoxilagdo (HM) (> 50 % esterificadas) e
as pectinas de baixo grau de metoxilagdo (LM) (< 50 % esterificadas) sdo
geralmente obtidas pela de-esterificacdo acida controlada das pectinas HM. A
de-esterificacdo pelo uso de procedimentos com amdnia produz um tipo
diferenciado de pectina, as pectinas LM aminadas. A caracteristica tipica das
pectinas LM é a sua habilidade de realizar liga¢cdes cruzadas com ions
divalentes como os ions célcio. Nesta ocorre a juncdo de zonas pela sua

ordenacdo lado-a-lado das cadeias de pectina onde sequéncias especificas de

mondmeros de &acido galacturbnico formam cavidades onde os ions célcio
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encaixam-se (Figura 7). O resultado das ligagdes cruzadas € a gelatinizagao.
Esquema semelhante ao que é apresentado na Figura 7 € o que ocorre com 0
alginato nas por¢des de acido gulurdnico da cadeia (BRACCINI, PEREZ, 2001;

THO, SANDE, KLEINEBUDDE, 2005).
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Figura 7: Esquema da formac&o da rede de pectina com fons Ca”".
Fonte: Adaptado de THO, SANDE, KLEINEBUDDE, 2005.

2.4.3 Tratamentos especiais

Apesar da conveniéncia do uso do alginato como material para
imobilizagéo este apresenta algumas limitages devido a sua baixa estabilidade
na presenca de agentes quelantes que dividem afinidade pelo célcio e
desestabilizam o gel. Exemplos destes agentes séo fosfatos, lactatos e citratos.
No caso de outros materiais utilizados para a formac¢do da matriz imobilizante
pode ocorrer também a liberacdo das células durante os processos. Dessa

forma, tratamentos especiais, como cobertura das esferas, sdo utilizados para
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melhorar as propriedades das esferas. A realizacdo de liga¢des cruzadas com
polimeros catidnicos, cobertura com outros polimeros, mistura com amido e
incorporagédo de aditivos podem melhorar a estabilidade das esferas

(KRASAEKOOPT, BHANDARI, DEETH, 2003).

2.4.3.1 Polieletrolitos

Polieletrdlitos podem formar precipitados e/ou géis tanto através da
complexacdo com uma carga oposta do poliion como em alguns casos atravées
das “ligacdes cruzadas idnicas” com um contra ion multivalente. Os materiais
resultantes tipicamente apresentam melhor integridade mecanica. Dessa
forma, géis de polieletrélitos e complexos de polieletrolitos tém desempenhado
um importante papel na microencapsulacdo de células, com complexos de
alginato/poli-L-lisina representando os materiais mais amplamente usados
(BHATIA, KHATTAK, ROBERTS, 2005).

A funcg@o primeira de um polication € formar uma membrana complexa
forte que deve estabilizar a fortalecer a rede de gel ionico, reduzindo e
controlando a permeabilizante. A fung&o da cobertura externa de capsulas com
polidnion € neutralizar os policitions que néo reagiram e dessa forma, gerar
uma superficie carregada negativamente que evitarq a anexacéo de células a

membrana da capsula (THU et al., 1996).

2.4.3.1.1 Quitosana

Quitosana € um polimero linear carregado positivamente formado pela
deacetilacdo de quitina das cascas de crustaceos. Basicamente, 0o processo

consiste da deproteinizagdo da casca destes animais com solugéo diluida de
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NaOH e decalcificacdo com solugcdo diluida de HCI. Para resultar em
quitosana, a quitina obtida é submetida a N-deacetilagdo pelo tratamento com
solugdo de NaOH 40 — 45 %, seguido por processos de purificacdo. A estrutura
da molécula é apresentada na Figura 8. Ela é insoluvel em &gua, mas a
presenca de grupos amino a torna solivel em soluc¢des acidas em pH abaixo
de 5, e como o alginato, forma um gel por gelatinizagdo com ions. Quitosana,
um polication (pKs ~ 6,5) com grupos amina, pode formar liga¢cdes cruzadas
com anios ou polianions, como polifosfatos, [Fe(CN)s]* e [Fe(CN)e]>. Isso
ocorre pois quando dissolvida a quitosana possui altas cargas positivas dadas
pelos grupamentos —NH3*, que por sua vez aderem-se a superficies
negativamente carregadas, se agrega a compostos polianidnicos e promove a
quelacdo de ions de metais pesados. (KRAJEWSKA, 2004; KRASAEKOOPT,

BHANDARI, DEETH, 2003).

Figura 8: Estrutura quimica da quitosana.
Fonte: KRAJEWSKA, 2004

2.4.4 Utilizacdo das técnicas de imobilizagcdo para melhora da

viabilidade de probioticos

Diversos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de investigar o
papel protetor que a imobilizacdo pode promover em relagdo as condi¢des

adversas as quais os probioticos podem ser expostos (CAPELA, HAY e SHAH,
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2006; CHEN, CHEN e LIN, 2006; MANDAL, PUNIYA e SINGH, 2006; MICHIDA
et al., 2006; OZER et al., 2009; SHEU e MARSHALL, 1993; SULTANA et al.,
2000). Neste item serdo apresentadas algumas pesquisas realizadas nesta
area.

Sheu e Marshall (1993) desenvolveram um procedimento para aprisionar
cultura de bactérias usando um sistema de duas fases (dgua/éleo). O material
utilizado para imobilizacéo foi alginato de sédio. Para a avaliacdo da eficiéncia
da técnica desenvolvida em relacdo a sobrevivéncia dos microrganismos,
foram conduzidos experimentos em que foram adicionadas, separadamente,
células livres e microesferas contendo ceélulas aprisionadas em sorvete. O
ndmero de lactobacilos viaveis foi determinado imediatamente antes do
congelamento e nos dias 1, 4, 7 e 14 ap6s o congelamento. O didametro das
esferas foram na faixa de 5 — 100 pm com média de 25 — 35 um. O ndmero de
células viaveis foi cerca de 40 — 45 % maior quando foi utilizada a matriz de
imobilizagdo quando comparada com as células sem imobilizagé&o.

Mandal, Puniya e Singh (2006) estudaram a tolerancia de L. casei NCDC
298 encapsulado pela técnica de emulsificacdo em diferentes concentragctes
de alginato de sédio (2, 3 ou 4 %) exposto a baixo pH (1,5), alta concentragédo
de sais biliares (1 ou 2 %) e aquecimento (55, 60 ou 65 °C) por 20 min.
Verificaram que a encapsulagdo melhorou a resisténcia dos probidticos as
condi¢Oes testadas em relagéo a forma livre e que o aumento de viabilidade
aumentou proporcionalmente com a concentragdo de alginato de sédio usada.

Capela, Hay e Shah (2006) avaliaram a sobrevivéncia de probidticos em
iogurte utilizando crioprotetores, prebibticos e microencapsulagdo em alginato

pela técnica de emulsificagdo. A microencapsulagéo foi a técnica que melhorou
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a viabilidade dos probiéticos no produto testado depois de 6 seis meses de
estocagema 4 e 21 °C.

Chen, Chen e Lin (2006) realizaram trabalho com o propésito de
desenvolver um modelo otimizado para composicdo de material de
encapsulacdo de probidticos. Verificaram que a viabilidade de Lactobacillus
spp. e Bifidobacterium spp. era afetada pelos materiais utilizados na
encapsulacdo (concentracdo de alginato, peptideos, fructooligossacarideos
(FOS) e isomaltooligossacarideos (IMO)). Dessa forma, investigaram o efeito
das concentragfes de alginato de sodio (1 — 3 %), peptideos (0 — 1 %), FOS e
IMO (0 — 3 %). A imobilizagéo foi realizada pela técnica de extrusdo. A resposta
ao modelo foi o numero de probidticos microencapsulados sobreviventes antes
e apods exposicdo a suco géastrico simulado. A combinagdo 6tima de materiais
empregados para encapsulacdo foi de 3 % de alginato de sddio, 1% de
peptideos, 3 % FOS e 0 % de IMO.

Ozer et al. (2009) compararam a viabilidade de B. bifidum BB-12 e
L. acidophilus LA-5 microencapsulados pelas técnicas de extrusdo e
emulsificagdo em queijo white-brined. Verificaram que as duas técnicas foram
efetivas na manutencéo da viabilidade dos microrganismos durante o periodo
de maturagdo em relagcdo ao controle (células livres). Ndo observaram efeitos
adversos nas avaliagdes sensoriais dos produtos adicionados de probi6ticos
microencapsulados.

Krasaekoopt, Bhandari e Deeth (2004) estudaram a influéncia da
encapsulacdo de L. acidophilus 547, Bifidobacterium bifidum ATCC 1994 e L.
casei 01 em esferas de alginato de céalcio sem recobrimento e as mesmas

esferas submetidas a tratamento de recobrimento com trés materiais:
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quitosana, alginato de sddio e poli-L-lisina. Neste trabalho, verificaram que o
tratamento com alginato de sodio recoberto com quitosana foi 0 que promoveu
a melhor protecéo para L. acidophilus e L. casei. J4 B. bifidum ndo sobreviveu
as condigdes Acidas do suco gastrico mesmo quando encapsulada em esferas
com cobertura.

Mokarram et al. (2009) investigaram a influéncia do recobrimento de
esferas de alginato de calcio preparadas pela técnica de emulsificacdo com
uma ou duas camadas de alginato de sédio na sobrevivéncia em solucéo
digestiva simulada de L. acidophilus PTCC 1643 e L. rhamnosus PTCC1637.
Na cobertura com alginato houve a reducdo do numero de células das cepas
estudas tanto para suco géstrico simulado (pH 1,5, 2 h) quanto na incubag&o
sequencial em suco gastrico (60 min) e em suco intestinal (pH 7,25, 2h).
Nestes ensaios 0 maior numero de sobreviventes ocorreu com cobertura de
duas camadas de alginato de sédio, seguida pela cobertura de uma camada de
alginato de sadio.

A microencapsulacdo de L. plantarum spp em matriz de alginato
recoberto com proteinas do soro de queijo foi estudada por Gbassi et al.
(2009). No tratamento com esferas de alginato sem recobrimento né&o foi
detectados sobreviventes ap6s 90 min de exposi¢do ao meio géstrico simulado.
Ja o tratamento das esferas com recobrimento com proteinas do soro de queijo
promoveu uma menor reducdo quando as cepas estudadas foram submetidas
ao suco géstrico simulado. Na encubagé@o sequencial das mesmas esferas
recobertas em suco intestinal simulado (180 min, 37 °C) houve novamente
reducdo do numero total de microrganismos testados, chegando a valores de

3,04 + 0,05 logyo UFC g ™ para L. plantarum 299v, 3,44 + 0,04 log;o UFC g ™*
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para L. plantarum 159 e 2,91 + 0,02 logi, UFC g ™ para L. plantarum 800,
demonstrando que as bactérias permaneciam viaveis apos a tratamento.

Além dos estudos in vitro, alguns estudos demonstram o efeito protetor
da imobiliza¢do dos probidticos in vivo incluindo a melhora no balango da flora
intestinal do hospedeiro, bem como protecédo em relacao a patégenos.

Kushal, Anand e Chander (2006) verificaram a influéncia da
encapsulacdo com alginato de calcio de co-cultura de L. acidophilus e B.
bifidum em relagdo a sobrevivéncia, implantagdo e protegcdo em relagdo ao
patégeno Salmonella typhimurium. Na implantagcdo dos probioticos, apos 8 dias
de administracdo, as maiores contagens foram nos grupos de ratos em que a
encapsulacdo foi utilizada. Além disso, para todos os tratamentos com
probidticos (tanto na forma livre quanto imobilizada), ndo houve presenca de
coliformes fecais nas fezes. Os grupos que receberam as co-culturas de
probiéticos imobilizados apresentaram a maior protecdo em relacdo a S.
typhimurium e também exibiram um efeito protetor nos ratos, incluindo aumento
da resposta imune.

Graff et al. (2008) estudaram a influéncia da microencapsulagdo em
alginato de célcio recoberto ou ndo com quitosana em relagdo a capacidade
destas técnicas em proteger Saccharomyces boulardii durante o transito
gastrointestinal simulado e quando estas esferas foram administrados em ratos
saudaveis. Estes autores verificaram que menos de 1 % dos probidticos ndo
microencapsulados sobreviveram a exposicdo durante 120 min a pH 1,1,
enquanto houve menor diminuigdo da viabilidade das leveduras encapsuladas
e pequena liberacao de células (< 1 %) para o meio. Quando as esferas sofram

submetidas ao tampé&o fosfato pH 6,8 houve completa liberagdo das células.
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Em relagéo aos testes realizados in vivo, foi verificado aumento do numero de
células de S. boulardii apds 96 h da administracdo dos probidticos (dose oral
de 2 x 10° UFC mL™). A recuperacéo nas fezes em relacéo a dose inicial foi de
2,5 % para as células livres, 13,3 % para as microesferas de alginato de calcio
sem recobrimento e 9,0 % para a administracdo de microesferas de alginato de

calcio com recobrimento com quitosana.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais e a metodologia
empregada para o estudo da otimizacdo da produgdo de biomassa de L.
plantarum bem como para o estudo do efeito da imobilizagdo na viabilidade do
probidtico em relacdo a condicdes de transito gastrointestinal simulado,

estocagem sob refrigeragcdo e em iogurte.

3.1 SELECAO DE LACTOBACILOS PARA PRODUCAO DE

BIOMASSA
3.1.1 Microrganismos: recuperacdo e manutencéo

Nesta etapa do trabalho escolheu-se 120 microrganismos identificados
previamente como pertencentes ao género Lactobacillus em uma colegédo de
bactérias lacticas extraidas de queijo Serrano (SOUZA, 2002). Estas estavam
mantidas congeladas a -18 °C, em caldo MRS (10 g L™ de peptona, 4 g L™ de
extrato de levedura, 8 g L™ de extrato de carne, 20 g L™ de glicose, 1 g L™ de
Tween 80, 2 g L™ de fosfato de potéssio dibasico de hidrogénio, 5 g L™ de
acetato de sodio tri-hidratado, 2 g L de citrato tri-aménio, 0,2 g L de sulfato
de magnésio hepta-hidratado, 0,05 g L* de sulfato de manganés tetra-
hidratado) com 20 % de glicerol. Os microrganismos foram inoculadas em 5 mL
de caldo MRS e incubados a 37 °C por 24 h. ApOs o crescimento, seguiu-se a
andlise por coloracdo de Gram para verificar a presenca de bacilos Gram

positivos e aqueles que apresentaram esta morfologia foram estocados em
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caldo MRS (Accumedia) com 20 % de glicerol a -18 °C para realizagéo de

ensaios posteriores.

3.1.2 Avaliacéo da producéo de biomassa

Aliquotas de 100 pL dos estoques dos isolados recuperados foram
inoculadas em 5 mL de caldo MRS e incubadas a 37 °C por 24 h. Apés as 24 h,
o inoculo foi transferido para Erlenmeyer contendo 50 mL de caldo MRS e
estes foram incubados em shaker (modelo MA 830, marca Marconi) 180 rpm
por 48 h a 37 °C. A avaliacdo da biomassa formada foi realizada através da
medida da massa seca de células (MS) como descrito no item Métodos

analiticos (3.5).

3.2 ENSAIOS PRELIMINARES

3.2.1 Elaboracéo da curva de calibragdo DO X massa seca de

células secas

A biomassa nos experimentos realizados foi acompanhada por trés
métodos (item 3.5): contagem do namero de células viaveis (UFC mL™),
densidade optica (DO) de células a 600 nm e massa seca de células secas, MS
(g L™). Para obter uma relagdo entre DO e MS realizou-se um ensaio de
crescimento em caldo MRS em que ambas as medidas foram acompanhas.
Esta curva de calibragéo foi elaborada somente para L. plantarum e foi utilizada
para a padronizacdo do inéculo em caldo MRS previamente ao procedimento
de centrifugagdo, lavagens e ressuspensdo em meio adequado e entéo

utilizado nos experimentos em biorreator (itens 3.2.6; 3.3.2).
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O procedimento experimental consistiu primeiramente em preparar um
pré-inéculo. Inoculou-se 1,5 mL da cultura estoque de isolado em frasco
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de MRS. Este foi incubado em shaker
rotatorio a 180 rpm a 37 °C por 18 h. Apds este periodo, aliquotas de 1 mL do
caldo fermentado foram transferidas para frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo 25 mL de MRS. Os frascos foram incubados em shaker rotatério a
180 rpm, 37 °C. Foram coletadas amostras a cada 1 h até atingir a DO igual a

1. A biomassa foi acompanhada através de medidas de MS e DO (item 3.5).
3.2.2 Crescimento de isolados em meios a base de soro de
gueijo

Foram realizados ensaios de crescimento dos isolados 57, 88 e 117 nos

diferentes meios de crescimento apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Composicdo dos meios utilizados para comparagcdo do crescimento dos
isolados 57, 88 e 117.

Componentes da formulacao MRS SPYEP SPS SEYEP SES
Quantidade dos componentes em 1 L

Peptona (g) 10 20 - 20

Extrato de levedura (g) 4 10 - 10

Extrato de carne (g) 8 - - -

Glicose (g) 20

Tween 80 (g) 1

Fosfato de potassio dibasico de hidrogénio (g) 2

Acetato de s6dio.3H20 (g) 5

Citrato tri-amonio (g) 2 - - - -

MgS0..7H,0 (g) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

MnS0O4.H,0 (g) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04

Soro de queijo (g) - 70 70 25 25

Enzima comercial* (uL) - 400 400 160 160

* Alcalase 2.4 L FG, Novozymes

O caldo MRS é o meio padrdo de crescimento de lactobacilos. Os
demais meios foram elaborados a base de soro de queijo (Eleva Alimentos)
como fonte de carbono. Os meios SPYEP e SPS foram meios que

apresentavam 70 g L™, sendo que o primeiro continha em sua composicdo
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extrato de levedura e peptona e o segundo ndo. J& os meios SEYEP e SES
foram meios elaborados para conter em lactose o equivalente de glicose do
meio MRS.

O procedimento experimental consistiu em inocular 50 puL da cultura
estoque de isolado em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de
meio. Os frascos foram incubados em shaker rotatorio a 180 rpm, 37 °C por
24 h. A determinacdo de biomassa foi realizada através da contagem de

namero de células viaveis (item 3.5).

3.2.3 Hidrélise das proteinas do soro de queijo

O soro de queijo foi escolhido como ingrediente base na formulagéo dos
meios para o crescimento dos microrganismos. Como durante a esterilizagéo
(121 °C, 15 min) ha a precipitacdo das proteinas presentes no meio foi
realizado um estudo com o objetivo de hidrolisar as proteinas do soro de queijo
e diminuir a formacao de precipitado, diminuindo assim a quantidade de soélidos
insolliveis em suspensao no meio.

Foi utilizado soro de queijo em p6 diluido na concentragéo de 70 g L™ o
que proporciona uma concentracdo de lactose de 55 g L. Os testes de
hidrélise foram realizados variando a concentragdo da enzima utilizada (400,
500, 600 e 800 uL (atividade 2,4, AU g* (Unidades de Anson por grama),
Alcalase 2.4 L FG, Novozymes) para 70 g L™ de soro de queijo), a temperatura
de hidrélise (40, 50 e 60 °C) e o tempo de hidrdlise (1, 2 e 3 h) levando a
realizacdo de um total de 36 experimentos. Todos os experimentos foram

realizados em duplicatas.
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Foi avaliada a massa do pellet formado apo6s a esterilizacdo do meio
obtido para cada ensaio de hidrélise. A massa foi avaliada da mesma forma

que para a determinagéo de MS de células (item 3.5).

3.2.4 Estudo da cinética de crescimento em shaker dos

isolados 57,88 e 117

Foram realizados estudos do crescimento dos isolados 57, 88 e 117 no
meio SPYEP. O procedimento experimental consistiu em inocular 50 pL da
cultura estoque de isolado em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL
de meio. Os frascos foram incubados em shaker rotatério a 180 rpm, 37 °C por
16 h. Foram coletadas amostras a cada 2 h. A biomassa foi acompanhada
através da MS. O sobrenadante resultante foi usado para a estimacdo da
concentracdo de lactose e de acido lactico. Os métodos analiticos estdo
descritos no item 3.5. O pH durante o experimento foi acompanhado através de

medidas potenciométricas.

3.2.5 Avaliacao da adicao de fonte de nitrogénio em shaker

Foram realizados estudos do crescimento do isolado 117 em trés
diferentes meios para avaliar a necessidade da adi¢cdo de fontes de nitrogénio
em meio a base de soro de queijo. O meio foi baseado no meio SPYEP. A

Tabela 7 apresenta a composi¢ao dos trés meios utilizados.
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Tabela 7: Composi¢ao dos meios para avaliagdo da fonte de nitrogénio.

Componentes da formulacao SEM PEPTONA AMONIA
Quantidade do componente em 1 L de meio
Peptona (g) - 10 -
Extrato de levedura (g) 10 10 10
MgS0..7H,0 (g) 0,2 0,2 0,2
MnS0O4.H20 (g) 0,04 0,04 0,04
Soro de queijo (g) 70 70 70
Ambonia (g) - - 10
Enzima (uL) 500 500 500

O procedimento experimental consistiu em inocular 1,5 mL da cultura
estoque de isolado em frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL do meio
SEM para todos os ensaios. Este foi incubado em shaker rotatério a 180 rpm a
37 °C por 18 h. Apo6s este periodo, aliquotas de 1 mL do caldo fermentado
foram transferidas para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de
meio em estudo (SEM ou peptona ou amonia). Os frascos foram incubados em
shaker rotatdrio a 180 rpm, 37 °C por 24 h. Foram coletadas amostras a cada 3
h. A biomassa foi acompanhada através da ME e o sobrenadante resultante foi
usado para a estimacdo da concentragdo de lactose e acido lactico (item 3.5).
O pH durante o tempo de experimento foi acompanhado através de medidas

potenciométricas.

3.2.6 Ensaio preliminar em cultivo submerso em biorreator

Foi realizado ensaio em biorreator com cultivo submerso com pH
controlado para verificar se este teria influéncia no consumo de lactose e na
producdo de biomassa com o isolado 117. Estes experimentos foram
realizados usando um biorreator de 2000 mL Biostat B (B. Braum Biotech
International, Alemanha). O pH foi controlado pela adigcdo automéatica de NaOH
5,0 M e H3PO4 1,0 M. O meio utilizado neste estudo foi o SPYEP. Para evitar a
reacdo de Maillard, peptona e extrato de levedura bruto foram autoclavados
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separadamente do soro de queijo e adicionados apds a esterilizacdo, sob
condigbes assépticas, no biorreator. O indculo foi preparado em 200 mL de
MRS em um Erlenmeyer de 1 L, que foi incubado em shaker a 37°C até atingir
a DO 1,0. Este foi centrifugado (Modelo Himac CR 21E, marca Hitachi) a
5000 g por 15 min a 4 °C e ressuspendido em 200 mL de caldo SPYEP. O
in6culo padronizado foi transferido para o biorreator que continha 1800 mL de
meio SPYEP. A temperatura foi controlada em 37 °C, o pH no valor de 6,1 e
nao foi realizada a aeragcéo do meio. Foi acompanhado o crescimento por 28 h.
Foram realizadas medidas de biomassa, concentracdo de lactose e de é&cido

lactico (item 3.5).

3.3 PRODUCAO DE BIOMASSA DE L. plantarum EM CULTIVO

SUBMERSO EM BIORREATOR

Nesta parte do trabalho investigou-se a produgdo de biomassa de L.
plantarum isolado de queijo Serrano, em biorreator submerso usando soro de
queijo como constituinte principal do meio. Primeiramente, foram investigadas
quais condi¢des e nutrientes tinham influéncia na produgéo de biomassa em
culturas submersas usando o delineamento de experimentos Plackett-Burman
(P-B). Apoés, foi utilizada a ferramenta de planejamento fatorial com o objetivo
de otimizar a producdo de biomassa através da combinacdo dos efeitos de

temperatura e taxa de aeracgao.
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3.3.1 Microrganismo

Culturas estoques de L. plantarum isolado de queijo Serrano foram
mantidas congeladas a -18 °C em suspensfes de caldo MRS contendo 20% de

glicerol.

3.3.2 Preparacéo do in6culo

Frascos Erlenmeyer (1000 mL) contendo 200 mL de caldo MRS foram
inoculados com 1,5 mL de cultura estoque em glicerol. Estes foram incubados
a 37 °C em shaker rotatorio a 180 rpm até que sua densidade 6ptica (DO)
atingisse o valor de 1,0 a 600 nm (aproximadamente 8 h). As células foram
separadas por centrifugagé@o a 5000 g por 10 min a 4 °C. O pellet de células foi
enxaguado e ressuspendido diretamente no caldo de crescimento (200 mL),
cuja composicdo variou de acordo com o delineamento experimental descrito
nos itens 3.3.4.1 ou 3.3.4.2, apresentados na sequéncia. Este procedimento foi

realizado para padronizar a preparacdo do in6culo para todos os experimentos.

3.3.3 Condicdes de cultivo em biorreator submerso

Na investigacdo de quais variaveis tinham efeito significativo na
producéo de biomassa, os cultivos foram realizados com um meio contendo
(em g L‘l): MgSO4.7H20, 0,2; MnSO4.H,0, 0,04. Os demais ingredientes do
meio foram: soro de queijo em po, peptona, extrato de levedura bruto. Para
evitar a precipitacdo de proteinas durante o processo de esterilizacdo (121 °C,
15 min), as proteinas do soro de queijo foram hidrolisadas com protease
comercial. Com este procedimento, a maioria das proteinas permaneceu

solavel no meio. Para evitar a reacdo de Maillard, peptona e extrato de
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levedura bruto foram autoclavados separadamente do soro de queijo e
adicionados ap0s a esterilizagdo, sob condi¢des assépticas, no biorreator.

A quantidade de 200 mL de inéculo padronizado foi transferido para o
biorreator que continha 1800 mL de meio cuja composic¢éao foi de acordo com o
ensaio especifico dado pelos planejamentos experimentais. Estes
experimentos foram realizados usando um biorreator de 2000 mL Biostat B (B.
Braum Biotech International, Alemanha). O pH foi controlado pela adi¢céo
automatica de NaOH 10,0 M e H3PO4 1,0 M. O oxigénio dissolvido foi medido
usando um eletrodo polarogréfico de O, (Mettler-Toledo, Alemanha). A taxa de
oxigénio dissolvida (Kja) foi calculada pelo método dindmico (SINCLAIR,
CANTERO, 1990). Temperatura, taxa de aeragéo, pH e velocidade de agitagéo
foram fixados conforme o delineamento P-B.

No planejamento composto central rotacional, temperatura e taxa de
aeracdo foram as variaveis independentes; o pH e a agitacdo foram fixados
conforme os resultados dos experimentos P-B e a composi¢cdo do meio foi em
g L'h MgS04.7H,0, 0,2; MnS0O,.H,0, 0,04; peptona, 15; extrato de levedura
bruto (Prodesa), 5 e lactose (proveniente do soro de queijo, Eleva Alimentos),

140.

3.3.4 Planejamento experimental

3.3.4.1Selecéo das condi¢des de cultivo

Para determinar quais nutrientes e condi¢des tém um efeito na produgéo
de biomassa de L. plantarum, um delineamento de experimentos Plackett-
Burman (P-B) foi utilizado (PLACKETT e BURMAN, 1946). Neste trabalho, sete

variaveis independentes e quatro variaveis inertes foram estudadas em 15
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experimentos com trés repeticbes no ponto central. A matriz de delineamento
esti apresentada na Tabela 8. Cada linha representa um experimento e cada
coluna representa uma variavel independente ou inerte. As variaveis com nivel
de confianga maior que 90 % foram consideradas significativas na producéo de

biomassa.

Tabela 8: Matriz de delineamento experimental Plackett-Burman

Variaveis %/ Niveis °

Exp X1 Xz X3 Xa Xs Xs X7 D D D D
(°C) (pH) (g/LV) (g/V) (g/V) (rpm)  (wm) ! 2 ° ¢
1 42 (+) 5,2() 140(+) 5(-) 5(-) 200 (-) 2 (+) + + - +
2 42 (+) 6,4 (+) 80(-) 25 (4) 5(-) 200 (-) 0() + + +
3 34 (-) 6,4 (+) 140(+) 5(-) 15(+) 200(-) 0() - + + +
4 42 (+) 52(-) 140(+) 25(+) 5(-) 400 (+) 0(-) - - + +
5 42 (+) 6,4 (+) 80(-) 25 (4) 15(+) 200 (-) 2(+) - - - +
6 42 (+) 6,4 (+) 140(+) 5(-) 15 (+) 400 (+) 0() + - - -
7 34 (-) 6,4 (+) 140(+) 25(+) 5(-) 400 (+) 2(+) - + -
8 34 (-) 52() 140(+) 25(+) 15(+) 200 (-) 2(+) + - + -
9 34 (-) 52 () 80(-) 25 (4) 15 (+) 400 (+) 0() + + - +
10 42 (+) 52() 80(-) 5() 15 (+) 400 (+) 2(+) - + + -
11 34 (-) 6,4 (+) 80(-) 5(-) 5() 400 (+) 2(+) + - + +

12 34() 52() 80() 5() 5() 200() 0() -
13 38(0) 58(0) 1100) 15(0) 10(0) 300(0) 1 (0) 0 0
14  38(0) 58(0) 1100) 15(0) 10(0) 300(0) 1 (0) 0 0 0
15 38(0) 58(0) 1100) 15(0) 10(0) 300(0) 1(0) 0 0

[eNeNon

# X1 temperatura; Xo pH; Xs concentracdo de lactose; X4 concentracdo de peptona; Xs concentragdo de
extrato de levedura bruto; Xe agitagdo; X; taxa de aeracdo; D1, Do, D3 e D4 s80 variaveis inertes (dummy).
b (+) nivel superior da variavel; (-) nivel inferior da variavel e (0) nivel central da variavel.

3.3.4.2Delineamento composto central rotacional (DCCR)

A otimizagéo das condi¢cdes de cultivo, selecionadas pelo delineamento
P-B, para maximizar a producdo de biomassa foi determinada com um DCCR.
As variaveis e os valores de seus niveis, codificados e decodificados, estdo
apresentadas na Tabela 9, onde a matriz do planejamento apresenta o
delineamento de 11 experimentos para as duas variaveis estudadas, cada uma
em cinco niveis. O delineamento foi realizado com trés replicatas no ponto
central e quatro pontos axiais. Em cada experimento, a producdo de biomassa

foi determinada.
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A equacdo polinomial de segunda ordem para as varidveis esti
apresentada a seguir:

Y=ﬂ0+2ﬂixi+2ﬂijxixj+Zﬂiixi2 1)
Onde Y representa a resposta, By a constante, 3 o coeficiente do efeito linear,
Bii o coeficiente do efeito quadratico, Bj o coeficiente da interac&o dos efeitos, X;
e X; 0 nivel codificado da variavel X; e X;. A equacdo quadrética (1) foi usada
para grafar as superficies de resposta para as variaveis.

As variaveis testadas foram codificadas de acordo com a seguinte

equagao:

X, =X,
) @

Onde x; € o valor codificado e X; € o valor real da variavel independente, X, é 0

valor real do ponto central e AX; é o valor da diferenga entre os pontos.

Tabela 9: Matriz do DCCR com niveis codificados e decodificados das variaveis.

Exp Variaveis */ Niveis °
X1 - Temperatura (°C) X, - Taxa de aeragdo (vwm)

1 -1(31) -1(2,5)
2 -1(31) +1 (4,5)
3 +1 (37) -1(2,5)
4 +1 (37) +1 (4,5)
5 -1,41 (30) 0(3,5)
6 1,41 (38) 0(3,5)
7 0(34) -1,41 (2)
8 0(34) 1,41 (5)
9 0(34) 0(3,5)

10 0(34) 0(3,5)

11 0 (34) 0 (3,5)

3.3.4.3 Método do caminho de ascendéncia maxima

O método do caminho de ascendéncia méxima € um procedimento
realizado no planejamento de experimentos com o intuito de buscar novas

regibes de estudo das varidveis independentes estudadas. Esta busca é
57



realizada sequencialmente ao longo de um caminho de ascendéncia na diregéo
do maximo aumento da resposta (MONTGOMERY, 1997). Neste trabalho, este
método foi usado para verificar se existia uma melhor regido de estudo das
variaveis temperatura e taxa de aeracdo. Para delinear estes experimentos, foi
calculada a razéo entre o valor do coeficiente linear da temperatura e o
coeficiente linear da taxa de aeragdo, ambos obtidos no DCCR, obtendo-se
assim uma série de 5 experimentos, iniciando-se do ponto central de DCCR. A
Tabela 10 representa a planejamento experimental do caminho de ascendéncia
maxima com 5 ensaios com seus respectivos valores de temperatura e taxa de

aeracao.

Tabela 10: Delineamento dado pelo caminho de ascendéncia maxima

Experimento Temperatura (°C) Taxa de aeracdo
(wm)
1 34 3,5
2 31 45
3 28 55
4 25 6,5
5 22 7,5
Ponto central DCCR 34 3,5

3.4 VIABILIDADE DE L. plantarum SOB DIFERENTES

CONDICOES DE ESTRESSE
3.4.1 Microrganismo

Culturas estoques de L. plantarum isolado de queijo Serrano (SOUZA,
2002) foram mantidas congeladas a -18 °C em suspensdes de caldo MRS

contendo 20% de glicerol.
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3.4.2 Imobilizagdo de L. plantarum

A imobilizac&o de L. plantarum através da técnica de microencapsula¢do
por emulsdo foi realizada com alginato de célcio e/ou pectina. A técnica
utilizada é baseada naquela apresentada por Sheu e Marshall (1993). Também
foi realizado o recobrimento das esferas de material imobilizado com alginato
de sodio e quitosana adaptando-se o método descrito por Krasaekoopt,

Bhandari e Deeth (2004).

3.4.2.1Preparo da cultura concentrada de células

Foi inoculado 1,5 mL de cultura estoque em glicerol de L. plantarum em
frascos Erlenmeyer de 1 L contendo 200 mL de caldo MRS. Este foi incubado
em shaker a 37 °C, 180 rpm até a DO atingir o valor 1. Foram utilizados o
equivalente a 1000 mL de caldo MRS com a DO 1 para cada ensaio de
imobilizagdo. O caldo fermentado foi centrifugado (5000 g, 15 min, 4 °C)
enxaguado com &gua destilada estéril e ressuspendido em 10 mL de &gua
destilada estéril. Esta solu¢cdo foi misturada com o polimero imobilizante e
conectada ao sistema de imobilizagao.

A suspens@o de células livres de L. plantarum foi preparada utilizando
uma cultura de 1000 mL que foi cultivada em meio MRS em shaker rotarorio a
180 rpm a 37 °C até atingir DO igual 1. Esta foi centrifugada (5000 g, 10 min,
4 °C), o pellet foi lavado duas vezes com agua destilada estéril e finalmente

ressuspendido em 100 mL de 4gua destilada estéril.
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3.4.2.2 Preparacédo das esferas

A Figura 9 lustra o diagrama esquematico do sistema de

microencapsulagéo utilizado nos experimentos.

1 CLORETO:
- DE-CALCIO: -

Figura 9: Diagrama esquematico do sistema de microencapsulacao pelatécnicade
emulséo.

As células de L. plantarum foram confinadas pela mistura de uma parte
de cultura concentrada de células (apresentada no item 3.4.2.1) com quatro
partes do polimero imobilizante. A Tabela 11 apresenta os tratamentos com
diferentes polimeros empregados para a imobilizacdo de L. plantarum. Uma
parte da mistura do polimero utilizado e células (50 mL) foi entdo adicionada a
5 partes de 6leo (250 mL em frasco de 1 L) contendo Tween 80 (0,2 %), que foi
agitado com barra magnética a 200 rpm. A nova mistura foi agitada por 10 min
para a formagdo de uma emulsédo uniforme sem a evidéncia de uma fase
aquosa. Depois de transcorrido 10 min, 500 mL de cloreto de calcio (0,05 M

para ALG ou 0,10 M para PEC ou ALPE) foi adicionado rapidamente mas
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gentilmente (20 mL s™) escorrendo pela parede do frasco até que a emulsdo
adgualdleo fosse quebrada. As esferas de alginato de célcio foram formadas
dentro de 10 min. As esferas foram coletadas por centrifugagéo (350 g, 10 min,
4 °C) e enxaguadas duas vezes com agua estéril. O pellet foi ressuspendido
em 50 mL de agua destilada estéril para os ensaios posteriores. Todo o

procedimento foi realizado sob condigdes de esterilidade.

Tabela 11: Tratamentos empregados naimobilizagéo de L. plantarum.

Tratamento Sigla
Células sem imobilizac&o SIMO
Esferas elaboradas com alginato de sédio 3 % (p/v) ALG
Esferas elaboradas com pectina citrica 4 % (p/v) PEC
Esferas elaboradas da mistura de alginato de sédio 2 % (p/v) e pectina citrica 2 % ALPE
(pv)

Esferas elaboradas com alginato de sodio 3 % (p/v) recobertas com solugéo de ALGA
alginato 0,17 % (p/v)

Esferas elaboradas com pectina citrica 4 % (p/v) recobertas com solu¢éo de alginato PECA
0,17 % (p/v)

Esferas elaboradas da mistura de alginato de sédio 2 % (p/v) e pectina citrica 2 % ALPEA
(p/v) recobertas com solucéo de alginato 0,17 % (p/v)

Esferas elaboradas com alginato de s6dio 3 % (p/v) recobertas com solugéo de ALGQ
quitosana 0,4 % (p/v)

Esferas elaboradas com pectina citrica 4% (p/v) recobertas com solugdo de quitosana PECQ
0,4 % (p/v)

Esferas elaboradas da mistura de alginato de sédio 2 % (p/v) e pectina citrica 2 % ALPEQ

(p/v) recobertas com solugéo de quitosana 0,4 % (p/v)

3.4.2.3Recobrimento com alginato

O procedimento de recobrimento das esferas de imobilizado com
alginato de sédio seguiu o descrito por Krasaekoopt, Bhandari, Deeth (2004).
As esferas com L. plantarum imobilizado obtidas como descrito no item 3.4.2.2.
foram misturadas com 100 mL de solugdo de alginato de sodio 0,17 % e
colocadas sob agitacdo a 100 rpm, 37 °C por 20 min em shaker orbital. Ap4s
transcorrido este periodo as esferas com recobrimento de alginato foram
recolhidas por centrifugagdo (350 g, 10 min, 4 °C) e lavadas duas vezes com

agua estéril. O pellet foi ressuspendido em 50 mL de &gua destilada estéril para

61



0S ensaios posteriores. A Tabela 11 apresenta os tratamentos empregando

recobrimento de alginato.

3.4.2.4 Recobrimento com quitosana

O procedimento de recobrimento com quitosana foi adaptado de
Krasaekoopt, Bhandari, Deeth (2004). 0,4 g de quitosana foi dissolvida em
90 mL de agua destilada acidificada com 0,4 mL de &cido acético glacial até
alcancar a concentragéo final de 0,4% (p/v). O pH foi entdo ajustado com
NaOH 1M até atingir 5,8 + 0,2. A mistura foi filtrada através de papel filtro
Whatman n° 4 e o volume foi ajustado a 100 mL. Apds foi autoclavado a 121 °C
por 15 min. As esferas com L. plantarum imobilizado obtidas como descrito no
item 3.4.2.2. foram misturadas com 100 mL da solucdo de quitosana e
colocadas sob agitacdo a 100 rpm, 37 °C por 40 min em shaker orbital. ApGs
transcorrido este periodo elas foram recolhidas por centrifugagdo (350 g, 10
min, 4 °C) e enxaguadas duas vezes com &gua estéril. O pellet foi

ressuspendido em 50 mL de agua destilada estéril para os ensaios posteriores.

3.4.3 Testes de resisténcia aos meios gastrointestinais

3.4.3.1 Meios para testes de tolerancia ao transito gastrointestinal

Os sucos gastrico e intestinal simulados foram preparados diariamente.
Os meios simulados foram elaborados baseando-se nos trabalhos de Charteris
et al. (1998) e Michida et al. (2006). O suco gastrico simulado (SGS) foi
preparado pela suspensdo de pepsina (1:10000) em solugdo salina estéril
(0,5 %, plv) até uma concentragéo final de 3 g L™ e o pH foi corrigido até 2,0

com HCI concentrado ou NaOH 0,1 mol L™ usando um medidor de pH. O suco
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intestinal simulado (SIS) foi preparado pela suspensdo de pancreatina USP
(P-1500, Sigma) em solucéo salina estéril até uma concentracao final de 1g L™,
com 4,5 % de sais biliares (Oxoid) e o pH foi ajustado a 8,0 com NaOH
0,1 mol L™ usando um medidor de pH. Ambas as solucdes foram filtradas para

sua esterilizagdo em membrana filtrante de 0,22 um.

3.4.3.2 Teste de tolerancia ao transito gastrointestinal

A toleréncia das células livres e imobilizadas de L. plantarum ao meios
géstrico e intestinal simulados foi determinada segundo o método adaptado de
Charteris et al.(1998). Os testes foram realizados em tubo de Falcon de 15 mL,
previamente esterilizados. Foram realizados trés tipos de testes. No primeiro e
no segundo, 0,4 mL da suspensdo de células livres ou imobilizadas foram
misturadas a 1,8 mL de SGS ou SIS, misturados levemente e colocados sob
incubagdo por 120 min a 37 °C. No terceiro, primeiramente 0,4 mL da
suspensao de células livres ou imobilizadas foram misturadas levemente a 1,8
mL SGS e colocados sob incubagéo por 120 min a 37 °C. Ao final do periodo,
1,8 mL de SIS foi adicionado a amostra, misturado e procedeu-se mais 120 min
de incubacéo a 37 °C. Como controle para os dois primeiros testes (CONT12),
foi incubado 0,4 mL da suspenséo de células livres ou imobilizadas em 1,8 mL
de solucéo salina (0,5 %, p/v) estéril por 120 min a 37 °C e, como controle para
o terceiro teste (CONT3) foi incubado 0,4 mL da suspenséo de células livres ou
imobilizadas em 1,8 mL de solucéo salina (0,5 %, p/v) estéril por 120 min a
37 °C e adicionado no tempo de 120 min mais 1,8 mL de solucéo salina (0,5 %,
p/v) estéril, misturado e colocado para incubar por mais 120 min a 37 °C.
Aliquotas de 1 mL foram tomadas nos tempos 0, 30, 60, 120 min (para todos o0s
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testes), 180 e 240 min (para o terceiro teste e seu controle) para a

determinagé@o do numero total de células viaveis.

3.4.3.3 Dissolucéo das esferas

As esferas de imobilizado de ALG, PEC, ALPE, ALGA, PECA e ALPEA
foram dissolvidas utilizando 1 mL do material incubado que foi dissolvido em
9 mL de tampé&o fosfato, pH 7,5, por 10 min em shaker a 37 °C, 180 rpm. Ja as
esferas de imobilizados que foram recobertas com solugdo de quitosana foram
dissolvidas utilizando 1 mL do material incubado adicionado em 9 mL de
tampao citrato de sodio, pH 6,0, na presenca de 10 esferas de vidro, por 10 min
em shaker a 37 °C, 180 rpm. A nova solugédo formada foi entdo utilizada para

determinag&@o do ndmero de células viaveis (item 3.5).

3.4.4 Teste de resisténcia a condicdo de refrigeracéo

No teste de resisténcia a condigcdo de refrigeracdo 0,4 mL da suspenséo
de células livres ou imobilizadas foram adicionadas em 1,8 mL de solucéo
salina (0,5 %, p/v) estéril e incubadas em geladeira a 4 °C. Aliquotas de 1 mL
foram tomadas durante 38 dias para a determinacdo do numero total de células
viaveis (item 3.5). A dissolucdo das esferas de imobilizado foi realizada

conforme descrito no item 3.4.3.3.

3.4.5 Producédo de iogurte suplementado com L. plantarum

imobilizado em alginato recoberto com quitosana

O iogurte foi produzido de acordo com o fluxograma apresentado na

Figura 10. Foi utilizada como cultura starter para a produgéo do iogurte Yo-
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Flex® YF-L812 (Christian Hansen, Brasil) composto de Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Apos o iogurte atingir o pH 4,5, foram colocados 1,8 mL de iogurte em
tubos falcon estéreis de 15 mL e adicionados a estes 0,4 mL de L. plantarum
imobilizado em ALGQ e estocadas em geladeira a 4 °C por 38 dias. Aliquotas
de 1 mL foram tomadas durante 38 dias para a determinagdo do numero total
de células viaveis de L. plantarum. Para esta determinacéo foi utilizado o meio
seletivo diferencial para L. plantarum (LPSM) descrito por Bujalance et al.
(2006). O meio consistia em g L™*: peptona bacterioldgica, 10; extrato de carne,
10; extrato de levedura, 10; D-sorbitol, 20; ciprofloxacina, 0,004; acetato de
sédio, 5; citrato de aménia, 2; fosfato de potassio, 2; sulfato de magnésio, 0,1;
sulfato de manganés, 0,05; purpura de bromocresol, 0,02; agar, 20. O meio
sem ciproflaxacina foi autoclavado por 15 min a 121 °C e ap6s resfriado a 50
°C. A ciprofloxacina foi esterilizada por filtragdo antes de ser adicionada ao
meio resfriado com membrana filtrante de 0,22 um. O pH do meio foi ajustado a
6,0 + 0,1. O meio quando solidificado apresenta coloragdo purpura e o
L. plantarum quando cresce neste meio desenvolve coloragdo amarela ao redor
das coldnias pela formacdo de &cido. A dissolucdo das esferas de imobilizado

foi realizada conforme descrito no item 2.4.3.3.
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Reconstituicdo de leite em pd desnatado até
atingir 14% de solidos totais

Pasteurizagdo 85°C/30 min)

Resfriamento até temperatura de incubacgéo
(43°C)

Adicdo de 2% de cultura starter

Incubacéo a 43°C até atingir pH 4,5

Figura 10: Fluxograma de producéo de iogurte.

3.5 METODOS ANALITICOS

Para determinacdo da MS (massa seca de células secas, g L),
amostras de 10 mL de caldo fermentativo foi centrifugado (Modelo 4R 15,
marca Sigma) a 3500 g por 20 min a 4°C. As amostras foram centrifugadas,
lavadas duas vezes com &gua destilada e secas em tubos plésticos
previamente pesados a 80 °C até atingir peso constante em estufa a vacuo. O
sobrenadante resultante foi usado para a estimagdo da concentragcdo de
lactose e de &acido lactico. A concentracdo de lactose foi determinada pelo
método DNS (&cido dinitrossalicilico) usando lactose como padrdo (CHAPLIN,
1986). A concentracdo de &cido lactico foi determinada por HPLC (Shimadzu
LC-10A) equipado com uma coluna de fase reversa Supelcosil C18, 5 p, 250
mm x 4,6 mm (Supelco, USA) e detector de ultravioleta a 210 nm (detector UV-
VIS SPD-102 Shimadzu, Jap&o). Uma solugdo de 0,01 M de H,SO, foi usada
como eluente no fluxo de 1 mL min™,

A medida de DO de células foi realizada espectofotometricamente
(Modelo Ultraspec 3100 pro, marca Amersham Biosciences) a 600 nm. A
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determinacéo de UFC mL™, ndmero total de células viaveis de L. plantarum, foi
determinado pelo método de pour plate usando 4gar MRS (caldo MRS com 2%
de &gar) utilizando 1 mL do caldo fermentado para a realizacdo das diluicbes

seriadas. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Nas analises estatisticas dos experimentos foi empregado o software

STATISTIC verséao 7.0 (StatSoft).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SELECAO DE LACTOBACILOS PARA PRODUCAO DE

BIOMASSA

4.1.1 Avaliagcao da producao de biomassa

Dos 120 isolados descritos como pertencentes ao género Lactobacillus
testados, somente 30 foram selecionados para os testes de avaliagdo da
producdo de biomassa, pois os demais apresentaram alguma caracteristica
inadequada: muitos ndo apresentaram crescimento, outros apresentaram
algum tipo de contaminagdo. A Tabela 12 apresenta os valores de biomassa
em ME obtidos nos testes de crescimento. Observa-se que houve ampla
diversidade nos valores de biomassa obtidos. Foram realizados testes de
médias para verificar estatisticamente a diferenga entre os valores de biomassa
obtidos em cada isolado, sendo que para as médias consideradas
estatisticamente iguais, com nivel de confianca de 95 %, foram usados indices
iguais.

A elevada conversdo de biomassa € uma importante variavel para a
selecdo de uma cepa de probiotico a ser utilizada em alimentos, uma vez que
altos niveis de células normalmente sdo recomendados para que uma
quantidade viavel de células consiga chegar ao trato intestinal e ter atividade
celular para desempenhar seu papel benéfico (FAO/WHO, 2001;

MARAGKOUDAKIS et al., 2006; STANTON et al., 2005).
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Tabela 12: Rendimento de biomassa em massa seca de células para experimentos de
selecdo deisolados de queijo Serrano.

Isolado Massa seca de células (g/L)
9 1,1100 + 0,1200"*%
13 1,4200 + 0,1100%

18+ 1,6350 + 0,0850°
35 0,7800 + 0,0000™
38* 1,5100 + 0,0900%
39* 1,5500 + 0,1000°
57* 1,6600 + 0,1000°'
58 1,0450 + 0,3650"*%
68 0,5350 + 0,0750%
70 0,7550 + 0,0250"
73 1,4550 + 0,0850%
74 1,4700 + 0,0600%
75 1,2550 + 0,1350°%
77* 1,5200 + 0,0200%
78 1,4650 + 0,0350%
79 1,3200 + 0,1600°%
80 1,0750 + 0,1150"*%
81 1,2350 + 0,0150°%
83 0,7950 + 0,0350™
84* 1,6600 + 0,0300°'
88* 2,2750 + 0,0650'
106 1,4350 + 0,1650%
108 1,3500 + 0,1500°
109+ 1,5600 + 0,0700°
111 0,9100 + 0,0000°*
112 0,0150 + 0,01500?
114* 1,5550 + 0,0450°
115+ 1,6350 + 0,0250°
116* 1,5400 + 0,0000°
117+ 1,5100 + 0,0200%

* amostras nas quais foram realizados testes bioquimicos para identificacdo da espécie.
Letras distintas indicam diferencas entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Dos 30 microrganismos selecionados, 12 que apresentaram maior
producéo de biomassa, foram encaminhados para realizagdo da identificacéo
da espécie por testes bioquimicos pelo MAA/ICBS/UFRGS (Departamento de
Microbiologia Agricola e do Meio Ambiente, Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul). A Tabela 13 apresenta o
resultado da identificagdo das bactérias. Para o prosseguimento do trabalho
foram selecionados os isolados 117, identificado como L. plantarum, e 57,
identificado como L. paracasei subsp. tolerans, por serem espécies descritas
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como probidticas pela literatura (DE VRIES et al.,, 2006; HOLZAPFEL et al.,
2001) e o isolado 88, identificado como Carnobacterium maltaromaticum
(MORA et al.,, 2003) (antiga classificacdo do Lactobacillus maltaromicus
(MILLER, MORGAN E LIBBEY, 1974)), pois este apresentou a maior producéo
de biomassa nos testes realizados. A escolha entre os isolados 114 e 117 foi
aleatdria, ja que estes ndo apresentaram diferenca significativa entre os valores

de biomassa formados.

Tabela 13: Resultado daidentificacdo das bactérias.

Cédigo do Isolado Resultado da identificacdo
77 Lactobacillus fructosus
84, 88,116 e 115 Carnobacterium maltaromaticum
114 e 117 Lactobacillus plantarum
109,39¢e 38 Lactobacillus divergens
18 Lactobacillus salivarus
57 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans

4.2 ENSAIOS PRELIMINARES

4.2.1 Elaboracdo da curva de calibracdo DO X massa seca de

células secas

Com o objetivo de verificar a existéncia de relagdo entre dois tipos de
medidas de biomassa foram realizados experimentos de crescimento de L.
plantarum. Nestes foram analisadas a DO e o MS das amostras em diferentes
tempos de crescimento. A partir dos dados obtidos realizou-se uma regresséo
linear para correlacionar massa seca de células (MS) com DO. A equacéo
originada pelos dados é dada por MS =0,3934-DO-0,0238, com R? igual a
0,9974. A medida de DO é rapida e facilmente realizavel. J& a medida de
densidade especifica de células demanda longo tempo para a obtencdo do
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resultado, ja que os frascos em que as amostras vao ser pesadas devem ser
previamente pesados e apods colhida a amostra esta deve ser seca até massa
constante, processo total que demora alguns dias. Dessa forma, esta equacéo
se mostra importante, pois em diversos experimentos realizados durante este
trabalho (in6culos dos experimentos em biorreator) a medida de DO foi
realizada para padronizacdo dos inOculos. Para 0s microrganismos
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans e Carnobacterium maltaromaticum n&o
foram elaboradas estas curvas. A medida de DO foi realizada sempre
concomitante a densidade especifica de células para a padronizacdo dos

in6culos destes dois microrganismos.

4.2.2 Crescimento de isolados em meios a base de soro de
gueijo

Os primeiros ensaios realizados em shaker para a selecdo de bactérias
lacticas foram feitos com caldo MRS, que € um meio nutritivo especial para o
crescimento de Lactobacillus. Este meio € rico em diferentes fontes de carbono
(acetato, citrato e carboidratos) e em fontes de nitrogénio, sendo adequado
para cepas de microrganismos fastidiosos que crescem pouco em outros tipos
de meio comumente usados (DE MAN, ROGOSA e SHARPE, 1960). Contudo,
€ um meio bastante caro e seu uso em larga escala se torna impraticavel.

O meio ideal para cultivar microrganismos deve ser barato e de grande
disponibilidade para a sua aplicagdo comercial. Em vista disso, alguns residuos
agroindustriais sdo investigados para o cultivo de microrganismos (HORN,
ASPMO e EIJSINK, 2005; LAITILA et al.,, 2004, PANESAR et al., 2007,

PASSOS et al., 1993).
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Neste cenario, o soro de queijo se mostra como um bom substrato para
o crescimento de Lactobacillus, pois no soro de queijo permanece cerca de
55 % do total de nutrientes presentes no leite. Entre os nutrientes mais
abundantes do soro de queijo em relagéo ao total de sdlidos estédo: a lactose
(70 — 72 %), proteinas do soro (8 — 10 %) e sais minerais (12 — 15 %). Como a
lactose € o maior componente do soro, a adi¢do a ele de vitaminas, minerais e
proteinas em que € carente, o torna um meio amplamente usado em processos
biotecnolégicos. Os requerimentos nutricionais das LAB s&o complexos,
especialmente em relacdo as fontes de nitrogénio e somente parte do total de
peptideos disponiveis sdo metabolizados. Os meios de cultura, que podem
possuir alto conteldo de proteinas, sdo usualmente suplementados com
extrato de levedura ou hidrolisados protéicos (peptonas) (PANESAR et al,
2007; SISO, 1996).

Em vista do exposto, foram conduzidos estudos da formagdo de
biomassa com os isolados L. paracasei. subsp tolerans (57), Carnobacterium
maltaromaticum (88) e L. plantarum (117) em quatro diferentes meios a base
de soro de queijo e em MRS. Como havia a presenca de sélidos insoluveis,
optou-se neste estudo, pela avaliacdo da biomassa através da contagem de
unidades formadores de col6nia (UFC) por mL de caldo fermentativo.

A Figura 11 apresenta o grafico dos valores de UFC mL™ obtidos para

cada bactéria nos diferentes meios.
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Figura 11: Diagrama dos valores de UFC mL™ dos microrganismos L. paracasei subsp.
tolerans (57); C. maltaromaticum (88) e L. plantarum (117).

Para verificar a diferenca estatistica entre as médias dos valores de
biomassa dos diferentes testes foi realizado o teste Tukey. As médias foram
consideradas iguais ao nivel de confianca de 95 %. A Tabela 14 apresenta os
resultados da andlise estatistica. Avaliando o crescimento de cada um dos
microrganismos nos diferentes meios pode ser observado que para o L.
plantarum a formacé@o de biomassa no meio SES s6 foi igual estatisticamente
ao crescimento no meio SPS e nestes meios houve a menor formacdo de
biomassa do isolado. Os maiores valores de formacdo de biomassa para L.
plantarum ocorreram nos meios MRS, SEYEP e SPYEP. Para C.
maltaromaticum os maiores valores de UFC mL™* também foram observados

nos meios MRS, SEYEP e SPYEP, contudo ndo houve diferenga significativa
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em relacdo aos meios SES e SPS. O mesmo foi observado para o L. paracasei
subsp. tolerans. Os maiores crescimentos foram observados nos meios em que
o soro de queijo foi complementado com outras fontes de nitrogénio
evidenciando a importancia da adicdo destes constituintes. Apesar dos dois
meios SPYEP e SEYEP serem iguais, ao nivel de confianca de 95 %, optou-se
por trabalhar com o meio SPYEP na sequéncia do trabalho, pois aumentando o
nivel de confianga em 1 % estes meios ja se tornam diferentes estatisticamente
para o crescimento de C. maltaromaticum e L. paracasei subsp. tolerans em

relacdo ao crescimento de L. plantarum nos mesmos meios.

Tabela 14: Tabela de diferencas significativas para avaliacdo da formacao de biomassa
dos isolados de L. paracasei subsp. tolerans, C. maltaromaticum, L. plantarum por UFC
mL™ para diferentes meios.

95 % de confianga 96% de confianga
57 - MRS abc abc
57 - SEYEP abc abc
57 - SES a a
57 - SPS ab ab
57 - SPYEP abc abc
88 - MRS ab abc
88 - SEYEP a a
88 - SES a a
88 - SPS a a
88 - SPYEP abc abc
117 - MRS bc bc
117 - SEYEP c c
117 - SES a a
117 - SPS ab ab
117 - SPYEP bc bc

Os valores obtidos neste experimento foram similares aos obtidos por
Saguir, Campos e Nadra (2008). Os autores obtiveram para o meio MRS o
valor de biomassa de 3,5 x 10° UFC mL™. A retirada de extrato de levedura do
meio causou a diminuicdo do numero de células em 7 % e a omissdo de
peptona ndo causou nenhuma alteracdo em relagdo ao caldo MRS original.
Quando extrato de levedura e peptona foram ambos removidos, os resultados

foram iguais ao do meio com auséncia de extrato de levedura o que indicou
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que o efeito de diminuicdo no crescimento foi causado principalmente pela

auséncia de extrato de levedura.

4.2.3 Hidrélise das proteinas do soro de queijo

O estudo da hidrolise enziméatica das proteinas do soro de queijo foi
realizado com o intuito de diminuir a precipitacdo destas durante a operagéo de
esterilizagdo do meio. Além disso, a hidrélise enzimatica das proteinas
promove a liberagdo de peptideos, o que torna 0os compostos nitrogenados
mais biodisponiveis para a utilizagdo pelas LAB sem que haja tratamento
térmico severo. Guerra, Rua e Pastrana (2001) propuseram um método de
remocdo das proteinas precipitadas durante a esterilizagdo do soro de queijo.
Contudo, neste método o meio passava por duas etapas de esterilizacdo. A
primeira esterilizacdo era realizada para que as proteinas fossem coaguladas.
O pH era ajustado para 4,5 e seguida esta etapa realizava-se a centrifugacao
das proteinas desnaturadas. Novo ajuste de pH era realizado (para 6,3) e a
segunda esterilizagdo era realizada. Este processo é bastante complexo e
demanda a utilizagdo de vérios equipamentos e submissdo do meio a dois
tratamentos térmicos severos.

A Figura 12 apresenta um gréfico de barras com a formacgédo de
precipitado de proteinas do soro de queijo em rela¢do aos diversos tratamentos
enzimaticos realizados. Para verificar a diferenga estatistica entre as médias
dos valores de precipitado formado nos diferentes tratamentos realizados
aplicou-se o teste Tukey. As médias foram consideradas iguais ao nivel de
confianca de 95 %. O Unico tratamento que apresentou diferenca significativa

em relagdo a outros ensaios foi o que empregou 400 uL de enzima por 3 h a
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50 °C. Este foi diferente dos ensaios com 500 uL por 1e2ha50°Cepor2ha
40 °C; 600 uL por1 ha50°C, por2ha60°Ce2ha40°C; 400 uLporle2h
a 60 °C. Os demais ensaios foram iguais estatisticamente. Como pode ser
observado na Figura 12, o ensaio com 400 uL de enzima por 3 h a 50 °C foi o
gue apresentou a maior formacdo de precipitado. Escolheu-se para o
prosseguimento das atividades o tratamento que fosse diferente
estatisticamente dele, com o menor volume empregado de enzima, pelo menor
tempo e menor temperatura, sendo escolhido entdo o ensaio em que se
empregou para a hidrélise de 70 g L™ de soro de queijo 500 pL de enzima por
1 h a 50 °C. A escolha foi realizada dessa forma, pois foi observado durante os
ensaios que o aumento do tempo de hidrélise era o fator que ocasionava a
maior variacdo do volume do material que estava sendo hidrolisado, além do
gue aumentava muito o tempo da preparagcdo dos meios. A temperatura mais
baixa admissivel da hidrdlise foi escolhida devido a demanda energética e ao
aguecimento prolongado do meio. O aumento da concentragdo de enzima néo
impacta demasiadamente o custo do meio, visto que para a realizagdo da
hidrolise é utilizada baixa concentracdo desta enzima e seu custo é de

US$20/kg.
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Figura 12: Diagrama de proteinas de soro de queijo precipitadas em diferentes
condicdes de hidrélise.

Para os experimentos realizados na sequéncia do trabalho em que foi
determinado o peso seco de células, foi utilizado sempre um branco de meio
(sem células) para realizar a correcdo do valor de biomassa formada.

Considerou-se que este valor era constante ao longo de cada experimento.

4.2.4 Estudo da cinética de crescimento em shaker de L.
paracasei subsp. tolerans, C. maltaromaticum e L.

plantarum

Esta etapa do trabalho foi realizada com o objetivo de conhecer a
cinética de crescimento dos microrganismos escolhidos no meio SPYEP em
shaker. Para isso foram realizado experimentos em que determinou-se a

biomassa através do peso seco de células, o consumo de lactose, a formacgao
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de &cido lactico e a variagdo do pH do meio durante os cultivos. As Figuras 13,

14 e 15 apresentam as curvas obtidas neste estudo.

Biomassa (g/L)
pH

1
8
Concentragdo de lactose ou acido lactico (g/L)

Tempo (h)

Figura 13: Cinética de crescimento no meio SPYEP em shaker rotatério a 180 rpm, 37 °C
de L. paracasei subsp. tolerans.
-e-concentragdo de acido lactico; -m- biomassa; - A - concentragdo de lactose; -o- pH.

Biomassa (g/L)
pH

[
8
Concentragao de lactose e &cido lactico (g/L)

T v T v T
0 7 14

Tempo (h)

Figura 14: Cinética de crescimento no meio SPYEP em shaker rotatdrio a 180 rpm, 37 °C
de C. maltaromaticum.
-e-concentragdo de acido lactico; -m- biomassa; - A - concentragdo de lactose; -o- pH.
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Figura 15: Cinética de crescimento no meio SPYEP em shaker rotatdrio a 180 rpm, 37 °C
de L. plantarum.
-e-concentragdo de acido lactico; -m- biomassa; - A - concentragdo de lactose; -o- pH.

O méaximo de biomassa obtido foi de 2,8 g L™ para o C. maltaromaticum.
Para L. plantarum e L. paracasei subsp. tolerans foi de 2,4 e 2,0 g L™,
respectivamente. Tseng e Monteville (1990) obtiveram em seu estudo, sob
condigbes aerdbias, com L. plantarum valores de 0,215 e 0,083 g L™ de peso
seco de células, para os cultivos com pH 5,5 e 7,7, respectivamente. Em
trabalho posterior, Tseng e Monteville (1992) continuaram obtendo valores
similares de biomassa (0,229 g L™"). Os resultados obtidos neste trabalho estio
cerca de 10 vezes superiores aos obtidos por Tseng e Monteville (1990, 1992).
Contudo, em relagdo aos dados obtidos por Fu e Mathews (1999), que
apresentaram biomassa de L. plantarum na faixa de 10 — 12 g L™, os mesmos
resultados estéo bastante inferiores.

O consumo de lactose do meio foi de apenas 11,5 % para L. paracasei

subsp. tolerans, 17,1 % para L. plantarum e 19,1 % para C. maltaromaticum.
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Acompanhando a evolugdo do pH ao longo do cultivo pode ser observado que
ele decresce até valores de aproximadamente 3,8 para os trés microrganismos,
evidenciando a grande acidificagdo do meio. A queda do pH pode ter inibido o
crescimento das LAB estudadas, fazendo com que as fontes de carbono né&o
fossem exauridas. Apesar das LAB serem acido tolerantes (AXELSSON, 1998;
HOLZAPFEL et al, 2001; SAVIJOKI, INGMER, VARMANEN, 2006) elas
podem perder a capacidade de se multiplicar no meio caso o pH seja bastante
baixo, como verificado no trabalho de McDonald, Fleming e Hassan (1990), no
qual o crescimento de L. plantarum parou quando o pH interno do
microrganismo alcangou valores entre 4,6 e 4,8, que correspondiam a faixa de

3,5 - 3,8 de pH do meio.

4.2.5 Avaliacdo da adigcao de fonte de nitrogénio em shaker

Para avaliar novamente a influéncia da suplementacdo do meio com
soro de queijo com fontes nitrogenadas foram realizados experimentos com L.
plantarum. Esta etapa teve como objetivo verificar a influéncia da adigéo de
peptona e amdnia em um meio a base de soro ja suplementado com extrato de
levedura. Ela foi realizada, pois no primeiro estudo a avaliagédo da biomassa foi
feita exclusivamente pela contagem de UFC mL™. Aqui foram avaliadas a
biomassa por densidade especifica de células, consumo de lactose, producédo
de &cido lactico e pH. Este ensaio foi realizado paralelamente ao ensaio
apresentado no item 4.2.6, e pelos resultados descritos neste item ele foi
realizado unicamente com L. plantarum.

A Figura 16 apresenta as curvas de crescimento de L. plantarum nos

diferentes meios. Os valores de producdo de biomassa ficaram na faixa de
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20-27g¢g L™ entre os diferentes meios. Estes resultados foram semelhantes
aos obtidos no estudo anterior para L. plantarum. Novamente, o consumo de
lactose foi bastante baixo, aproximadamente 30 %. O pH continuou
apresentando queda bastante acentuada, o que pode ter levado a parada de
crescimento dos microrganismos.

Para verificar a diferenca estatistica entre as médias dos valores de
biomassa produzidos nos diferentes tratamentos realizados aplicou-se o teste
Tukey. As médias foram consideradas iguais ao nivel de confian¢a de 95 %. O
resultado da andlise é apresentado na Tabela 15. indices iguais indicam
amostras iguais. Os meios com peptona e amonia foram iguais

estatisticamente.

Biomassa (g/L)

Concentragéo de lactose ou acido lactico (g/L)

Tempo (h)

Figura 16: Acompanhamento do crescimento de L. plantarum em meios com diferentes
tipos de fontes de nitrogénio.
Meio com peptona: -e-biomassa, -o- concentracédo de lactose, -*- pH e ; -[E- concentragdo de acido
lactico; meio com amdnia: -m- biomassa, -0- concentracdo de lactose, -#%- pH, -®- concentragdo de 4cido
lactico; meio SEM: - A - biomassa; -A- concentragdo de lactose, -%- pH, -¢- concentragdo de acido lactico.

81



Tabela 15: Resultado do teste de Tukey, com significancia de 95%, para 0s meios com
diferentes fontes de nitrogénio.

Meio Média da biomassa (g L ™)
Peptona 2,70 £ 0,15%
Amobnia 2,42 £0,18®

SEM 2,03 +0,08"

Letras distintas indicam diferengas entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.2.6 Ensaio preliminar em biorreator submerso

Os testes de crescimento dos microrganismos em shaker indicaram que
estes paravam de crescer apesar da fonte de carbono néo ter sido totalmente
consumida. Observando a evolugdo do pH do meio, havia um indicativo da
possibilidade de que este estivesse influenciando a parada no crescimento
microbiano, como observado por McDonald, Fleming e Hassan (1990). Com
isso, foi conduzido um estudo do crescimento de L. plantarum no meio SPYEP
em cultivo submerso em biorreator, no qual o pH do cultivo foi controlado. A
Figura 17 apresenta a cinética de crescimento de L. plantarum em cultivo

submerso em biorreator, com pH controlado em 6,1.
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Biomassa (g/L)
Lactose ou Acido Lactico (g/L)

Figura 17: Cinética de crescimento em biorreator do L. plantarum.
-e-4cido lactico; -m- biomassa e - A -concentracéo de lactose.

Acompanhando o consumo de lactose do meio verificou-se que ela foi
exaurida em aproximadamente 24 h de cultivo. A concentracdo de biomassa ao
final no meio foi de aproximadamente 6 g L™*. Foi observado ao longo do cultivo
o elevado volume de NaOH 5,0 M consumido, cerca de 200 mL. Isso indica,
que a alta concentragdo de &cido lactico no meio ao final das 28 h de cultivo
(45 g L™ ocasionou a necessidade da utilizagcdo de NaOH.

A partir das observacdes realizadas neste estudo, o trabalho foi
reestruturado de forma que todos os demais estudos fossem conduzidos em
cultivo submerso em biorreator no qual haveria a possibilidade de controle do
pH. Com o nimero pequeno de biorreatores disponiveis no laboratério, o longo
tempo gasto para o preparo e realizacdo de cada experimento houve a
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necessidade de optar-se por trabalhar com apenas uma das cepas. Dessa
forma, o microrganismo escolhido para o prosseguimento dos trabalhado foi o
L. plantarum. Ele foi escolhido pois, além de ser descrito como probidtico pela
literatura, ele apresentou bons resultados de densidade de biomassa
produzida. Soma-se a estas razdes, o fato do L. plantarum ainda ser um
microrganismo ndo presente na lista positiva da ANVISA (BRASIL, 2008),
sendo interessante, dessa forma conduzir maiores estudos para atender aos

critérios para esta cepa venha ser utilizada como probiotica no Brasil.

4.3 PRODUCAO DE BIOMASSA DE L. plantarum EM CULTIVO

SUBMERSO EM BIORREATOR

Como as pesquisas até o momento haviam sido desenvolvidas em
shaker, e nestes podia estar ocorrendo a inibicdo do crescimento pela
diminuic&o do pH ocasionada pela produgéo de &cido lactico durante o cultivo,
optou-se por realizar uma nova selecdo de variaveis que poderiam influenciar
no crescimento de L. plantarum, sejam elas de composicdo do meio ou
condicdes de cultivo. Com os resultados desta selecédo de variaveis, realizou-se
um delineamento composto central rotacional com o objetivo de maximizar a
producéo de biomassa. Os itens a seguir descrevem os resultados obtidos

nestes experimentos.

4.3.1 Delineamento experimental Plackett-Burman

O planejamento Plackett-Burman foi realizado para avaliar o efeito das
concentracdes de lactose, peptona e extrato de levedura, da temperatura, do

pH e da taxa de aeracdo na producgéo de biomassa de L. plantarum. A Tabela
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16 apresenta o delineamento experimental P-B com 15 ensaios e a

correspondente produgao de biomassa em 48 h de cultivo no biorreator.

Tabela 16: Matriz de delineamento experimental Plackett-Burman com a variavel de
resposta producao de biomassa em 48 h.

Ensai Variaveis ¢/ niveis® Biomassaem YpsC
MSA0 = X2 Xs  Xa X5 Xo X, Di D, D; D, 48h(gL")
1 + - + - - - + + + - + 5,00 1,26
2 + + - + - - + + + - 3,43 1,26
3 - + + - + - - - + + + 8,47 0,68
4 + - + + - + - - - + + 4,21 1,07
5 + + ) + + . + - - - + 1,53 -
6 + + + - + + - + - - - 0,00 0,00
7 - + + + - + + - + - - 10,98 0,99
8 - - + + + - + + - + - 14,97 1,04
9 - - - + + + - + + - + 8,61 1,29
10 + - - - + + + - + + - 2,98 1,23
11 - + - - - + + + - + + 7,01 1,03
12 - - - - - - - - - - - 7,57 0,96
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9,52 0,80
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8,20 1,31
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9,94 1,11

# X1 temperatura no nivel superior de 42°C, central de 38 °C e no nivel inferior de 34°C; X, pH no nivel
superior de 6,4, central de 5,8 e no nivel inferior de 5,2; X3 concentracdo de lactose no nivel superior de
140 g L', central de 110 g L™ e no nivel inferior de 80 g L™; X, concentracdo de peptona no nivel superior
de 25 g L, central de 15 g L™ e no nivel inferior de 5 g L™; Xs concentragdo de extrato de levedura bruto
no nivel superior de 15 g L™, central de 10 g L™ e no nivel inferior de 5 g L'™}; Xs agitacao no nivel superior
de 400 rpm, central de 300 rpm e no nivel inferior de 200 rpm; X; taxa de aerac¢&o no nivel superior de 2
vvm, central de 1 vwm e no nivel inferior de 0 vwm; D1, D, D3 € D4 séo variaveis inertes (dummy).
(+) nivel superior da variavel; (-) nivel baixo da variavel e (0) nivel central da variavel.
° Ypss rendimento, lactose convertido em Acido lactico

A produgdo de biomassa variou marcantemente entre os diferentes
ensaios, com valores entre 0 — 14,970 g L™, que reflete a importancia da
otimizacdo para a obtengdo de maiores producgdes. A temperatura parece ser a
variavel mais importante investigada. As menores producfes de biomassa
foram alcancadas quando a temperatura foi fixada no nivel superior, com o
maior valor de 5,0 g L. Diferentemente, para todos 0s ensaios em que a
temperatura foi fixada no nivel inferior, 0 minimo valor obtido de biomassa foi
de 7,0 g L™, 40 % superior que o maximo valor alcancado nos experimentos a
42 °C. As producgdes de biomassa foram bem superiores aquelas obtidas por

Kask et al. (1999) nos seus experimentos com L. plantarum, onde a méaxima

85



densidade de células conseguidas foi de 2,5 g L™ de peso seco de células. Fu
e Mathews (1999) reportaram valores de 11 g L™ aproximadamente de
producédo de biomassa de L. plantarum no seu trabalho, em que os
experimentos foram conduzidos com controle de pH na faixa de 5 a 7. Este
valor é similar & produgé@o de biomassa do ensaio 11 e menor que o valor do
ensaio 8. Ja com pH 4 os autores observaram a possivel ocorréncia de efeito
inibitério sobre a biomassa obtida. A maxima converséo tedrica de lactose em
acido lactico é 1,05. Neste trabalho, Yp;s de 1,31 foi obtido, mostrando que L.
plantarum pode converter eficientemente lactose a partir de soro, mas também
usando outros ingredientes do meio de cultivo, como peptona e extrato de
levedura, para seu crescimento e producéo de acido (FU e MATHEWS, 1999).
A Tabela 17 mostra a andlise estatistica das variaveis estudadas para a

produgéo de L. plantarum.

Tabela 17: Efeitos estimados para a producao de biomassa resultantes do delineamento
P-B.

Variaveis Parametros Efeitos Valores de p
X1 Temperatura' -6,74250 0,00599
Xz pH’ -1,98583 0,06315
X3 Concentracdo de lactose” 2,08250 0,05791
X4 Concentracéo de peptona’ 2,11583 0,05625
Xs Concentracao de extrato de levedura -0,27250 0,65500
Xs Velocidade de agitagéo -1,19750 0,14975
X7 Taxa de aeracao 1,70083 0,08330

efeitos significativos a 90 % de confianca
Erro padrdo = 0,524214; Valores de P < 0,10; R? = 0,8949.

Como pode ser observado na Tabela 17, os fatores temperatura (X1), pH
(X2), concentracdo de lactose (X3), concentragdo de peptona (X,) e taxa de
aeracao (Xy) tiveram efeitos significativos com nivel de confianca de 90 % na
producéo de biomassa. A temperatura e o pH influenciaram negativamente a

producéo de biomassa. As concentracdes de lactose e peptona e a taxa de
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aeracao influenciaram positivamente a producdo de biomassa. O méaximo de
células viaveis de L. plantarum obtidos por Laitila et al. (2004) com meio MSE-
extra (meio extrato de broto de malte adicionado de 40 g L™ de glicose, 1 g L™
de Tween 80, 5 g L™* de KH2PO,, Ko2HPO4 e CHsCOONa.3H:0, 2 g L' de citrato
diaménia e MgS0,4.7H,0, 0,5 g L™ de MnS0O4.1H,0, e 1 mg L™ de niacina e
acido pantoténico) na fermentacdo em biorreator foi com pH controlado a 5,0;
valor este proximo ao nivel mais baixo usado no PB (5,2).

Concentragbes de lactose e peptona, taxa de aeragdo apresentaram
influencia positiva na produgéo de biomassa. Soro de queijo (fonte da lactose)
e peptona séo ingredientes complexos que contém uma série de aminoécidos
essenciais e importantes minerais e vitaminas (PANESAR, et al., 2007;
SAGUIR, CAMPOS, NADRA, 2008; TANGO e GHALY, 1999). Bevilacqua et al.
(2008) demonstraram que a produgdo de biomassa aumentou de uma forma
néo linear com o aumento da concentracdo de lactose até um valor limite de
20 g L* e pH 6,0. O efeito positivo da aeracdo na producdo de biomassa foi
também observado por outros autores. Fu e Mathews (1999) demonstraram
que o rendimento de biomassa sob condigBes anaerobicas foi cerca de 80% do
valor obtido em cultivos aerébicos. Stevens et al. (2008) obtiveram valores de
densidade de células aproximadamente 25% maiores em cultivos aerdbicos
quando comparados a anaerdbicos. Uma influéncia similar da aeragdo na
biomassa foi observada por Pintado, Raimbault e Guyota (2005) que obtiveram
maiores densidades de células em aerobiose comparativamente a cultura
anaerodbica quando diferentes polissacarideos suplementaram um meio de
cultura basal. L. plantarum € uma bactéria facultativa e pode usar o oxigénio

como aceptor de elétrons para seu crescimento e metabolismo (de VRIES et
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al., 2006; FU e MATHEWS, 1999; PINTADO, RAIMBAULT e GUYOTA, 2005).
O efeito positivo da taxa de aeragcdo na producdo de biomassa pode ser
atribuido a diferencas nas rotas metabdlicas sob condi¢cdes aerdbicas e
anaerobicas, em particular, na geracdo de ATP que beneficia o crescimento
celular na presenca de oxigénio (AXELSSON, 1998; FU e MATHEWS, 1999;
PINTADO, RAIMBAULT e GUYOTA, 2005).

A concentragdo de lactose foi fixada no nivel superior usado nos
experimentos P-B (140 g L™) para a realizacdo dos experimentos DCCR, pois
se maiores concentragdes de soro de queijo (lactose) fossem usadas,
possivelmente haveria a saturacdo do meio, conforme testes realizados
previamente. Apesar do efeito da concentracdo de peptona indicar a utilizagcéo
desta no nivel superior para os experimentos DCCR, ela foi fixada no ponto
central devido ao seu elevado custo. O nivel inferior do pH (5,2) foi selecionado
como set point nos experimentos do DCCR. Quando pH é usado em niveis
baixos as células de Lactobacillus permanecem resistentes e com alta
producdo de biomassa o que evita possiveis contaminac¢des (FU e MATHEWS,
1999). A concentracdo de extrato de levedura e a velocidade de agitacdo, que
ndo apresentaram efeito significativo, foram fixadas em 5 g L™ e 200 rpm,
respectivamente. Laitida et al. (2004) também observaram que a aumento da
concentracdo de extrato de levedura de 4 para 8 g L™ ndo aumentou o
crescimento celular. Com estes resultados, foram escolhidas como variaveis

para o DCCR a temperatura e a taxa de aeracéo.
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4.3.2 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

Com base nos resultados obtidos no planejamento P-B, as influéncias da
temperatura e da taxa de aeragao foram testadas usando a metodologia DCCR
para buscar a otimizacdo da producdo de biomassa de L. plantarum em cultivo
submerso em biorreator. O planejamento composto central (k = 2) com trés
repeticdes no ponto central e quatro pontos axiais foi realizado. A temperatura
variou na faixa de 30 — 38 °C e a taxa de aeracdo na faixa de 2 — 5 vwm. A
Tabela 18 apresenta os resultados obtidos de producdo de biomassa em 48 h

de cultivo para cada um dos ensaios dados pelo DCCR.

Tabela 18: Planejamento DCCR e resultados de biomassa de L. plantarum produzida em
48 h de cultivo

Ensaio Variaveis / niveis Biomassa em 48 h (g L™)
X1 X7
1 -1(31) -1(2,5) 11,55
2 -1(31) +1 (4,5) 13,05
3 +1 (37) -1(2,5) 9,12
4 +1 (37) +1 (4,5) 9,65
5 -1,41 (30) 0 (3,5 12,27
6 1,41 (38) 0 (3,5 8,93
7 0(34) -1,41 (2) 10,35
8 0(34) 1,41 (5) 11,33
9 0(34) 0 (3,5 10,77
10 0(34) 0 (3,5 11,87
11 0 (34) 0 (3,5 11,19

A producdo de biomassa variou de 8,93 a 13,05 g L™ ao longo dos
diferentes experimentos propostos pelo DCCR. As maiores produgbes de
biomassa 13,05 e 12,27 g L™ foram obtidos em baixos niveis de temperatura,
30 e 31 °C, respectivamente, enquanto que as menores produgbes de
biomassa 8,93, 9,12 e 9,65 g L foram obtidas com a temperatura nos niveis
mais altos (37 e 38 °C), demonstrando a forte influéncia que esta variavel tem

no processo. As concentragdes de biomassa obtidas nesta pesquisa foram
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maiores que as reportadas pela literatura (FU e MATHEWS, 1999; HORN,
ASPMO e EIJSINK, 2005; KASK et al., 1999).
A Tabela 19 apresenta os coeficientes determinados pelo teste t-

Student’s e valores de p (p-values).

Tabela 19: Coeficientes estimados pelo modelo de regressdo no DCCR.

Variaveis independentes Efeito Coeficiente Erro padrao Valor de t Valor de p
(parametros) (B)

Média 11,27833 11,27833 0,320953 35,14009 0,000809

X1 -2,64139 -1,32069 0,196543 -6,71961 0,021437%

X1 X1 -0,61838 -0,30919 0,233933 -1,32171 0,317191

X7 0,85537 0,42769 0,196543 2,17605 0,161518

X7 X7 -0,37568 -0,18784 0,233933 -0,80297 0,506250

X1 X7 -0,48750 -0,24375 0,277954 -0,87694 0,473003

X1 e X; s@8o os valores reais das varidveis independentes temperatura e taxa de aeracao,
respectivamente.

O coeficiente de primeira ordem da temperatura dado pelo modelo foi
significativo a 95 % de confianga e o0s demais coeficientes nédo foram
significativos. Este efeito foi negativo indicando que a biomassa diminui
inversamente com o aumento da temperatura. Nao foi encontrado na literatura
outro trabalho avaliando a influéncia da temperatura e taxa de aeragdo na
producédo de biomassa de L. plantarum, confirmando a importancia deste
estudo. Leal-Sdnchez et al. (2002) quando otimizaram a produgcdo de
bacteriocina produzida por L. plantarum LPCO10, obtiveram as seguintes
melhores condigbes: concentragdo de NaCl de 2,5%, faixa de temperatura de
22 a 27 °C e concentracéo de inoculo de 10" UFC mL™.

Apesar de somente o coeficiente de primeira ordem da temperatura ter
sido significativo, a analise de variancia (ANOVA) empregada para determinar
a significancia do modelo polinomial de segunda ordem gerado, considerando
todos o0s coeficientes, mostrou que o modelo foi altamente significativo

(p < 0,0001), apresentando coeficiente de determinacdo R? = 0,95, ou seja 95%
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da variacdo total é explicada pelo modelo. Isto sugere uma representagéo
satisfatoria do processo de producdo de biomassa pelo modelo e uma boa
correlacdo entre os valores experimentais e preditos. Dessa forma, foi proposto

um modelo polinomial de segunda ordem:

Y =11,27833 —1,32069x, — 0,30919x7 +
+0,42769X, —0,18784x2 —0,24375x,X,

3
Onde Y é a resposta predita, x; € X7 sdo os valores codificados da temperatura
e taxa de aeracéo, respectivamente. O valor de F calculado (19,02) foi maior
que o F tabelado (3,14), refletindo a significAncia estatistica da equacdo do
modelo. Isto demonstra que o modelo, como expresso pela equacéo (3) prové
um modelo adequado para descrever a resposta de producdo de biomassa de
L. plantarum nas condi¢gdes estudadas.

A Figura 18 apresenta as superficies de contorno que foram geradas a

partir do modelo apresentado na equacao (3).
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Figura 18: Superficies de contorno da producéo de biomassa de L. plantarum isolado de
gueijo Serrano.
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O modelo predito indica como méxima produgdo de biomassa
(14,30 g L™*) um ponto fora da regido estudada, com valores criticos codificados
das variaveis estudadas dados por xic = 3,47 e x7c = 3,39. Esta resposta obtida
pelo DCCR pode indicar que o alto valor negativo do efeito da temperatura
obtido no planejamento P-B devia indicar uma diminuicdo ainda maior da
temperatura do que foi utilizado no DCCR. Por esta razéo, foi utilizado o
método do caminho de ascendéncia maxima (MONTGOMERY, 1997), que
permite procurar uma melhor regido de estudo das variaveis independentes.

A Tabela 20 representa os experimentos dados pelo método do caminho

de ascendéncia maximo.

Tabela 20: Planejamento dos experimentos pela metodologia de caminho de
ascendéncia maxima e resposta em 48 h de cultivo.

Experimento Temperatura (°C) Taxa de aeragao Producéo de biomassa em 48 h
(wm) @L?h

1 34 3,5 11,75+ 0,07°
2 31 4,5 9,83 +0,85™
3 28 55 12,41 +0,25*
4 25 6,5 10,80 + 0,30°
5 22 7,5 11,71 + 0,05°

Ponto central DCCR 34 3,5 11,26 + 0,56%

Letras distintas indicam diferengas entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O méximo de producédo de biomassa atingido com este planejamento foi
bastante similar ao do DCCR. Para verificar a diferenca estatistica entre as
médias dos valores de biomassa produzidos nos diferentes tratamentos
realizados aplicou-se o teste Tukey. As medias foram consideradas iguais ao

nivel de confianga de 95 %. O resultado da andlise é apresentado na Tabela
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20. indices iguais indicam amostras iguais. Os Unicos resultados de biomassa
produzida que apresentaram diferenca significativa entre si foram os
experimentos a 28 e 31 °C. Nenhum tratamento foi estatisticamente diferente
do ponto central do DCCR. Isto indica a importancia da avaliagdo cautelosa do
planejamento experimental aplicado a processos biol6gicos com o objetivo de
evitar planejamentos inadequados. Por essa razéo, ndo foi realizado um novo
DCCR e mantiveram-se os valores do DCCR para o prosseguimento do
trabalho.

Passos et al. (1994) que utilizaram extrato de pepino como base do
substrato de fermentag&o para cultivo de L. plantarum a 30 °C e obtiveram
valores de biomassa menores que 1 g L™. Ha et al. (2003) investigaram as
condigdes Otimas de concentracdo de extrato de levedura, milhocina e glicose
para o crescimento de L. casei KH-1 através da metodologia de superficie de
resposta. A concentragdo de glicose foi o fator que mais influenciou o
crescimento, indicando que este era limitado pela fonte de carbono. O maximo
de crescimento predito pelo modelo foi de 6,371 g L™ quando desejou-se
otimizar a produc&o de biomassa e de 5,380 g L™* quando desejou-se otimizar a
producdo de acido lactico. Youssef, Goma e Olmos-Dichara (2005) verificaram
a influéncia de meios enriquecidos com diferentes concentragdes de extrato de
levedura e triptona no crescimento e na producdo de A&cido lactico por
Lactobacillus casei ssp. rhamnosus. Os valores experimentais de biomassa
obtidos foram de 1,4 a 4 g L™. Fu e Mathews (1999) estudaram a producéo de
biomassa e 4cido lactico por L. plantarum utilizando lactose de soro de queijo
como meio fermentativo. As mais altas concentragfes de biomassa foram de

12,09 L. Estes valores s&o semelhantes aos obtidos no DCCR.
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Para validar o modelo, foram realizados experimentos nas condi¢cdes do
ponto central do DCCR. A Figura 19 representa as curvas de produgcdo de
biomassa e &cido lactico, consumo de lactose e evolugcdo da % pO.. A
producdo de biomassa nestes foi de (10,2 g L™), de acordo com o valor predito
pelo modelo (11,3 g L™). O coeficiente de rendimento de biomassa e de
rendimento de produto, medido em 48 h de cultivo, foram de
0,10 g de células g™* de lactose e 1,08 g de &cido lactico g de lactose (m/m),
respectivamente. O coeficiente de rendimento de acido lactico foi maior do que
o tedrico de 1,05, que é obtido considerando lactose como Unica fonte de
carbono na producao de acido lactico, indicando que o uso de soro de queijo
(um ingrediente complexo) suplementado com peptona e extrato de levedura é
um meio extremamente interessante, ndo somente para a producdo de
biomassa, como também para a producdo de &cido lactico. A taxa de
transferéncia volumétrica de oxigénio, ka, medida para este meio foi 16,3 h™,
indicando que em trabalhos futuros, esta condicdo de aeracdo pode ser

mantida constante enquanto testa-se outras variaveis.
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Figura 19: Cinética de crescimento de L. plantarum em biorreator submerso em meio
base de soro de queijo, a 34 °C, 3,5 vvm.
-e- 4cido lactico; - A - lactose; -m- biomassa; -o- oxigénio dissolvido

4.4 RESULTADOS IMOBILIZACOES
4.4.1 Resisténcia aos meios gastrointestinais

Um dos principais critérios para sele¢do de probioticos é a avaliacdo da
sua tolerancia em relagdo ao pH estomacal, aos sais biliarres e as enzimas
presentes no trato gastrointestinal superior (CHAMPAGNE, GARDNER, ROY,
2005; STANTON et al, 2005). Dessa forma, foram realizados estudos para
avaliar a viabilidade in vitro dos probidticos quando expostos aos SGS e SIS. O
SGS apresentava em sua formulagéo pepsina e seu pH foi ajustado para dois.
Ja o SIS era composto por pancreatina, sais biliares e seu pH corrigido para

oito.
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A Figura 20 apresenta as curvas de sobrevivéncia do L. plantarum, na
forma livre e imobilizada em ALG e ALPE, quando colocados em contado com
0 SIS. Nestes experimentos o SIS ndo apresentou diminuicdo na viabilidade
dos microrganismos em relagdo ao controle, exceto para 0 experimento sem
imobilizagdo no qual houve uma ligeira diminuig&o, 0,2 e 0,4 ciclos logaritmicos
para controle e SIS, respectivamente. Michida et al. (2006) verificaram que L.
plantarum na forma livre resistiu a exposigdo ao suco intestinal simulado.
Mandal et al. (2006) verificaram a diminuicdo na viabilidade dos probio6ticos
livres de 9,45 para 7,29 log UFC mL™ e de 9,34 para 5,60 log UFC mL™ quando
expostos a 1 e 2 % de sais biliares, respectivamente apds 12 h. Quando estes
autores utilizaram a imobilizagdo em alginato, verificaram o aumento da
viabilidade, que foi proporcional ao aumento da concentragédo de alginato
utilizada. Dessa forma, para as demais imobilizagbes néo foram realizados
ensaios de resisténcia a suco intestinal ja que este ndo diminui a viabilidade de

L. plantarum.
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Figura 20: Variacao de namero de células viaveis de L. plantarum quando submetido a
SIS com seus respectivos controles.
(m) controle sem imobilizag&o; (e) SIS sem imbolizagéo; (A ) controle ALG; (*) SIS + ALG; (o) controle
ALPE; (¢) SIS ALPE.

Da mesma forma que n&o foram realizados demais ensaios com 0s
diferentes materiais de imobilizagdo, também n&o foram conduzidos mais
ensaios em que foram avaliados a incubagdo sequencial em SGS e posterior
em SIS, j& que ndo foi verificada a influéncia do SIS na perda de viabilidade
dos microrganismos.

A Figura 21 apresenta a variagdo do numero de ceélulas viaveis de L.
plantarum durante a exposicdo a SGS. A exposi¢cdo ao SGS ocasionou uma
drastica diminuicdo do numero total de sobreviventes sendo que ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos a 95 % de confianga. A imobilizacéo
com estes materiais ndo foi efetiva como técnica para proteger o0s
microrganismos. Este resultado estd em concordancia com o observado por

Sultana et al. (2000) que também verificaram queda expressiva quando 0s
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probiéticos foram expostos ao pH dois, sendo que a imobilizagdo n&o os
protegeu das condi¢cBes adversas. Gbassi et al. (2009) também verificaram que
apés 90 min de incubacdo de 3 diferentes cepas de L. plantarum,
encapsuladas em alginato de célcio ndo houve sobreviventes. J& quando
utilizaram o recobrimento com proteinas do soro de queijo, houve um
incremento da sobrevivéncia, demonstrando que a técnica foi efetiva para a
protecdo das cepas probidticas utilizadas. Mandal et al. (2006) observaram
grande diminui¢cdo na viabilidade das células livres quando submetidos ao pH
1,5, contudo houve um ligeiro aumento na viabilidade com os probi6ticos que
foram imobilizados. Krasaekoopt, Bhandari e Deeth (2004) verificaram que a
encapsulacdo em alginato com recobrimento com quitosana foi o melhor
tratamento para proteger os Lactobacilos estudados para todas as condi¢cdes
testadas, contudo nenhum tratamento promoveu a protecdo de B. bifidum as
condi¢des &cidas. Mokarram et al. (2009) obtiveram como melhor protecdo de
L. acidophilus e L. rhamnosus em relacdo a solu¢édo de suco géstrico simulado
o tratamento de encapsulacdo com alginato de calcio com cobertura dupla de
alginato e, justificaram que para tal situacdo h& a redugdo do tamanho do poro
e a difusdo do suco gastrico nas esferas é limitada, dificultando assim a
interacdo com o0 suco gastrico.

E importante ressaltar que os meios simulados usados nos testes podem
diferir significativamente na literatura. Em rela¢cdo ao meio gastrico simulado, a
maioria dos autores utilizam somente a solugédo salina com pH corrigido ao
ponto de estudo (LEE e HEO, 2000), poucos colocam em sua formulac&o
enzimas (CHARTERIS et al., 1998; MICHIDA et al., 2006). O mesmo ocorre

para suco intestinal simulado em que alguns trabalhos utilizam solu¢éo salina
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com diferentes concentra¢des de sais biliares (MANDAL et al., 2006). Ja outros
autores empregam a pancreatina associada aos sais biliares (MICHIDA et al.,

2006).

NUmero de células viaveis (log, CFU/mL)
7
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ALPEQ
PECQ
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Figura 21: Variacao do nimero de células viaveis de L. plantarum submetido a SGS entre
tempo 0 e 120 min. (barra brancas) nimero inicial de células (barras pretas) namero final
de células.

Apesar das técnicas de imobiliza¢éo utilizadas no presente trabalho ndo
terem apresentado diferencga significativa em relacéo as células livres quando
submetidas ao SGS, verifica-se que de acordo com a Legislacdo do Brasil
(BRASIL, 2008) poderia ser adicionada pequena quantidade de esferas com os
microrganismos a uma porgdo de produto recomendada para atender a
exigéncia minima (10° a 10° UFC por porcédo recomendada) ja que ndo houve

morte total do L. plantarum. Assim, uma das exigéncias para a comprovagao e
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utilizagdo de cepas probidticas em alimentos, que é sua resisténcia as
condi¢cdes gastrointestinais, foi comprovada e permitiia 0 uso desta em

produtos no futuro, bem como a liberac¢&o de tal microrganismo pela ANVISA.

4.4.2 Resisténcia a condicédo de refrigeracéao

Um dos parametros para que um determinado microrganismo seja
considerado probidtico € a sua capacidade de resistir durante o periodo de
estocagem do produto no qual estara inserido (FAO/WHO, 2001; KOSIN e
RAKSHIT, 2006). Geralmente, os produtos fermentados adicionados de
probidticos devem ser armazenados durante a sua vida-de-prateleira sob
refrigeracao (~ 4 °C). Com o objetivo de avaliar a eficiéncia da imobilizagdo em
diminuir as perdas durante a estocagem sob refrigeracdo de L. plantarum,
foram realizados experimentos em que foi comparada a sobrevivéncia do
microrganismo imobilizado em relag&o as células livres.

Na Tabela 21 é apresentada a sobrevivéncia de L. plantarum em
geladeira por um periodo de 38 dias. Pode ser observado que, no final do
periodo, as células imobilizadas em PEC e ALGQ tiveram as menores perdas
de viabilidade nas condi¢des testadas em relacdo as células ndo imobilizadas.
Contudo, observou-se a instabilidade da imobilizagdo com pectina 4 % durante
0 periodo de estocagem, ou seja, havia a solubilizacdo das esferas e
separacdo das células do material imobilizado. J& a imobilizacdo com ALGQ
apresentou boa estabilidade e também houve pequena perda de viabilidade do
L. plantarum durante o periodo de estocagem. Krasaekoopt, Bhandari, e Deeth
et al. (2003) comentam que tratamentos especiais, como cobertura das

esferas, sdo utilizados para melhorar as propriedades das esferas. Nestes
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processos a realizacdo de ligagcdes cruzadas com polimeros catidnicos,
cobertura com outros polimeros, mistura com amido e incorporagcdo de aditivos

pode melhorar a estabilidade das esferas.

Tabela 21: Reducdo de numero de células viaveis de L. plantarum durante 38 dias de
armazenamento sob refrigeracao a 4 °C.

Ensaio Logio(No/N)
PEC 1,95+0,08?
ALGQ 2,17+0,492
ALPE 2,96+0,20%"
ALPEQ 3,62+0,22"¢
PECQ 3,64+0,10"°
ALPEA 3,85+0,10"°
ALG 4,35+0,33¢
ALGA 5,28+0,92¢
PECA 5,40+0,71¢
SIMO 6,73+0,13°

Letras distintas indicam diferengas entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.4.3 Resisténcia a estocagem sob refrigeracdo em iogurte

A imobilizagdo com ALGQ foi escolhida para verificagdo da manutencéo
da estabilidade de L. plantarum em iogurte. Segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a quantidade minima viavel para os probioticos
deve estar situada na faixa de 10® a 10° UFC na recomendac&o diaria do
produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do fabricante (BRASIL,
2008). A Figura 22 apresenta a viabilidade de L. plantarum imobilizado em
ALGQ em iogurte em condi¢cdes de estocagem sob refrigeragdo. Como pode
ser observado, neste sistema houve boa manutencdo da viabilidade do
probidtico, tendo havido somente 0,55 ciclos logaritmicos de perda de
viabilidade. O numero de UFC mL? do produto manteve-se acima de 10°,
indicando que este produto se enquadraria dentro da legislagdo brasileira

podendo usar a alegacdo na embalagem de probiotico. Estes experimentos
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demonstram a eficiéncia da técnica em aumentar a sobrevivéncia dos

lactobacilos estudados durante o armazenamento.

Numero de células viaveis (UFC/mL)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (dias)

Figura 22: Viabilidade de L. plantarum imobilizado em ALGQ em iogurte em condi¢cdes de
estocagem sob refrigeracédo (4 + 2°C).

Diversos trabalhos reportam a melhora da viabilidade de probidticos
quando microencapsulados e submetidos as condicbes de estocagem sob
refrigeracdo em iogurte (KAILASAPATHY, 2006; PICOT e LACROIX, 2004) e
queijo (OZER, UZUN, E KIRMACI, 2008; OZER et al., 2009).

Adhikari et al. (2000) verificaram em seu estudo com bifidobactérias
encapsuladas em k-carragena que a viabilidade destas em iogurte durante 30
dias de estocagem sob refrigeragdo apresentou uma diminuicdo de 78 e
70,5 % na populacdo de B. longum B6 e B longum ATCC 15708,
respectivamente, para as bactérias livres, enquanto que para os tratamentos de
encapsulagdo nao houve diferenga na populagéo bacteriana.
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O tratamento de encapsulacdo em alginato recoberto com quitosana
também foi efetivo para aumentar a viabilidade de L. acidophilus 547 e L. casei
01 em aproximadamente 1 ciclo logaritmico em relacdo as respectivas células

de probidticos livres no estudo realizado por Krasaekoopt, Bhandari e Deeth
(2006) quando aplicados em iogurte e colocados em condicoes de

refrigeracdo a 4 °C por 4 semanas.
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5 CONCLUSOES

O soro de queijo se apresentou como um bom componente na base da
formulacdo do meio de cultivo, apresentando rendimentos de biomassa
semelhantes ao caldo MRS. A hidrélise enzimatica do soro de queijo permitiu a
diminuicdo da formacéo de precipitados durante a esterilizagdo do meio.

A alta acidificagdo do caldo fermentado pelas LAB estudadas
demonstrou que os estudos com estes tipos de meio devem ser conduzidos
com controle de pH para que ndo haja a inibicdo pelos &cidos organicos
formados.

A metodologia de Placket-Burman permitiu a escolha das variaveis que
apresentavam maior influéncia na produgdo de biomassa, diminuindo assim o
ndmero de experimentos a ser realizados. Os resultados do DCCR levaram a
uma producéo de biomassa de 10,2 g L™ com seguintes condi¢bes de cultivos:
140 g L™* de lactose; 15 g L™ peptona; 5 g L™ extrato de levedura; 0,2 g L™ de
MgS0..7H,0; 0,04 g L™ de MnS04.H,0, pH 5,2; velocidade de agitacdo de 200
rom; 34 °C e 3,5 vvm.

A viabiliade de L. plantarum néo foi afetada pelo SIS tanto na forma livre
quanto imobilizada. J& o meio SGS diminui drasticamente a viabilidade do L.
plantarum em todas as condi¢cdes testadas. A imobilizagdo em ALGQ foi
eficiente na manutencdo da estabilidade do probiético sob condicdo de
estocagem em temperatura de refrigeragdo e quando este método de
imobilizagdo foi usado em iogurte houve menor perda em relagdo ao meio

salino préviamente utilizado.
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O presente trabalho demonstra a possibilidade de utilizagéo comercial
da cepa de L. plantarum estudada, uma vez que esta apresentou alto
rendimento de biomassa, um aspecto determinante para que sua aplicacéo
seja economicamente viavel. Além disso, a cepa se mostrou resistente ao suco
intestinal simulado e a condi¢cdo de estocagem sob refrigeracdo outros dois
aspectos necessarios que devem ser atendidos para a sua implementagdo em
produtos comerciais. A resisténcia ao suco géastrico simulado foi baixa, contudo
ainda pequena populacdo permaneceu viavel, demonstrando certa resisténcia
as condigbes acidas testadas. Assim, os estudos em relagdo aos demais
critérios para a selecdo de probidticos devem ser realizados para que esta

possa ser utilizada comercialmente.
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6 PERPECTIVAS

Este trabalhou permitiu o estudo da produgéo de Lactobacillus plantarum
isolado de queijo serrrano em cultivo submerso em biorreator, além de estudos
da viabilidade da cepa frente a condi¢cdes simuladas de transito gastrointestinal
e sob armazenamento em condicdo de refrigeracdo. Os resultados
demonstram a potencialidade da cepa em ser utilizada como probioético e novas
pesquisas em relagcdo ao tema merecem ser realizadas.

Quanto a selecdo de cepas probidticas:

- Uma forma alternativa de realizacdo da selecdo de probidticos para
serem resistentes as condicdes de estresse seria a utilizacdo de um meio 4cido
diferenciado e verificagao da eficiéncia da manutencgé&o da viabilidade.

Quanto a producéo do probiético:

- Realizar estudo da produgdo submersa através da batelada
alimentada, visto que esta técnica apresenta resultados promissores em
relacdo a producao de biomassa.

- Estudo de outras configuragbes de biorreator para a produgdo de
biomassa, como biorreator com membranas de eletrodialise para remocao
constante do 4cido lactico produzido.

- Estudo das atividades enzimaticas de enzimas associadas ao
crescimento durante cultivo submerso em biorreator.

Quanto a imobilizagéo:

- Utilizacdo de outras técnicas de imobilizagdo, como membranas de

microfiltragdo que podem possibilitar a formac¢do de uma matriz mais estavel.
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- Estudo da estabilidade da cepa de probidtico em outros sistemas
alimenticios, como sorvete (verificagdo da estabilidade frente ao
congelamento), misturas em po (verificacdo da estabilidade frente ao baixa

atividade de agua).
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