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EFEITO DE PROTETORES E TRATAMENTOS DE ESTRESSE NA
SOBREVIVENCIA DE LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP LACTIS AO
CONGELAMENTO

Effect of protective and stress treatment on survival of Lactococcus lactis subsp.
lactis to freezing
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RESUMO

O efeito de substancias crioprotetoras e de tratamentos subletais de estresse foi avaliado
no aumento da tolerancia ao congelamento em Lactococcus lactis subsp lactis PD 6.9. Todas as
substancias crioprotetoras avaliadas aumentaram a sobrevivéncia de L. lactis subsp lactis PD 6.9
a estocagem de 15 dias a - 20 °C. Entretanto, o leite desnatado reconstituido a 10 % foi o que
conferiu maior prote¢do. Quanto a exposi¢do da suspensdo de células a tratamentos subletais de
estresse, a exposicdo a 10 °C por 4 horas foi capaz de manter a sobrevivéncia de L. lactis subsp
lactis PD 6.9 estavel durante 70 dias de estocagem a - 20 °C. O tratamento a 40 °C por 30 minutos
conferiu prote¢do durante 70 dias de estocagem a - 20 °C quando comparado com a suspensdo de
células que ndo recebeu nenhum tratamento antes do congelamento. A aplicacdo desses tratamentos
¢ importante para assegurar a viabilidade de L. lactis subsp lactis PD 6.9 no decorrer do periodo
de estocagem, e também de assegurar a qualidade sensorial e microbioldgica de alimentos obtidos
por processos de fermentagao.

Palavras-chave: bactéria do acido lactico; substancias crioprotetoras; estresse subletal;
Lactococcus lactis subsp lactis PD 6.9.

ABSTRACT

The effect of cryoprotectant substances and sublethal stress treatment was measured in
increased tolerance to freezing in the Lactococcus lactis subsp lactis PD 6.9. All cryoprotectant
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substances evaluated increased survival of L. lactis subsp lactis PD 6.9 during storage at - 20 °C
to 15 days. However, the reconstituted skim milk at 10 % given more protection. The exposure of
cell suspension to 10 °C for 4 hours was able to maintain the survival of L. lactis subsp lactis PD
6.9 stable for 70 days of storage at - 20 °C compared with the suspension of cells that received no
treatment before freezing. The application of these treatments is important to ensure the viability of
L. lactis subsp lactis PD 6.9 during the storage and also to ensure the microbiological and sensory

quality of food obtained by fermentation processes.

Keywords: acid lactic bacteria; cryoprotectant substances; sublethal stress; Lactococcus

lactis subsp lactis PD 6.9.

1 INTRODUCAO

Lactococcus lactis ¢ uma bactéria do acido
lactico, Gram positiva, catalase negativa, com baixo
contetdo G+C em seu genoma, sendo de grande
importancia como cultura starter na produgdo de
alimentos fermentados (TEUBER; GEIS 2006).
A estirpe Lactococcus lactis subsp lactis PD 6.9
foi isolada de salame tipo italiano produzido
artesanalmente (MACIEL, 1998), sendo caracterizada
como homofermentativa, catalase negativa, Gram-
positiva, com temperatura de crescimento entre
15 °C e 37 °C. Para a sua aplicacdo como cultura
starter para producdo de alimentos fermentados ¢
interessante avaliar pré-tratamentos que possam
ser aplicados a cultura antes da liofilizagdo ou
congelamento para manter a sua estabilidade durante
a estocagem.

No Brasil, as culturas lacticas utilizadas na
produgdo de queijos e iogurtes sdo fornecidas as
industrias de laticinios na forma liofilizada. Embora
este processo seja utilizado para conservagdo da
viabilidade, os danos causados as células sdo mais
acentuados que no congelamento rapido (MENG
et al., 2008). Para aumentar a sobrevivéncia das
bactérias do acido lactico durante a liofilizacdo
ou congelamento, alguns tratamentos podem ser
adotados, entre eles, a utilizagdo de substancias
crioprotetoras e a aplicagdo de tratamentos de
estresses subletais (CARMO, 2006).

As substancias crioprotetoras sdo empregadas
para diminuir os danos ocasionados as células durante
o congelamento ou liofilizagdo (PYAR; PEH, 2011).
A aplicagdo de tratamentos subletais de estresse as
células, como por exemplo, o choque térmico, tem
demonstrado ocasionar alteragdes na composicao
de acidos graxos da membrana citoplasmatica e na
inducdo de algumas proteinas de estresse. Essas
alteragdes na célula estdo associadas ao aumento da
tolerancia ao congelamento e liofilizagao (ZHANG et
al., 2012). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito de substancias crioprotetoras e a aplicagdo
de tratamentos subletais de estresse (temperatura
acima e abaixo da temperatura 6tima de crescimento)
na sobrevivéncia de L. lactis subsp lactis PD 6.9 ao
processo de congelamento e estocagem.

2 MATERIAL E METODOS
Micro-organismo

A cultura estoque de L. lactis subsp. lactis PD
6.9 foi obtida apds o crescimento em meio D-MRS
(HAMMES et al., 1992) a 30 °C por 12 horas. O
concentrado de células obtido foi adicionado de glicerol
20 % (v/v) e em seguida congelado em nitrogénio
liquido e estocado a — 80 °C. Todos os experimentos
foram realizados a partir desta cultura estoque.

Producio do concentrado de células

L. lactis subsp lactis PD 6.9 foi cultivado em 60
mL de caldo D-MRS, e incubada a 30 °C por 12 horas.
A suspensdo de células foi coletada no inicio da fase
estacionaria, determinada pela curva de crescimento e
também por plaqueamento em agar D-MRS, e em seguida
a cultura foi padronizada para 10° Unidades Formadoras
de Colonia (UFC.mL™"). A cultura foi coletada por
centrifugagdo a 10.000 gpor 10 minutos a 4 °C (Centrifuga
Sorvall Instruments Dupont RC5C) e o sedimento obtido
foi ressuspendido em 20 mL de caldo D-MRS.

Substancias crioprotetoras

As suspensdes de células foram divididas em
20 aliquotas de 150 pL e diluidas com 150 uL dos
seguintes crioprotetores nas respectivas concentragdes
finais: sacarose 32 % (p/v) (Merck®), glutamato
monossddico (GMS) (Merck®) a 10 % (p/v) e leite
desnatado reconstituido (LDR) (Nestlé®) a 10 %
(p/v). A agua destilada foi utilizada como controle
do experimento para avaliar o efeito protetor de cada
solugdo. As misturas foram congeladas em nitrogénio
liquido por 1 minuto, e logo em seguida estocadas em
freezer horizontal a — 20 °C por 15 dias.

Adaptacio ao choque térmico

Aliquotas de 300 pL da suspensdo de células
foram expostas ao tratamento de resfriamento a
temperatura de 10 °C por 4 horas (LEE, 2004) ¢ ao
tratamento de aquecimento a temperatura de 40 °C
por 30 minutos (MONTEIRO, 1999) em seguida
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congelados em nitrogénio liquido por 1 minuto e
estocadas a =20 °C. O controle foi imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e estocado a —20 °C.

Determinagio da sobrevivéncia

O numero de células viaveis de L. lactis subsp
lactis PD 6.9 na presenga de substancias crioprotetoras
foi determinado apds 15 dias de estocagem a — 20 °C.
Ja com as células adaptadas a temperatura de 10 °C
e 40 °C o numero de células viaveis foi determinado
no decorrer de 70 dias de estocagem a — 20 °C. O
plaqueamento em microgotas em agar D-MRS foi
utilizado para determinar o nimero de células viaveis
apos 24 horas de incubagdo a 30 °C (MORTON, 2001).

Analise estatistica

O delineamento adotado para a condugéo
do experimento, realizado em dias diferentes, foi o
inteiramente casualizado (DIC), realizado com trés
repetigdes, em duplicata, para cada tratamento. Os
dados da sobrevivéncia de L. lactis subsp lactis PD
6.9 ao congelamento na presenga de substancias
crioprotetoras foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA), e o teste Tukey a 5 % de significancia foi
aplicado. Quanto ao efeito do tempo de estocagem
sobre a sobrevivéncia de L. lactis subsp lactis PD 6.9
exposto a temperatura de 10 °C e 40 °C foi utilizada
a analise de regressdo para os fatores quantitativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito de substancias crioprotetoras na
sobrevivéncia de L. lactis subsp lactis PD 6.9 ao
congelamento foi avaliado (Figura 1).

A viabilidade de L. lactis subsp lactis se
manteve estavel apos 15 dias de estocagem a — 20
°C somente na presenca de LDR 10 %, enquanto
perda de viabilidade de L. lactis subsp lactis PD 6.9,
nesse mesmo periodo, foi afetada significativamente
(p > 0,05) de acordo com o teste Tukey nos demais
tratamentos. A perda de viabilidade durante a
estocagem de bactérias do acido lactico submetidas
ao congelamento ou liofilizagao tem sido observada
(STRASSER et al., 2009; COULIBALY et al.,
2010). Essa maior protecao alcangada com o uso de
LDR 10 % pode ser devido a atuagdo dos diferentes
componentes do leite na estrutura da célula. Uma alta
taxa de sobrevivéncia de Lactobacillus rhamnosus
GG ao congelamento ¢ observada quando LDR 20
% ¢ utilizado como crioprotetor (VOLKERT et al.,
2008). Embora a sacarose e o glutamato monossodico
nao conferiram a mesma protecdo que o LDR 10 %,
essa reducdo de aproximadamente 1 ciclo logaritmico
observada com 15 dias pode ser considerada pequena,
ja que na auséncia de substancia crioprotetora essa
redugdo alcangou uma reducao de 2 ciclos logaritmicos.
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Figura 1 — Efeito de substancias crioprotetoras na
sobrevivéncia de Lactococcus lactis
subsp lactis PD 6.9 apos 15 dias de
estocagem a — 20 °C.

O efeito da adaptagdo a 10 °C e a 40 °C foi
avaliado na sobrevivéncia de L. lactis subsp lactis PD
6.9 ao congelamento (Figura 2).

Sobrevivéncia (%)

86

Estocagem (dias)

Figura 2 — Sobrevivénciade L. lactis subsp lactis PD
6.9 exposto a temperatura de 10 °C por 4
horas (©), a 40 °C por 30 minutos (V¥ )e
sem tratamento (@) durante a estocagem
de 70 dias a — 20 °C.

A estabilidade da viabilidade durante a esto-
cagem somente foi alcangado com as células que foram
adaptadas a temperatura de 10 °C por 4 horas antes
do congelamento. A inducdo de proteinas do choque
frio (CSPs) ¢ fortemente induzida em L. lactis em
resposta a um rapido decréscimo de temperatura, e
essa alteragdo fisiologica na célula tem demonstrado
ser responsavel pelo aumento de tolerdncia ao
congelamento (WOUTERS et al., 2001;YINQHUA
et al., 2008). Além dessa alteracdo na célula, a
composi¢ao de acidos graxos da membrana também
¢ alterada, aumentando a propor¢do de acidos graxos
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insaturados que conferem maior fluidez a membrana
citoplasmatica (BROADBENT; LIN, 1999). Apesar da
adaptacao a 40 °C aplicada antes do congelamento nao
tenha permitido a manutencao da estabilidade durante a
estocagem, esse tratamento demonstrou conferir maior
protecao a célula do que quando a suspensao de células
nao recebe nenhum tipo de tratamento. A exposicio
de Lactococcus lactis a temperatura acima da otima
tem demonstrado conferir protecdo ao processo de
liofilizagdo (ZIADI et al., 2005).

4 CONCLUSOES

A utilizagdo de substancias crioprotetoras e a
aplicac@o de tratamentos subletais de estresse foram
capazes de conferir protegao a suspensao de células de
L. lactis subsp lactis PD 6.9 ao congelamento e durante
a estocagem. A escolha dos tratamentos aplicados a
cultura starter antes do congelamento ou liofilizacao
¢ importante para assegurar a viabilidade no decorrer
do periodo de estocagem, e também de assegurar a
qualidade sensorial e microbiolégica de alimentos
obtidos por processos de fermentagao
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