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Culturas de Lactobacillus plantarum
e Lactobacillus rhamnosus isolados de
queijo de coalho artesanal tém demons-
trado potencial para serem empregadas
como fermento latico para a produgao
de queijo de coalho industrializado
(Bruno et al., 2017). No entanto, para
que essas culturas possam ser empre-
gadas industrialmente, elas precisam
ser conservadas por um longo periodo
e de uma forma que viabilize ndo so-
mente sua estabilidade celular, mas que
também proporcione conveniéncia no
transporte, na estocagem e na dosagem
das culturas.

Um dos processos de preservagao de
microrganismos € a liofilizacdo, método
no qual a agua é removida por sublima-
¢ao diretamente da cultura congelada e
que nos Uultimos tempos tem adquirido
um papel importante na produgao co-
mercial de culturas microbianas.

A sobrevivéncia da bactéria durante o
processo de liofilizagédo e a subsequente
estocagem sao afetadas por alguns
fatores, tais como concentragao inicial
da cultura, meio de cultivo, solugéo e
agentes crioprotetores utilizados na liofi-
lizacdo, além de condicbes de estoca-
gem, como, por exemplo, temperatura e
permeabilidade a gases da embalagem.

Na Figura 1 é apresentado um pro-
cedimento para liofilizagao de cepas de
Lactobacillus ssp. em liofilizador de ban-
deja, o qual também podera ser utilizado
em outros modelos de liofilizador.

O procedimento consiste em ativar
uma cultura estoque de Lactobacillus,
utilizando-se um inéculo de 1% em caldo
MRS (Man, Rogosa e Sharpe) estéril, a
37 °C por 24 horas. Apds esse periodo,
retirar 1% da cultura ativada, inocular
novamente em caldo MRS e incubar a
37 °C por 16 horas. Em seguida, com o
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Figura 1. Procedimento para liofilizacdo de cepas de Lactobacillus ssp. em liofilizador de
bandeja.



intuito de obter uma maior quantidade de
células, retirar uma aliquota de 0,025%
da cultura ativada e inocular em 800 mL
de caldo MRS, a 37 °C por 16 horas.

Apés o crescimento, centrifugar todo
o conteudo do frasco a 4.500 rpm/20 min
(Megafuge 40, Thermo Scientific). Em
seguida, descartar o sobrenadante
e ressuspender a massa celular
em tampao fosfato de soédio (PBS)
1 M, pH 7,4 e centrifugar novamente
(4.500 rpm/20 min). Como essa etapa
tem o objetivo de concentrar a massa
celular, é interessante que o volume de
PBS para ressuspender as células seja
a metade do volume de caldo usado
no cultivo. Repetir o procedimento de
lavagem com tampdo PBS mais uma
vez, seguindo as mesmas condi¢des
citadas anteriormente. Apds o descarte
do sobrenadante, ressuspender a massa
celular em 85 mL de H,O deionizada
estéril. Fracionar a suspensao bacteriana
(20 mL) em tubos tipo Falcon e
centrifugar a 6.000 rpm/10 min, 4 °C
(EBA 12 R, Hettich zentrifugen).

Apés a centrifugagédo, descartar o
sobrenadante e ressuspender as células
em diferentes solugbes: LDR (Leite des-
natado reconstituido) 10% (20 mL); LDR
10% + Sacarose 6% (20 mL); LDR 10%
+ Lactose 6% (20 mL); e H,O (20 mL)
(Otero et. al., 2007). O uso de diferentes
meios € importante porque microrga-
nismos de mesmo género tendem a
ser influenciados diferentemente pelos
meios de liofilizacdo, e o LDR ou LDR
adicionado de acucar pode funcionar
como meio crioprotetor, dependendo da
cepa de Lactobacillus. Dessa forma, o
meio de liofilizacdo contribui tanto para
a viabilidade celular como para a estabi-
lidade da cepa durante a estocagem que
acontece depois da liofilizagao.

Dispensar aliquotas de aproximada-
mente 6 mL de cada suspensao em pla-
cas de vidro estéreis e congelar a -80 °C
até o momento da liofilizagao.

O processo de liofilizagao é realiza-
do em liofilizador de bandejas (Liotop
LP 510, Liobras) e tem duracao de 20
horas, seguindo as condi¢des expressas
na Tabela 1.

Tabela 1. Programa de liofilizagao para Lactobacillus spp.

Temperatura
(°C)

Rampa (min) 30 60 60 60 60

Patamar
(min)

30 60 120 60 60

CICLOS

30 20 20 20 20 20 20

60 30 30 30 30 30 30

60 30 30 30 30 90 90



Colocar o material liofilizado referen-
te ao mesmo tipo de tratamento (LDR,
LDR+Sacarose, LDR+Lactose ou H,O)
em um unico tubo falcon. A massa em
cada tubo é referente ao volume liofiliza-
do inicialmente (20 mL) de cada suspen-
sdo. O material liofilizado é armazenado
a4 °C.

A eficiéncia do processo de liofili-
zagdo é mensurada pela contagem do
numero de células viaveis em Unidades
Formadoras de Colbnia (UFC/mL) antes
da liofilizacdo, imediatamente apds o
processo e durante o periodo de tempo
que se deseja analisar a estabilidade
das células estocadas, em agar MRS, a
37 °C, 48 horas em anaerobiose.

A avaliagado da estabilidade dos liofili-
zadosemH,O, LDR, LDR+S e LDR+L de
Lactobacillus plantarum e L. rhammosus
indica que ambas as cepas permane-
cem viaveis apos a liofilizagcao e que os
meios LDR (10%) + Sacarose (6%) e
LDR (10%) + Lactose (6%), quando usa-
dos como crioprotetores, permitem que
0S microrganismos sejam conservados
no minimo por cinco meses, sem redu-
¢ao significativa no nimero de células
viaveis.
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