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1. INTRODUCAO
Bactérias acido laticas (BAL) compreendem um grupo de microrganismos Gram-
positivos, geralmente nao formadores de esporos, ndo-moveis, na forma de cocos
ou bacilos e anaerbbios facultativos. Os géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus e Streptococcus sdo importantes membros deste
grupo (SHOKRYAZDAN, 2017). Alguns destes, ja utilizados em processos
industriais por serem reconhecidos como seguros e estaveis nos processos
fermentativos. No entanto, a descoberta de novos isolados de diferentes matrizes
alimentares € de grande interesse para a industria de alimentos e para a
comunidade cientifica, tendo em vista que podem conferir diferentes atributos
tecnoldgicos e sensoriais quando aplicado em alimentos (GUPTA; BAJA, 2017).
O Lactobacillus acidophilus vem sendo descrito na literatura por apresentar
caracteristicas tanto fermentativas quanto probitticas (ORTAKCI; SERT, 2012).
Além disso, estudos recentes tém procurado demonstrar o potencial
antimicrobiano desse microrganismo (SARIKHANI et al., 2018). Outro
microrganismo promissor deste grupo é o Lactobacillus casei, amplamente
utilizados em suplementos alimentares, probioticos e principalmente em laticinios
fermentados. O uso destes microrganismos visa a melhora e manutencédo da
microbiota intestinal (HUANG et al., 2018).
Sendo assim, algumas BAL possuem a capacidade de produzir moléculas
biologicamente ativas, garantindo ao produto final um valor nutracéutico, ou até
mesmo, quando ingeridos vivos produzirem um efeito metabdlico positivo na
saude do consumidor, e assim serem classificados como probioticos. Para isso,
deve-se levar em conta que € indispensavel oferecer as BAL, durante os
processos tecnoldgicos, condi¢des ideais para a sua multiplicagdo. Assim como
conhecer os fatores que influenciam no processo como temperatura O6tima,
concentragédo de inoculo, meio de cultivo, dentre outros fatores, sdo de grande
importancia para otimizac¢éo do processo (LINARES et al., 2017).
Cabe destacar que a concentracdo de inoculo pode afetar no pH, acidez do meio,
contagem de células viaveis dentre outras variaveis, e que diferentes
microrganismos podem apresentar comportamentos distintos quando submetidos
as mesmas condi¢cdes de incubacdo (WARDANI et al., 2017). Portanto, o objetivo
do presente estudo foi avaliar o efeito da concentracédo inicial de inoculo, em
diferentes meios de cultivo, na contagem de células viaveis de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 (L. acidophilus) e Lactobacillus casei SLC3 (L. casei).

2. METODOLOGIA

2.1  Microrganismos
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As amostras de L. acidophilus e L. casei foram obtidas da colecédo em estoque do
Laboratorio de Microbiologia e do Laboratorio de Tecnologia de Bioprocessos da
Universidade Federal de Pelotas.

2.2 Condicdes de cultivo

O isolado de L. acidophilus previamente liofilizado e as colénias de L. casei
anteriormente cultivada em placas de petri foram pré-incubadas em meio de
cultura seletivo caldo de Man Rogosa and Sharp (MRS) (Merck, USA) e Soro de
queijo a 37°C por 24 h a 120 rpm. Apoés, foram estriados por esgotamento em
placas contendo 4gar MRS, a fim de se obter culturas puras.

2.3  Determinacéo de células viaveis

A contagem de células viaveis foi realizada através de diluicdo seriada em
peptona bacterioldgica 0,1%. A viabilidade celular foi verificada através da técnica
de drope plate em agar MRS, incubadas em jarras de anaerobiose a 37°C por 48
h.

2.4 Padronizacéo do in6culo

Para o estudo de concentracao do indculo utilizou-se tanto o meio de cultivo MRS
guanto o soro de queijo. Para isso, foi adicionado o L. acidophilus e L. casei nas
proporcdes de 2, 6 e 10%. Posteriormente os cultivos foram incubados a 37°C por
24 h a 120 rpm. A concentracdo de inoculo foi estimada baseada no nimero de
unidades formadoras de colénias em placas contendo agar MRS a 37°C por 48 h
de incubacao em jarras de anaerobiose.

2.5 Anélise estatistica

Os resultados das andlises de todos os experimentos foram calculados a partir da
média de experimentos independentes. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa Graphpad Prism 7. Em todas as analises foi considerado
um nivel de significancia de 95% (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 1. Viabilidade celular de Lactobacillus casei SLC3 (a) e Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 (b) em meios compostos por soro de queijo ou MRS nas
concentracdes 2, 6 e 10%. (*) Nao apresenta diferenca estatistica (p>0,05) e (**)

apresenta diferencga estatistica (p<0,05).

Conforme representado na figura 1, a utilizacdo de um meio de cultivo
comercial (MRS) e outro ndo convencional (soro de queijo) acarretou em
diferencas no desenvolvimento celular tanto de L. casei (Fig. la) quanto L.
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acidophilus (Fig. 1b). Na Figura la, podemos observar que nao houve diferenca
estatistica quando comparado o soro de queijo com o MRS, os quais obtiveram
semelhantes concentracbes de células viaveis. Em relacdo as diferentes
concentracdes de inoculo estudadas, o L. casei obteve crescimento celular similar
tanto para soro de queijo quanto para MRS. Indicando dessa forma, que a
concentracdo de in6culo, assim como 0 meio de cultivo, ndo interferem
significativamente no nimero de células viaveis.

Na Figura 1b, o caldo MRS demonstrou influenciar na maior concentragéo de
células viaveis quando comparado ao soro de queijo (p<0,05) nas trés condicOes
avaliadas. Entretanto, quando analisado cada meio de cultivo individualmente é
possivel observar que o numero de células viaveis nas concentracdes de 2, 6 e
10% sao semelhantes. Mostrando dessa forma, que o aumento na concentragao
de in6culo ndo acarretou no aumento da concentracdo de células viaveis. Apesar
disso, cabe salientar que o uso de baixas concentracdes de inoculo é favoravel
para o cultivo celular, pois corroboram com fatores positivos como baixo custo e
menor tempo.

WARDANI et al (2017) analisaram o crescimento de Lactobacillus plantarum
Dad 13 em diferentes concentracdes de indculo, onde comprovaram um aumento
significativo do crescimento celular nas condi¢des de 1, 3, 5 e 10% ao final de
24h, no qual constatou a concentracdo ideal de in6culo em 5%.

4, CONCLUSOES

Diante dos resultados alcancados nesse estudo, € possivel observar a
importancia do meio de cultivo para o desenvolvimento bacteriano. No presente
estudo, o MRS favoreceu significativamente somente o crescimento de L.
acidophilus nas concentracbes de 2, 6 e 10%. Enquanto o soro de queijo
promoveu o desenvolvimento celular semelhante em ambos os microrganismos
estudados nas trés condi¢cdes avaliadas. Sendo assim, é possivel afirmar que
apesar de o meio de cultivo comercial ter se mostrado mais eficiente para o
desenvolvimento celular de L. acidophilus, o soro de queijo € um meio promissor
para o cultivo de Lactobacillus casei SLC3 e Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
pois permite a utilizacdo de baixas concentracfes de inéculo, contribuindo dessa
forma tanto para o baixo custo da pesquisa quanto para o aproveitamento do
residuo da industria de laticinios.
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