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Introducgao

Bactérias acido-laticas (BAL) sdo um grupo
amplo e heterogéneo de micro-organismos Gram-
-positivos, acido-tolerantes, na forma de cocos ou
bastdes nao esporulantes, anaerdbios facultativos
ou microaerofilos e geralmente reconhecidos como
seguros, do inglés “Generrally Recognize as Safe” —
GRAS (Chavez et al., 2024).

Durante o seu crescimento, as BAL promovem a
acidificacdo do meio pela producéo de acidos orga-
nicos, controlando o desenvolvimento de bactérias
indesejaveis e, consequentemente, atuando na con-
servacgao do alimento. A acidificagdo também pode
promover uma mudanga da estrutura e do aroma
do alimento, mostrando a importancia das BAL no
desenvolvimento de suas caracteristicas sensoriais,
como, por exemplo, no caso da fermentacao do leite
para a produgao de iogurte ou queijo. Quando as
BAL sao adicionadas a uma matriz alimentar para
promover a sua acidificacao, elas sdo chamadas de
culturas “starter” ou iniciadoras.

Mas a importancia das BAL vai além de seu
potencial acidificante. Elas também s&o produtoras
de enzimas, de exopolissacarideos e de substancias
bioprotetoras, como as bacteriocinas. Outras BAL,
ainda, podem integrar o rol de micro-organismos
probidticos.

Probidticos sdo micro-organismos que, quando
administrados em quantidades adequadas, confe-
rem um beneficio a saude do hospedeiro (Hill et al.,
2014). Para um micro-organismo ser considerado
probidtico, ele tem que necessariamente possuir as
seguintes caracteristicas: identificacdo comprovada
de género, espécie, subespécie e cepa; estudos e
documentos que comprovem que O micro-organis-
mo é seguro para o uso pretendido e consumo; per-
manecer vivo desde o momento em que € inoculado
no alimento até o momento do consumo; e ter pelo
menos um estudo clinico que comprove a eficacia
do beneficio do micro-organismo a saude (Anvisa,
2021)

Muitas culturas probidticas estdo disponiveis co-
mercialmente e podem ser aplicadas em matrizes
alimentares com o objetivo de desenvolver alimen-
tos com propriedades funcionais (Campos et al.,
2022; Goktas et al., 2022).

Embora o leite e seus derivados sejam o veiculo
mais comum para entregar probioéticos para o con-
sumo, atualmente existe uma demanda por matrizes
nao laticas que possam atender as necessidades da
populacao que nao pode ou ndo deseja alimentar-se
de produtos lacteos (Bruno et al., 2020; Alexandre,
2023; Aires, 2024).

O presente trabalho tem como objetivo apre-
sentar uma metodologia baseada no congelamento
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para preparar culturas de BAL probiéticas, de forma
que elas possam ser diretamente inoculadas em di-
versas matrizes alimentares e, consequentemente,
empregadas no desenvolvimento de novos alimen-
tos com potencial probiético.

Cultivo da cultura de BAL para
aplicagao em matriz alimentar

A partir de uma cultura pura de BAL, transferir
uma algada, uma colbénia ou uma aliquota (0,2 mL)
para 10 mL de caldo Man, Rogosa e Sharp
(MRS) (Figura 1) para ativar as bactérias. Se o
micro-organismo probiodtico pertencer ao género
Bifidobacterium, adicionar cisteina ao caldo MRS
para uma concentracéo final de 0,1% de cisteina.
Incubar a 37 °C por 24 horas. Vale salientar que,
quando bactérias do género Bifidobacterium sao
cultivadas, é necessario diminuir o potencial redox
do meio de cultivo, o que é obtido com adigédo de
cisteina, uma vez que ela é um agente redutor de
baixa toxicidade (Fukushima et al., 2003).

Figura 1. Col6nia isolada em agar da cultura-mae que
sera transferida para ativagdo em meio de cultura liquido.

Apbs o periodo de 24 horas, retirar uma aliquota
da cultura e inocular novamente em 10 mL de caldo
MRS, ou de caldo MRS + cisteina 0,1%, de acordo
com o género da BAL, e incubar a 37 °C por 16
horas, dando continuidade ao processo de ativagao
das bactérias.

Decorrido o tempo de incubacgéo, retirar uma ali-
quota de 0,1 mL da cultura e transferir para 400 mL
de caldo MRS, ou de caldo MRS + cisteina 0,1%, e
incubar a 37 °C por 16 horas (Figura 2).
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Figura 2. Inoculagéo da cultura ativada para aumento das
células bacterianas.

Em seguida, todo o volume da cultura deve ser
centrifugado assepticamente (12.395 g, 15 min,
5 °C) (Figura 3). Descartar o sobrenadante e res-
suspender a massa bacteriana em tampao fosfato
salino 1 M, pH 7,0. Entdo, lavar as células duas
vezes nessa mesma solugdo-tampéo (12.395 g,
15 min, 5 °C).

Figura 3. Centrifugacao das bactérias laticas probidticas.
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Apos a segunda lavagem, ressuspender a massa
celular em 20 mL de uma solugédo de maltodextrina
10% e lactose 10% (Figura 4). Por fim, distribuir
aliqguotas de 1 mL em microtubos estéreis tipo
eppendorf de 1,5 ou 2 mL de capacidade e congelar
a -20 °C até o momento do uso (Figura 5).
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Figura 4. Ressuspenséo do micro-organismo em solugéo
de maltodextrina e lactose.

Figura 5. Congelamento dos microtubos contendo as
células bacterianas.

Reservar um microtubo para fazer a contagem
de células viaveis. A determinacdo do numero
de células viaveis em MRS (Figura 6) no final do
processo é fundamental para que, no momento
da inoculagdo da cultura probiética na matriz do
alimento, seja possivel estimar a quantidade total de
células por mililitro ou grama inoculada no produto.

Figura 6. Contagem das bactérias para determinagéo da
concentragao celular.

Consideragoes finais

Atécnica descrita anteriormente tem sido utiliza-
da para cultivar culturas comerciais probidticas, en-
tre as quais Bifidobacterium animalis, Lactobacillus
acidophilus e Lactobacillus plantarum. Os estoques
de trabalho das culturas sdo obtidos em um tempo
relativamente curto e sdo mantidos congelados até
o momento do uso. Como a concentragao de células
viaveis do estoque é conhecida, é possivel estimar
a quantidade final de micro-organismos do produto
que sera elaborado. As células podem ser aplicadas
diretamente na matriz alimentar, possibilitando o de-
senvolvimento de bebidas e alimentos probidticos
ou simbidticos.
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