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INFLUENCIA DA FONTE DE NITROGENIO NO
CRESCIMENTO DE LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS

UFV H2B20
INFLUENCE OF THE NITROGEN SOURCE ON THE
GROWTH OF LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS UFV H2B20
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RESUMO — Com o objetivo de caracterizar um sistema de producao de
células viaveis delL. acidophilusUFV H2b20, para adigdo em probioticos,
estudos da cinética de crescimento do microrganismo foram conduzidos.
Na producao de massa celular viavel foi utilizado o soro de queijo ultrafiltrado
(SQUF) como meio basal. A producdo méaxima de células de 3,1°x 10
UFC/ml foi alcangcada quando o SQUF foi suplementado com proteose
peptona A 3, a temperatura de crescimento de°B7 Essa producgéo
celular em proteose peptona n° 3 foi estatisticamente superior as demais
fontes de nitrogénio utilizadas (Triptona, peptona, nitrogénio basico
para levedura e aminoacido de caseina), com excecdao do caldo Man,
Rogosa & Sharpe (MRS) que também apresentou bom crescimento celular.

PALAVRAS-CHAVE: Lactobacillus acidophilusSoro de queijo; Probidtico.

ABSTRACT — With the objective of characterizing a system of production
of viable cells of L. acidophilus UFV H2b20, for addition in probiotics,
studies of the growth kinetics of the microrganism were conducted. For
the production of viable cell mass, ultrafiltered cheese whey (UCW) was
used as a medium. The maximum cell production of 3.1°XUEC/m| was
reached when UCW was supplemented with proteose peptand at a
growth temperature of 3C. This cellular production in proteose peptona

n°® 3 was statistically better than other sources of nitrogen (Triptone,
Peptone, Bacto Yeast Nitrogen Base and Bacto Casamino Acids), except
for MRS which also presented good cellular growth.
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1 INTRODUCAO

A idéia de Metchinikoff, de que os lactobacilos poderiam
prevenir os efeitos toxicos causados por outras bactérias intestinais,
fez com que houvesse um grande interesse popular em relagéao
ao consumo do iogurte e outros produtos lacteos fermentados
(SHAHANI & AYEBO, 1980). Do inicio do século até hoje, muitos
probiéticos surgiram, porém a maioria apresentando problemas
de palatabilidade, baixo namero de células viaveis e vida de
prateleira curta, entre outros.

Para a producdo de um bom probi6tico, é necessario,
primeiro, que se tenha uma fonte de células vivas capaz de
fornecer quantidade suficiente de células para se obter um bom
numero de lactobacilos no produto, sem que o preco final seja
muito elevado. O efeito benéfico do Lactobacillus acidophilus
requer um continuo suprimento desses microrganismos no
trato intestinal, para que possam estabilizar a microflora do
intestino (KLAENHAMMER, 1982). E necessaria a ingestéo
diaria de cerca 10® UFC, para que haja um aumento do nimero
de lactobacilos facultativos no intestino (GILLILAND et al.,
1978; GILLILAND et al., 1985).

A estirpe de Lactobacillus acidophilus UFV H2b20 foi isolada
e caracterizada no Departamento de Tecnologia de Alimentos
da Universidade Federal de Vigosa, por SANTOS (1984), apés
0 que seu comportamento foi estudado sob condi¢des do trato
digestivo in vitro, sendo considerado resistente a essas condi¢des
(AGOSTINHO, 1988). Dessa maneira, surgiu a idéia de utilizar
essa estirpe na composicdo de um probidtico.

De acordocom o KANDLER & WEISS (1986), os lactobacilos
tém alta exigéncia nutricional, geralmente crescendo bem entre
30 e 40°C, sao catalase negativa e ndo possuem sistema de
citocromos. Dai a necessidade de desenvolver um meio, de
baixo custo, que permita o crescimento desse microrganismo.
Uma vez obtido um sistema eficiente de producado de células,
uma série de produtos podera ser desenvolvida, sem que o
custo venha representar um acréscimo substancial no preco
final do produto.
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Este trabalho teve como objetivos avaliar o crescimento do
L. acidophilusH2b20 em soro de queijo “minas-padrao”, ultrafiltrado
e suplementado com fonte de nitrogénio e caracterizar a cinética
de crescimento das células.

2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foirealizado no Laboratério de Microbiologia
e Processos Fermentativos do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da UFV.

2.1 Microrganismo e Meio de Cultura

Foi utilizado o Lactobacillus acidophilus UFV H2b20, isolado
e caracterizado por Santos (1984).

As células foram cultivadas em 1 litro de caldo MRS
(DE MAN et al., 1960) e centrifugadas a 9.800 g, em centrifuga
J2-MC. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 100
mL de caldo MRS, contendo 10% de glicerol, distribuidas em
tubos “eppendorf” e armazenadas sob congelamento (-10°C).
No momento da utilizacdo como inéculo, a cultura foi ativada
duas vezes em caldo MRS com incubacédo a 37°C, sem agitacao,
por 14-16 horas, em estufa bacteriolégica. Os meios de cultura
utilizados foram o caldo MRS e o soro de queijo “minas-padrédo”,
produzido na Usina Piloto de Laticinios (Funarbe/UFV). O soro
foi submetido a diferentes tratamentos e suplementacdes.

2.2 Condi¢cdes de Cultivo

Nos estudos de suplementacdo do soro com diferentes
fontes de nitrogénio, os experimentos foram realizados em
fermentadores, em batelada. Os fermentadores s&o frascos
jaquetados com um volume total de trabalho de 150 mL, no qual
foram colocados 125 mL de meio. O meio foi agitado mediante
0 uso de um agitador magnético. O nitrogénio foi injetado para
estabelecer a anaerobiose no espaco vazio dos fermentadores.
A ingecdo do nitrogénio foi realizada através de um filtro
esterilizado ( Millex-FG50 0,22mm).
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Durante o processo, amostras de 3 mL foram retiradas,
assepticamente, em intervalos de uma hora, com uma seringa
descartavel. As densidades 6ticas das amostras foram lidas em
espectrofotdmetro a 630 nm. Amostras com valores de densidade
Otica superiores a 0,4 foram diluidas para valores entre 0,1 e
0,4.

2.3 Utilizacdo do Soro de Queijo como Meio de Cultura

Para avaliar o crescimento de L. acidophilus UFV H2b20
em soro de queijo, foram testados os seguintes tratamentos:

Tratamento 1: soro de queijo sem suplementacéo;

Tratamento 2: soro ultrafiltrado em sistema de ultrafiltracédo
Reginox, com membrana tipo espiral Desalination System
Inc., de corte de 10.000 daltons, com poros de 0,03mm;

Tratamento 3: soro centrifugado em centrifuga a 12.100
g, por 10 minutos, a 10°C;

Tratamento 4: soro ultrafiltrado e suplementado com 1%
de proteose peptona n. 3;

Tratamento 5: soro suplementado com 1% de proteose
peptona n. 3.

Os meios foram esterilizados a 121°C, por 15 minutos, em
autoclave. Cada meio foi preparado em duplicata, e depois foi
feita uma repeticdo do experimento.

O ind6culo, antes de ser repicado para esses meios na
proporcédo de 1% v/v, foi ativado em caldo MRS (10 ml) por 14-
16 horas, a37°C. Apés ainoculacéo, as culturas foram incubadas
a 37°C, por 20 horas, e ap6s esse tempo foram realizados
plagueamentos para contagem do numero de células viaveis.

O plagueamento das amostras foi realizado “pour plate”
em duplicata no caldo MRS, adicionado de 1,5 e 0,75% de
Bacto-agar. No plagueamento utilizou-se um plagueador automatico,
no modo exponencial de 100 mL. A incubacao foi a 37°C, e a
contagem das colfnias feita ap6és 48 horas.

2.4 Suplementacdo do soro com diferentes fontes
de nitrogénio

O experimentofoirealizado emtrésrepeticdes. Os fermentadores
continham um volume de 125 ml de meio. Além do soro suplementado
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com diferentes fontes de nitrogénio, foi utilizado o caldo MRS
como referéncia, e os fermentadores foram inoculados de
maneira a obter uma densidade 6tica inicial correspondente a
D.O.,, de 0,005.

O soro de queijo foi previamente hidrolisado com Papaina
USP , utilizando-se 1U.l. de enzima para cada 1mL de soro. A
hidrolise foi realizada a 28°C, por uma hora. Em seguida, o soro
foi ultrafiltrado, embalado em sacos plasticos apropriados e
mantido sob congelamento, a temperatura de -10°C. No momento
da utilizacdo, o soro foi descongelado, aquecido até a ebulicéo
e resfriado para 25°C. O precipitado foi descartado, e o liquido
resultante foi utilizado como meio de cultivo. A ele foram adicionados
0,2% de citrato de aménio e 0,5% de acetato de so6dio anidro,
com o objetivo de dar maior estabilidade as proteinas por
ocasido da esterilizagcdo. Em seguida, o soro foi dividido em
volumes de 125 ml e adicionado de 1% de uma das fontes de
nitrogénio, visando obter o soro suplementado. As fontes de
nitrogénio testadas foram triptona, peptona, nitrogénio basico
para levedura, aminoacido de caseina e proteose peptona n®3.

Quando necessario, o crescimento celular foiacompanhado
por meio de plaqueamento, e a contagem das colbnias ocorreu
apo6s 48 horas de incubacdo a 37°C.

3RESULTADOSEDISCUSSAO

Osresultados obtidos para os diversos experimentos realizados
sdo apresentados a seguir.

3.1 Utilizagcdo do soro como meio de cultura

O Quadro 1 apresenta a populacao de células de L. acidophilus
UFV H2b20 obtidas com 20 horas de incubacdo a 37°C, em
varios meios de cultura. P6de-se observar que o menor numero
de células viaveis foi obtido quando o soro foi ultrafiltrado e ndo
recebeu suplementacdo de uma fonte de nitrogénio para repor
aquele retirado por ocasido da ultrafiltracdo. A reducédo no teor
de nitrogénio fez com que uma populacdo de 3 x 10° UFC/mL
fosse atingida, mas, quando o soro ndo sofreu tratamento
(ultrafiltracdo ou centrifugacdo) nem adicado de fonte de nitrogénio,
essa populacdo alcancou 10° UFC/mL.
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Esses resultados indicam uma maior disponibilidade de
nitrogénio assimilavel pelo lactobacilo no soro que nao sofreu
nenhum tratamento, a ndo ser a esterilizacao.

Também, pode-se verificar que a ultrafiltracédo e a posterior
suplementacdo do soro com proteose peptona n. 3 permitiram
uma boa multiplicacdo do lactobacilo, que chegou a 1,3 x 10°
UFC/mL. Esse resultado estd de acordo com o obtido por
Passos (1997) que, trabalhando com soro de Mozarela, obteve
uma producéo de 10° UFC/mL apo6s a hidroélise, a ultrafiltracdo
e a posterior suplementacdo com proteose peptona n® 3 (1%),
citrato de amdnio (0,2%) e acetato de sédio anidro (0,5%). Esse
soro é mais facil de sertrabalhado, do ponto de vista operacional,
ja que facilita a posterior separacdo das células do soro, por
conter menos impurezas. Essa populacao é equiparada aquela
obtida quando se utiliza soro mais proteose peptona n® 3 (1,5
x10° UFC/mL). Ao utilizar o soro centrifugado, obteve-se uma
populacédo de 3,8 x 108 UFC/mL, em 20 horas de incubacéo, o
gue ainda é uma populacéao relativamente baixa, se comparada
a populacdo de 10° UFC/mL alcancada com soro.

Quadro 1 - Populacaode Lactobacillus acidophilus UFV H2b20
obtida com 20 horas de incubagado a 37°C, em
funcédo do tipo de meio de fermentacdo utilizado
(média de duas repeticdes em duplicata)

Meio UFC/mL
Soro 1,0 x 10°
Soro centrifugado 3,8 x 10°
Soro ultrafiltrado 3,0 x 10°
Soro + peptona n® 3 1,5 x 10°
Soro ultrafiltrado+ peptona n® 3 1,3 x 10°

Esse soro apresenta uma pequena quantidade de proteinas
(b-lactoglobulinas e a-lactoalbumina) e glicomacropeptidios
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liberados pela renina durante a coagulagdo do queijo, os quais
estdo misturados a gordura (GREEN, 1977; LUND et al., 1992).
E possivel que uma parte desses compostos nitrogenados
tenha sido arrastada junto com a gordura durante a centrifugacéao,
vindo a reduzir o teor de nitrogénio do soro. Isso pode ser a
causadadiminui¢cao no nimero de células vivas do soro centrifugado
(3,8 x 108 UFC/mL), quando comparado ao soro sem nenhum
tratamento.

Com o soro sem tratamento, é possivel obter uma maior
producédo de células. Porém, no final da fermentacgéo, ha dificuldades
para se separar as células viaveis do meio de fermentacado, em
funcdo da formacdo de uma massa composta por células,
gordura e proteina, o que dificulta a utilizacdo de qualquer
sistema para separar essas células. A ultrafiltracdo deixa o
soro pobre em nitrogénio, fazendo com que haja uma baixa
producdo de biomassa. Na utilizagdo desse soro para produzir
células, é necessaria a sua suplementacdo com uma fonte de
nitrogénio assimilavel pelo lactobacilo que seja capaz de permitir
uma boa producdo de células vidveis nesse meio. Segundo
Krischke et al. (1991), o soro permeado contém proteinas de
menor tamanho, além de peptidios e sais inorganicos, como,
fosfatos de calcio, 0s quais se precipitam apo6s a esterilizacao
e 0 ajuste de pH. Dai a necessidade de suplementacado do soro
com uma fonte de nitrogénio assimilavel (ROY etal., 1986; ROY
et al., 1987 ; LUND et al., 1992). Uma outra maneira de obter
um meio para producdo de L. acidophilus seria a adigcdo, ao
soro, de 0,5% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5%
de Na,HPO, e 0,3% de hexametafosfato de sddio (KAUL &
MATHUR, 1992).

3.2 Efeito da fonte de nitrogénio no crescimento
do Lactobacillus acidophilus  UFV H2b20

A Figura 1 mostra o crescimento caracteristico do L. acidophilus
UFV H2b20 quando diferentes fontes de nitrogénio foram adicionadas,
alternativamente, ao soro de queijo, da maneira como descrito
no item 2.4. Pela figura observa-se que, das cinco fontes de
nitrogénio testadas, a que mais favoreceu o crescimento da
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célula foi a proteose peptona n. 3, com uma producdo média
de massa celular, representada em densidade 6tica, de 2,336
(Quadro 2), quando se utilizou temperatura de 37°C. Essa
producao foi estatisticamente superior a producdo das demais
fontes de nitrogénio testadas (com excecdo do MRS), pelo teste
de Tukey, em nivel de 1%.
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Figural - Crescimento caracteristico de Lactobacillus acidophilus
UFV H2b20, medido em densidade ¢ética (D.O. ), em meio MRS
ou soro suplementado com diferentes fontes de nitrogénio: 1
- nitrogénio basico para levedura; 2 - peptona, 3 - aminoacido

de caseina, 4 - triptona, 5 - peptona n. 3 e 6 - MRS, a
temperatura de 37°C.

As outras fontes de nitrogénio ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa, apesar de se verificar pela Figura
1 que a peptona apresentou producdo intermediaria entre a
proteose peptona n. 3 e as demais (aminoacido de caseina,
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triptona e nitrogénio basico para levedura). O Quadro 2 mostra
aproducdo média de massa celular, representada em densidade
Otica, para todos os meios testados com 10 horas de cultivo.
Foram observadas producao de DO,, = 3,965 e velocidade
especifica maxima de 0,921 para o MRS, enquanto a peptona
n. 3, que foi a que mais se aproximou, ficou com DO, = 2,336
em = 0,799.

Quadro 2 - Densidade 6tica (D.O. ., ) média, velocidade especifica
de crescimento (?) e desvio-padrao (s), com 10 horas de cultivo
a 37°C, para as trés fermentac8es realizadas em meio MRS ou
soro de queijo suplementado, alternativamente, com cinco fontes
de nitrogénio, utilizando-se o Lactobacillus acidophilus UFV
H2b20

D.O. s (DO) i s (w)
N.B.L 0,080 0,054 0,307 0,119
PEPTONA 0,528 0,323 0,412 0,083
A.AC. 0,148 0,063 0,390 0,080
TRIPTONA 0,160 0,058 0,653 0,109
PEPTONA. n°3 2,336 0,428 0,799 0,061
M.R.S. 3,965 0,353 0,921 0,081

N.B.L. — Nitrogénio basico para levedura.
A.A.C — Aminoacido de caseina.

Observa-se que, de todos os meios testados, o que apresentou
os melhores resultados foi o MRS, com uma producdo de
células, medida em densidade o6tica, de 3,965. Esse valor é
estatisticamente superior aos apresentados pelos demais meios
testados. Apesar da superioridade do MRS, pode-se dizer que
0 soro suplementado com proteose peptona n. 3 apresentou
bons resultados, jA que a densidade o6tica foi de 2,336 contra
3,965 do MRS. A velocidade especifica de crescimento para o
soro suplementado com proteose peptona n.3 foi de
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0,7991h!, enquanto, em estudo realizado por Passos (1997),
essa velocidade de crescimento ficou em m=0,452ht. Para o
MRS, essa velocidade foi de m=0,9206 h, sendo esse valor
bastante préximo dos resultados encontrados por Gomes (1996),
que foide m=1,07ht. Comrelac&o as demais fontes de nitrogénio,
pode-se dizer que elas ndo foram apropriadas, ja que a producéo
de massa celular ficou bem abaixo da atingida pelo MRS e pela
proteose peptona n. 3.

Segundo o Manual da Difco, a proteose peptona n. 3 é
nutricionalmente superior as demais peptonas, sendo utilizada
para meio de cultivo de microrganismos exigentes. Dos 19
aminodacidos citados por Guirard (1974) como necessarios aos
lactobacilos, todos estdo incluidos na proteose peptona n. 3.
Isso permite que ela seja considerada boa fornecedora de
nitrogénio na forma de aminodacidos para o L. acidophilus. Essa
facilidade em obter nitrogénio em quantidade suficiente permite
gue o microrganismo se multipligue a uma velocidade especifica
de crescimento de 0,7991h!, bem préximo a velocidade alcancada
com o MRS. Vale observar que a fonte de nitrogénio do MRS
€ 1% de proteose peptona n? 3.

Ainda pelo Quadro 2, pode-se observar que trés das
fontes de nitrogénio testadas (nitrogénio basico para levedura,
triptona e aminoacido de caseina) resultaram em densidades
Oticas médias muito baixas, com 10 horas, devendo-se ressaltar
que a peptona levou a uma producdo um pouco superior a
essas fontes, porém, sem diferenca estatisticamente significativa.
A suplementacédo do soro com proteose peptonan?3 demonstrou
que esta foi a melhor fonte de nitrogénio para o L. acidophilus
UFV H2b20.

Quando o soro foi suplementado com nitrogénio basico
para levedura, obteve-se a menor velocidade especifica de
crescimento (m=0,307 h'!), pois a célula apresentou crescimento
por, no maximo, 7 horas, e depois entrou imediatamente em
declinio. Para a triptona, a velocidade foi de 0,653 h™*, ocorrendo
um breve periodo de crescimento (cerca de 6 horas), porém,
este foi logo encerrado, provavelmente em conseqliéncia do
esgotamento da fonte de nitrogénio e, a partir dai, comecou a
fase de declinio. Quando se suplementou o soro com peptona,
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ocorreu um aumento lento da massa microbiana (m =
0,4121h), todavia, durante um tempo maior (até 11 horas), o
gue acabou resultando em uma maior producdo de massa
celular. A suplementacdo com aminoacido de caseina também
apresentou baixos valores na velocidade especifica de crescimento
(m = 0,3897h1), e o crescimento de massa de células se
encerrou apos um periodo de 10 a 11 horas.

Verificou-se, ainda, pelo Guia de Referéncia da Difco, que
a bacto- peptona possui uma quantidade bem menor de aminoéacidos
cistina, histidina, treonina e tirosina que a proteose peptona
n.3. Isso pode significar que um ou alguns desses aminoacidos
estejam limitando o crescimento da bactéria, ja que sao considerados
essenciais para o L. acidophilus, segundo Guirard (1974).
Porém, para avaliar tal fato, seria necessario um estudo que
envolvesse esses aminoacidos em combinagdo com bacto-
peptona, para poder afirmar se realmente eles tiveram alguma
relagdo com o baixo rendimento do L. acidophilus UFV H2b20,
guando cultivado em soro de queijo com esse tipo de peptona.

Comrelacdo ao desempenho da bactéria em soro adicionado
de triptona, observou-se, pelo Quadro 2, que uma velocidade
especifica de crescimento de 0,653 h'* foi atingida, ressaltando-
se que a massa celular aumentou até aproximadamente 6 horas
de crescimento e, em seguida, comecou a decrescer lentamente.
A massa celular com 10 horas de fermentacéo foi de D.O. =
0,160. No Guia de Referéncia da Difco, observa-se que a
triptona possui, em sua composicao, menores teores de aminoacidos
alanina, arginina, cistina e glicina que com a proteose peptona
n? 3. Isso quer dizer que existe a possibilidade que a auséncia
de um ou mais desses aminoacidos seja limitante para o crescimento
da bactéria.

A adicdo de aminoacido de caseina ao soro de queijo ndo
favoreceu o desenvolvimento da bactéria, como foi observado
pela baixa velocidade especifica de crescimento
(m?=0,390h) e pela pequena formac&do de massa celular dada
por uma D.0.=0,148. Essa fonte de nitrogénio é obtida pela
hidrélise acida da caseina, até que todo nitrogénio da caseina
seja convertido para aminoacido ou outro composto de relativa
simplicidade. Trata-se de um nutriente que apresenta baixo
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conteldo de cistina, glicina, triptofano e tirosina, 0os quais séo
necessérios ao desenvolvimento da bactéria, havendo necessidade
de se realizar testes para confirmar se foram realmente eles
que causaram essa limitacdo de crescimento.

A suplementacao do soro com nitrogénio basico paralevedura
permite uma velocidade de crescimento da bactéria equivalente
a m=0,307 h!, o que constata a influéncia da suplementacéo
com essa fonte de nitrogénio.

4 RESUMO E CONCLUSOES

A producado de células de Lactobacillus acidophilus UFV
H2b20 foi avaliada sob varios aspectos, com relagcédo a fermentacéo
realizada em soro de queijo. Observou-se que, das cinco fontes
de nitrogénio adicionadas ao soro, a proteose peptona n® 3 foi
a que apresentou melhores resultados, atingindo uma densidade
Oticade 2,336. Essa producédo de massa celular é estatisticamente
superior a producao atingida com as demais fontes de nitrogénio
testadas (triptona, peptona, nitrogénio basico para levedura e
aminoacido de caseina), exceto para o MRS, pelo teste Tukey,
em nivel de 1%.

Observou-se, portanto, que ha necessidade de suplementacao
do soro ultrafiltrado com uma fonte de nitrogénio para que o
L. acidophilus UFV H2b20 apresente um bom crescimento,
atingindo populagdes da ordem de 10° UFC/ml. Dentre as
fontes de nitrogénio testadas para suplementar o soro, a Unica
que apresentou bons resultados foi a proteose peptona n. 3,
gue foi capaz de fornecer nitrogénio na forma assimilavel para
o lactobacilo, fazendo com que esse crescesse no soro ultrafiltrado
e atingisse populac¢des de 10° UFC/mL. Dessa maneira, concluiu-
se que, para se obter a maxima producédo de células vivas em
soro ultrafiltrado, é necessario fazer a suplementacdo com
proteose peptona n. 3.
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