
14/12/2023 13:58 PROSPECÇÃO DE BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS RESISTENTES AO ESTRESSE TÉRMICO

https://agronfoodacademy.com/prospeccao-de-bacterias-acido-laticas-resistentes-ao-estresse-termico/ 1/14

Home  E-book II CBPAV 

PROSPECÇÃO DE BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS RESISTENTES AO ESTRESSE TÉRMICO

PROSPECÇÃO DE BACTÉRIAS

ÁCIDO LÁTICAS RESISTENTES AO

ESTRESSE TÉRMICO
Tags

CBPAV

Capít ulo de l ivro publicado no l ivro do II Congresso Brasi leiro de
Produção Animal e Veget al : “Produção Animal e Veget al :
Inovações e At ual idades – Vol. 2“. Para acessá-lo cl ique aqui.

DOI: https://doi.org/10.53934/9786585062039-44

E-BOOK II CBPAV



https://agronfoodacademy.com/
https://agronfoodacademy.com/category/e-book-ii-cbpav/
https://agronfoodacademy.com/tag/cbpav/
https://agronfoodacademy.com/e-book-producao-animal-e-vegetal-inovacoes-e-atualidades-vol-2/
https://agronfoodacademy.com/


14/12/2023 13:58 PROSPECÇÃO DE BACTÉRIAS ÁCIDO LÁTICAS RESISTENTES AO ESTRESSE TÉRMICO

https://agronfoodacademy.com/prospeccao-de-bacterias-acido-laticas-resistentes-ao-estresse-termico/ 2/14

Est e t rabalho f oi escrit o por:

Larissa de Souza Valladares ; Carolina Schet t ino Kegele ; J oice Fát ima Moreira Silva ; Bruna

Vieira Alonso ; It alo Perrone ; J oao Bat ist a Ribeiro

Mestranda; Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia do Leite e Derivados; UFJF. Doutoranda; Pós-

graduação em Ciências Veterinárias; UFLA. Graduanda; Medicina Veterinária; UFJF. Professor; Pós-

Graduação em Ciência e Tecnologia do Leite e Derivados; UFJF. Pesquisador, Empresa Brasileira

de Pesquisa Agropecuária – Embrapa Gado de Leite.

*Autor correspondente (Corresponding author) – Email: joao-batista.ribeiro@embrapa.br

Resumo: Bactérias ácido láticas (BAL), por possuírem diversas propriedades funcionais, têm

recebido destaque no cenário cientí�co e tecnológico por sua aplicabilidade nas áreas farmacêutica

e alimentícia. Um gargalo importante para exploração biotecnológica destes microrganismos está

relacionado ao elevado custo para processamento e manutenção da viabilidade das células por

longos períodos (cadeia de frios e/ou lio�lização). O processo de secagem por atomização se

apresenta como uma alternativa economicamente viável para a produção desses microrganismos

como bioinsumo em escala industrial, entretanto, é um processo altamente linhagem dependente.

O objetivo deste trabalho foi prospectar linhagens de BAL resistentes ao estresse térmico

visando à identi�cação de microrganismos mais propensos a sobreviver ao processo de secagem

por atomização. Cem linhagens de BAL foram submetidas ao estresse térmico de 60 °C ± 1 °C por

5 min e em seguida a taxa de sobrevivência foi avaliada por meio da técnica de microgota. Com

reduções logarítmicas variando de 0,28 a 1,96 e contagens de 7,47 log UFC/mL a 8,92 log UFC/mL,

20 BAL foram capazes de resistir ao tratamento térmico e serão capazes de prosseguir para

etapas seguintes de estudos visando futura aplicação industrial.

Palavras–chave: Enterococcus spp.; estresse térmico; Lactobacillus spp.; Pediococcus spp.;

Streptococcus spp.

Abst ract : Lactic acid bacteria (LAB), due to their diverse functional properties, have been

highlighted in the scienti�c and technological scenario for their applicability in the pharmaceutical and

food areas. A di�culty for the biotechnological exploration of these microorganisms is related to

the high cost for processing and maintaining the viability of cells for long periods (cold chain and/or

lyophilization). Spray drying process presents itself as an economically viable alternative for the

production of these microorganisms as bioinput on an industrial scale, however, it is a highly lineage

dependent process. This work aims to prospect strains of LAB resistant to heat stress in order to

identify microorganisms more likely to survive the spray drying process. One hundred LAB strains

were subjected to heat stress at 60 °C ± 1 °C for 5 min and then the survival rate was evaluated

using the microdroplet technique. With log reductions ranging from 0.28 to 1.96 and counts from

7.47 log CFU/mL to 8.92 log CFU/mL, 20 LAB were able to withstand the heat treatment and will be

able to proceed to subsequent stages of studies for future industrial application.
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INTRODUÇÃO

As bactérias ácido láticas (BAL) têm recebido destaque no cenário cienti�co por sua aplicabilidade

nas áreas farmacêutica e alimentícia (1). Essas bactérias são capazes de produzir biomoléculas

usadas na fabricação de repelentes, cosméticos, antimicrobianos, produtos lácteos, cárneos e

vegetais fermentados, por exemplo (2). E podem ser encontradas em plantas, produtos

alimentícios fermentados e diversas partes do organismo de seres humanos e outros animais (3).

Características que as BAL usualmente apresentam são: forma de bastonetes, cocobacilos ou

cocos, com células simples, duplas ou tétrades podendo ainda formar pequenas ou grandes

cadeias, não esporuladas, geralmente sem motilidade, não reduzem nitrato a nitrito, homo ou

heterofermentativas, mesó�las ou termó�las, fastidiosas, acidúricas, resistentes aos sais biliares,

gram-positivas, catalase e citocromo negativas, anaeróbias, anaeróbias facultativas, aeróbias ou

microaeró�las, quantidades de guanina e citosina menores que as de timina e adenina no DNA

bacteriano (4–8).

São capazes de produzir grande número de biomoléculas como: enzimas glicolíticas, lipolíticas e

proteolíticas, ácidos orgânicos, bacteriocinas, vitaminas, diacetil, acetaldeído, alcenos, dióxido de

carbono, peróxido de hidrogênio, benzaldeído, etanol, cetonas, terpenos, derivados de benzeno,

além de exopolissacarídeos (2,9,10).

Por possuírem propriedades biofuncionais como atividade antimicrobiana, anti-in�amatória, anti-

hipertensiva, antioxidante, antidiarreica, antiviral, imunomoduladora, hipocolesterolêmica,

antidiabética e anticancerígena este grupo de microrganismos têm sido estudado utilizando animais

ou ensaios clínicos em humanos para avaliação do seu potencial em reduzir ou amenizar distúrbios

do trato gastrointestinal (TGI) (7,11–13). Também tem sido estudado o uso das BAL como

bioprotetoras em alimentos, pois desempenham atividade inibitória considerável sobre

microrganismos patogênicos e deteriorantes ali presentes (14).

Para serem aplicadas como probiótico, ou seja, organismos vivos capazes de exercer efeitos

bené�cos a quem os consome em quantidades adequadas, devem possuir status GRAS (do inglês

Generally Recognised As Safe), resistir à passagem pelas condições adversas do TGI,

principalmente a acidez do estômago e a presença de sais biliares no intestino, terem a capacidade

de adesão à mucosa intestinal e à exclusão competitiva de microrganismos patogênicos (15).

Dentre as BAL com características probióticas mais bem caracterizadas e utilizadas, deve-se

destacar as do gênero Lactobacillus, pertencente ao �lo Firmicutes, classe Bacilli, ordem

Lactobacillales, família Lactobacillaceae (16). Esse gênero passou por modi�cações na sua divisão

taxonômica em abril de 2020 por conta de um grande número de bactérias de espécies diferentes

entre si estarem inclusas em um mesmo gênero, passando a apresentar além do gênero 
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Lactobacillus, Pediococcus e Paralactobacillus, outros 23 gêneros (8). Também foi sugerida a

junção das famílias Lactobacillaceae e Leuconostocaceae.

Os principais microrganismos utilizados como probióticos são bactérias e leveduras. No Quadro 1

são exempli�cadas nove bactérias aplicadas em produtos de oito marcas diferentes.

Além das bactérias citadas acima, também são utilizadas as cepas Limosilactobacillus reuteri e

Streptococcus thermophilus (19). E as leveduras Saccharomyces boulardii, Saccharomyces

cerevisiae e Saccharomyces bayanus (20).

A aplicação desses microrganismos pode ser feita em produtos lácteos, bebidas não lácteas,

fórmulas infantis, cereais, alimentos secos, cárneos fermentados, pani�cação, barras nutritivas,

suplementos alimentícios e alimentos probióticos para animais. Dessa forma, em 2021 o mercado

de probióticos alcançou cerca de 60 bilhões de dólares, e deverá expandir a uma taxa de

crescimento anual composta (do inglês compound annual growth rate – CAGR) de 7,5% de 2021

até 2030 (Probiotics Market, 2021; 2022).

Com a crescente demanda por essas bactérias, a fabricação através da secagem por atomização

possibilita um maior rendimento se comparada a fabricação por lio�lização (23). A comparação

especí�ca com o método de lio�lização, como a apresentada no Quadro 2, se dá por conta da

maior parte dos produtos que demandam viabilidade celular das bactérias pós-secagem serem

preparados por meio desse método (24).
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Em ambos os casos as células bacterianas passam por estresses e sofrem perda de viabilidade.

Uma alternativa encontrada é a de utilizar materiais protetores frente a alta ou baixa temperatura

(27–29). O processo de secagem por atomização é um método de microencapsulação realizado

em um equipamento que é alimentado por uma mistura líquida composta por células de BAL

somadas ao protetor adequado. Esse material é pulverizado em gotículas �nas do tamanho de

mícrons e misturada com �uxo de ar quente para obter desidratação rápida (30). As células

bacterianas podem alcançar temperaturas de aproximadamente 60 °C por alguns segundos após a

secagem da partícula do pó (2).

Como já demonstrado (31), a resistência bacteriana aos estresses é linhagem-dependente, então

pode ser feito um teste de resistência para pré-selecionar as bactérias que apresentem maior

capacidade de expressão desses genes, e posteriormente ser submetida a um estímulo subletal,

com crescimento sob condições estressantes antes da secagem para que haja a expressão

contínua desses genes que codi�cam proteínas chamadas chaperonas, que contribuem para a

resistência frente várias condições adversas, como: variações de temperatura, variação na pressão

osmótica, pH do meio e exposição aos sais biliares por exemplo (32).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi o de encontrar BAL resistentes ao estresse térmico dentre

as 100 escolhidas, com contagem pós-estresse maior que 7 log UFC/mL e perda de viabilidade de

até duas unidades logarítmicas.

MATERIAL E MÉTODOS

MICRORGANISMOS UTILIZADOS E CONDIÇÕES DE ESTOCAGEM

As 100 BAL usadas nesse trabalho foram previamente isoladas, caracterizadas como pertencentes

aos gêneros Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Pediococcus spp. e Streptococcus spp., e

fazem parte da coleção de trabalho do Projeto Biotech-CPLFase 1, as quais são preservadas a

longo termo na Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, a -20 °C e -80 °C em

meio crioprotetor constituído de 10% leite desnatado (Oxoid) adicionado de 10% de glicerol

(Merck). 
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OBTENÇÃO DO INÓCULO E PREPARO DA SUPENSÃO DE CÉLULAS

Para cultivo da bactéria de interesse, uma alçada do meio crioprotetor contendo as células

bacterinas foi estriada em placa de Petri contendo ágar MRS (Kasvi) com o intuito de obter colônias

isoladas. As placas de Petri foram incubadas por 48 h, a 35 °C sem condições de anaerobiose. Uma

colônia isolada foi transferida para 1 mL de caldo MRS (Kasvi) contido em tubo de ensaio e incubada

a 35 °C por 24 h.

Do cultivo anterior, 100 µL foram transferidos para 900 µL de caldo MRS contido em microtubo

eppendorf e incubado a 35 °C por 18 h para atingir a fase estacionária, a �m de preservar as

células adaptadas em um estado ativo.

Após incubação a massa celular bacteriana foi coletada por centrifugação (6000 x g, 5 min, 25 °C),

lavada duas vezes com solução PBS (composição: NaCl, Qhemis – 8,0 g; Na HPO  · 12 H O, Merck –

2,9 g; KCl, Ecibra – 0,2 g; KH PO , Neon – 0,2 g; H O – 1000,0 g), e ressuspendida em 1 mL de

solução PBS.

ESTRESSE TÉRMICO

Alíquotas de 400 µL de cada inóculo obtido conforme descrito na seção anterior foi transferida para

tubo de ensaio estéril e mantida em banho-maria de 60 °C ± 1 °C por 5 min. Em seguida transferida

para banho de gelo.

A suspensão bacteriana restante, não exposta ao estresse, foi usada como controle.

ENUMERAÇÃO PELA TÉCNICA DA MICROGOTA

As placas de ágar MRS que receberam a microgota foram posicionadas abertas em capela de �uxo

laminar com a chama acesa e a luz UV ligada por 15 min para que o meio perca a umidade em

excesso e absorva mais facilmente o inóculo. Posteriormente as placas são tampadas, sendo

mantida uma fresta aberta por mais tempo o su�ciente perto da chama até que a tampa esteja

livre de condensação.

A diluição seriada das suspensões bacterianas foi realizada em solução PBS até contemplar a

concentração estimada, além de uma acima e outra abaixo desta.

As diluições foram plaqueadas em triplicata e cada microgota de 20 µL foi posicionada em um

quadrante da placa de Petri, como exempli�cado na Figura 1.

2 4 2

2 4 2
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Figura 1 – Esquema

de plaqueamento

da microgota de 20

µL.

Fonte: Autora, 2022.

Movimentos circulares leves foram feitos com a placa de Petri após aplicação de cada microgota

para que as bactérias não acumulem nas bordas.

A incubação foi feita a 35 °C por 48 h e a contagem das colônias foi realizada preferencialmente nas

diluições que contemplaram de 8 a 80 UFC.

Para obter o resultado em UFC/mL foi aplicada a equação (1):

Cepas com perda de viabilidade de até duas unidades logarítmicas e contagem maior que 7 log

UFC/mL foram consideradas adequadas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Após o teste de estresse térmico pôde-se observar que a perda de viabilidade das bactérias

apresentou a forma de uma distribuição normal, ou Gaussiana, como mostrado no Grá�co 1, onde

microrganismos mais resistentes ao tratamento de 60 °C ± 1 °C por 5 min estão mais próximos ao

lado esquerdo e os menos resistentes estão do lado oposto, pois maiores valores indicam maior

redução na viabilidade bacteriana e menores valores indicam menor redução na viabilidade

bacteriana. Ao �nal do experimento foram observados valores variando de 0,28 a 9,18.
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Grá�co 1 – Distribuição da perda de viabilidade das BAL expostas ao

estresse térmico.

        Fonte: Autora, 2022.

Bactérias que apresentam maior perda de viabilidade em testes de estresse térmico, tendem a

manifestar menor sobrevivência quando expostas ao processo de secagem por spray drying.

Circunstância que pode ser associada a baixa ou inexistente expressão de chaperonas, por

exemplo (1). Portanto, para selecionar cepas resistentes devemos apontar atenção para o lado

esquerdo do Grá�co 1.

Dentre as 100 BAL estudadas nesse trabalho, 20 apresentaram redução na viabilidade celular de

até 2 unidades logarítmicas e contagem maior que 7 log UFC/mL após o teste de estresse

térmico, como ilustrado na Tabela 1.
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Bactérias dos gêneros Pediococcus spp. e Streptococcus spp. foram as que apresentaram menor

redução logarítmica, 0,28 e 0,49 respectivamente, o que indica grande resistência frente à

condição a qual foram expostas.

Outro fato que pôde ser observado está relacionado a capacidade de adequação ao limiar

estabelecido para os microrganismos estudados. Onde dentre os 4 gêneros: Lactobacillus spp.,

Enterococcus spp., Pediococcus spp. e Streptococcus spp., foram classi�cados como resistentes

2,86%, 38,71%, 50,00% e 8,33% do número de bactérias, respectivamente.

No Grá�co 2 está a comparação da população de cada gênero antes e depois da aplicação de

estresse.

Grá�co 2 – Distribuição da população inicial e pós-estresse térmico de cada gênero

estudado. Fonte: Autora, 2022.

Ao �nal dos experimentos, 20% da população apresentou resultados dentro do estabelecido para

o avanço em busca de novas cepas de BAL que venham a integrar o grupo de microrganismos

aplicados para uso humano, seja em sua totalidade ou por seus genes e produtos gênicos.

CONCLUSÕES

Das 100 BAL introduzidas no estudo, 20 foram capazes de resistir ao tratamento térmico com uma

redução na viabilidade dentro do esperado e serão capazes de prosseguir para etapas seguintes

de estudos visando futura aplicação industrial.

Devem ser estudadas outras características de resistência desses microrganismos antes de sua

aplicação no processamento por spray drying, e também seu status GRAS para uso em alimentos.
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