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RESUMO

FURTADO, Waléria Cristina de Arruda, Nb., Universidade Federal de Vigosa,
novembro de 200Efeito de Choques Térmico e Acido na Resisténcia de
Lactobacillus UFV H2b20 em Leite em PoOrientadora: Célia Alencar de
Moraes. Conselheiros: Frederico sdo Vieira Passos e Paulo César
Stringheta.

Os efeitos do choque térmico,°@0por 30min, e do choque acido, em
pH3,5 por 2h e 30min a &Z, na sobrevivéncia deactobacillus UFV H2b20 a
desidratacdo em “say dryer” a 188C e na resisténcia a condicdes ambientais
foi estudado. Em relacdo ao controle, emitée contendo 10% EST apés o
processamento do leite em pd, observogigetanto o choqugrmico quanto o
choque acido conferiram as células maiteréincia ao processo de desidratacéo
testado, sendo a diferenca na sobrevigdei quase 2 ciclos logaritmicos. Fica
demonstrado o efeito @ietor do choque térmico e do choque acido ao
tratamento a 6%&, por 20min, em que o controle, cerca déUR/mI, ndo
logrou sobrevivéncia, guanto as células pré-tratadas sofreram reducdo de
apenas 2 ciclos logaritmicogD mesmo efeito protetor ao tratamento em pH2,5
por 2h e 30min foi observado. No @atento em 0,8mg/ml de lisozima por
60min néo foi verificado efeito protetou deletério desses pré-tratamentos. No
tratamento com 1% de sais biliares, fresi-se maior sobrevivéncia do controle

guando comparado com as@stras pré-tratadas. Houve sobrevivéncia de 10%



das células do controle e 1% das célypeé-tratadas, nos primeiros 30min de
exposicao. Nas células submetidas ao ohoacido, houve efeito deletério nos
primeiros 30min e efeito protetor nosntkEs periodos demonstrando seu efeito
protetor na manutencao amimero de células sobreviventes a esse tratamento.
Observou-se melhor efeito do tramo com acido, quao comparado ao

choque térmico.
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ABSTRACT

FURTADO, Waléria Cristina de Arruda, Nb., Universidade Federal de Vigosa,
November 2001Effect of heat and acid shocks orn.actobacillus UFV
H2b20 in spray dryed milk.. Adviser: Célia Alencar de Moraes. Committee
Members: Frederico José VielPassos and Paulo César Stringheta.

The objectives of this wk were to determine theffect of heat shock, G
for 30min, and of acid shockH3.5 for 2hr and 30min at 32, on the survival
of Lactobacillus UFV H2b20 to milk spray drying and its resistance to stress
conditions thereafter. Both heat and askibcks increased the cell tolerance to
the dehydration process, since the hedtauid treated cellgresented a number
of survivors two log cycles greater thamtlof the control, i. e. the non-shocked
cells. Both pre-treatments, heat and aawhferred resistance teeat treatment at
65°C for 20min, yeldig a number of survivors d¢ast two log cycles greater
than that of the control. The same puaiilve effect was obsexd when heat and
acid pre-treated cells were subject to2@for 2h and 30mi. No effect was
detected on the resistante lisozyme. Expsure to 1% bile salts for 30min
resulted in the suirval of 10% of the control celland of only 1% of the heat or
acid pre-treated cells. However, a protective effect of the acid shock was

observed after 30min of exposure to lgldts. The control and the heat shocked

Xii



cells continued to die and the acid preated cells survived for longer periods of

time. As a pre-treatment, acid wasmneffeective than heat shock.

Xiii



1. INTRODUCAO

A estirpe delactobacillus UFV H2b20, de origenmumana, foi isolada de
fezes de crianca recém-nascida e alimentada exclusivamente ao seio com até 3
dias de idade e foi definida conprobidtica por suas caracteristicas de
resisténcia as condi¢cbes ambientais guevalecem no trato gastrointestinal
como lisozima, concentracdes elevadassdis biliares, pHsemelhante ao do
suco gastrico e presenca de antibas de administracdo oral. Essas
caracteristicas, assadias ao seu amplo especamtimicrobiano, sugerem que,
em condicbes anormais, como desdgio na microbiota intestinal, o
Lactobacillus UFV H2b20 também apresentadapacidade de se instalar no
organismo hospedeiro.

A resisténcia dolLactobacillus UFV H2b20 a condicdes de estresse
ambiental € importante na vida utilrna atividade dos pdutos probidticos.
Condi¢cbes ambientais adversas, combaxo pH do estongop, precisam ser
superadas por pelo menos parte das célulagadwbacillus presentes no
probiotico. Estudos demmstram adaptacdo deactobacillus a condicbes de
estresse e também tolerancia cruzaddeaetites fatores de estresse. Verificou-
se que o choque térmico, “@30min, sobre a estirpe dectobacillus UFV
H2b20 confere resisténcia a tratamosn térmicos e aumenta a faixa de

temperatura para o seu crescimento. Pedeonstatar também que as células, na



ordem de 18ml, foram incapazes de resistio pH2,5 por 2,5horas, quando nao
submetidas a uma pré-adaptacdo. O pré-tratamento’@ t®na-as mais
tolerantes a essas condi¢gOes experimentais.

Lactobacillus UFV H2b20, quando adicionado ao leite evaporado para
posterior secagem, proporcionou atesigdo de um probidtico com boa
estabilidade o qual ndo necessita diigeracdo para sua manutencédo. No
entanto, nada se sabe sobre os efeitesdadicdes a que sdo expostas as células
durante o processamento, bem comoadsociacdo desses fatores de estresse
sobre a resisténcia dessa estirpe as ¢oasiambientais a que estardo sujeitas
na passagem pelo trato digestivo.

Considerando-se a necessidade de se conhecer o efeito do estresse
ambiental e das condi¢bes de processamsobre a viabilidade e resisténcia do
Lactobacillus UFV H2b20, o presente trabalho &ratdo estudo da desidratacao
de células dessa estirpe em leite pastadd e evaporado e do efeito do choque
térmico e do choque acido sobre sua toleea a acido cloridrico, sais biliares,
lisozima e temperatura alta por meio @stes “in vitro” em leite em pé
ressuspendido a 10% extrato seco [tQEST) contendo células viaveis de
Lactobacillus UFV H2b20 .



2. REVISAO DE LITERATURA

Para que um microrganismo sejansiderado probiotico ele deve ser
habitante normal do trato intesin do hospedeiro, ndo apresentar
patogenicidade, exibir resisténcia aog@ssamentos tecnoldgicos, apresentar
resisténcia as barreiras natis do organismo, como sugastrico e sais biliares,
apresentar capacidade de aderéncia adaegptelial, persistir no trato intestinal
por um periodo de tempdeterminado, produzir substancias antimicrobianas,
estimular o sistema de resposta imunoldglo hospedeiro e ter habilidade para
influenciar o metabolismo com a degagdo de glicidios, assimilacdo de
colesterol e producéo de vitamas (DUNNE, 1999SAARELA, 2000).

Bactérias do génerbactobacillus sdo Gram positivas, catalase negativas,
ndo formadoras de esporos e produz&eido lactico como maior ou Unico
produto a partir da fermentacdo de glicose (BALOWS, 1992). Aguelas
conhecidas por trazerem beneficios @deahumana e animal sdo denominadas
probidticos (SANDERS, 1999). Estdo ampéante distribuidas na natureza e séo
de grande importadncia para a ind@sttie alimentos e para a medicina. Nos
alimentos, sdo utilizadas com divergm®pdsitos, como o de preserva-los e
melhorar suas caracteristicas sensr{&ONINGS, 2000).A prevencdo de

infeccbes intestinais por meio daontrole da microbiota, o0 efeito



anticarcinogénico, o controldo nivel de colesterol sérico e a degradacdo de
lactose sdo algumas das vantagenditizagao dessas bactérias (JAY, 1992).

E necesséaria uma ingestéo diaria minima dea100° células viaveis do
microrganismo para que ele possa eegerefeito probidtico no organismo
(CANGANELLA, 1997; SANDERS, 1999).

A estirpe dd_actobacillus UFV H2b20, de origerhumana, foi isolada por
SANTOS (1984). A autora obteve 375 mbs, oito deles identificados corno
acidophilus. ApO6s a realizacdo de estudaslacionados as propriedades
antagonicas e de resisténcia as condigfestinais, foi constatado que duas
linhagens de origem humana e trés dgeon bovina poderiam sobreviver e se
fixarem no trato intestinal humano leovino. Dentre @s a linhagem de
Lactobacillus UFV H2b20 apresentou caracterigi@que tornariam possivel sua
utilizacdo como adjunto dietéticdlETANABARO (1999) em seu estudo com
Lactobacillus UFV H2b20 observou o setDNA 16S apresentava maior
identidade de sequUéncia de bases comlad®bacillus delbrueckii (nUmero de
acesso: dbj [AB007908] e identidade entre essas duas sequéncias € de 99%
(1.507/1.516, relacdo do numete nucleotideos em acordo eritaetobacillus
UFV H2b20 elL. delbrueckii). Com base nessa observacdo, essa estirpe sera
denominada dkactobacillus UFV H2b20 neste trabalho.

AGOSTINHO (1988), ao estudar o comportamentd_aetobacillus UFV
H2b20 “in vitro” em condi¢cdes semelhantes agsmto gastrointestinal humano,
constatou sua resisténcia a lisozima de clara de ovo, em concentracbes
semelhantes as da lisozima do leftemano, da saliva e do leite bovino.
Observou também sobre@ncia a concentracfes edelas de sais biliares e
resisténcia a pH semelhante ao do suatrigd. Tudo isso sugere sobrevivéncia
a passagem pelo trato gastrointedtinEm condicdes normais do trato
gastrointestinal,Lactobacillus UFV H2b20 provavelm@e sobreviveria. Foi
estudado ainda o comportamento dessaéia em presenca de antibidticos de
administracdo oral como, Acido Niixico, Colistina, Neomicina,
Nitrofurantoina, Rifampicia, Sulfanamida e Sulfazotrim, observando-se que o

microrganismo sobrevive e pode se multiplicar nessas condicdes. Essa



caracteristica, associada aeu amplo espectro amicrobiano observado por
RIBEIRO, (1995), sugerem guan condicdes anormaisomo desequilibrio na
flora intestinal, dLactobacillus UFV H2b20 também apresentaria capacidade de
se instalar.

Um determinante essencial na setedé&@ um microrganismo probiotico € a
sua habilidade para alcancifluenciar, sobreviver e pgstir no ambiente onde
se pretende que ele tenha atividade (CHARTERIS et al., 1998; YUKI et al.,
1999). Para tanto, as células necessitaegahviaveis ao trato intestinal onde
exercem sua atividade pidbica (MONTEIRO, 1999).

CHARTERIS et al., (1998) desenvoiaen uma metodologia “in vitro” na
tentativa de simular a tolerdncia deactérias ao transito na porcao
gastrointestinalin vivo”. Essa metodologia foi utilizada para triagem de uma
colecdo de bactérias lacticas e bifidobaatecapazes de apresentar toleréncia ao
transito intestinal. Os isolados utildas na metodologia proposta ja haviam sido
testados com relacado a efeitos de peristadtie de sais de bile, e foi constatada
resisténcia aos mesmos. Quase todss isolados examinados perderam
completamente a viabilidade dmte a simulacdo do transgéstrico, no entanto,
Lactobacillus fermentum KDL exibiu um aprecidvehivel de sobrevivéncia, em
torno de 30% da contagem inicial, e ¢onsiderado intrinsecamte tolerante ao
transito gastrico. Constatou-se ainda duetobacillus rhamnosus GG exibe
tolerancia limitada ao transito gastsi com menos que 0,1% de células
sobreviventes apos exposicdo por 1,5hora.

As células estdo frequentemente estps a variacdes das condicbes do
ambiente, e a sua capacidade de lidan essas variacdes é que determina sua
sobrevivéncia. As agressfes a quecéhilas estdo expostas podem ser de
naturezas variadas, como alteracdo dausa temperatura, radiagao UV, alta
concentracdo de metais pesados, &Jcogksultados de infeccbes virais e
bacterianas, caréncia nutricional e mugenno pH. O notavel é que a exposicao
a esses agentes de estresse desencadp@sta similar etodos 0s organismos
estudados até o momento, conhecida coesposta ao estresse (WHITAKER e
BATT, 1991; BOUTIBONNES et al., 1993; MONTEIRO, 1999).



As células desenvolvemm numero de mecanismos para auxiliarem a sua
sobrevivéncia em um ambiente ahe Frequentemente um ambiente
inadequado ativa um conjuntle genes, cujos produtos protegem a célula dos
efeitos desse ambiente. Um desses mecasigma resposta ao choque térmico,
que é provocada pela exposicdo das células a altas temperaturas, entre a
temperatura 6tima e a maxima para crescimento.

A resposta ao choque térmico pmmm um aumento transitorio de um
grupo de proteinas requeridas para ooimesnto celular e para sobrevivéncia.
As proteinas do choque térmico funcionam coomaperones moleculares
( MADIGAN et al., 2000; NELSON« COX, 2000).

QuandoEscherichia coli cresce a 3, a sintese da subunidade da RNA
polimerasec®, produto derpoH, é direcionada pela subunidad® da RNA
polimerases®regula a expressdo dos gehgs Uma explicacéo é que, com o
aumento na temperatura, @ aumento na sintese @&’ bem como sua
liberacdo do complexaom outras proteinas, quetarnam inatwo. Seu nivel
aumentado torna-o mais competitivolgp&RNA polimerase, resultando numa
preferéncia desta enzima pelosi htp. Essa mudanca causa um acréscimo na
producdo das proteinas do choque térmRResposta semeinte a do choque
térmico pode ser dada também a outros estimulos do ambiente tais como etanol,
radiacdo Ultra Violeta, perad de hidrogémi entre outrofMIOAT & FOSTER,
1995).

Lactobacillus UFV H2b20 vem sendo utilizadea pesquisa de alimentos
probidticos. A resisténcia dessas céluasondicbes de estresse ambiental é
importante na vida Util e na atividaddos produtos. Condicbes ambientais
adversas, como o baixo pH do estbmamgecisam ser superadas por pelo menos
parte das células deactobacillus presentes no probidtic&xistem estudos que
demonstram adaptacéo a condi¢cdes dessdre também tolerancia cruzada entre
diferentes fatores de estreq84ONTEIRO, 1999). Estudos cotractobacillus
UFV H2b20 mostraram que o crescimentgsgebactéria em meio MRS, 1% de
glicose, ocorre entre 16 e 50C, com a faixa normal de temperatura déC1&
37°C (MONTEIRO, 1999). Em estudos de avaliacdo do efeito do choque térmico



nessa estirpe verificou-se que a esip@o das células por 30minutos &G0
promovia uma termotolerancia evidenaagelo nivel de abrevivéncia quando
submetidas a temperatura dé@5por 20 e 40minuto®pds 20minutos, houve
uma reducédo de 5,19 ciclos no contmleas células pré-tratadas, houve reducao
de 3,98 ciclos, o que significa sobredmecia em 1,21 ciclo logaritmico em
relacdo ao controle. No tratamento a°@5por 40minutos, 0 mesmo
comportamento foi observado (MONTEIRM999). Além disso, as células pré-
tratadas a S apresentavam crescimento @@&5ainda que com velocidade
baixa, o que néo foi observado no colg. Com base nesses dados, MONTEIRO
(1999) concluiu que o choque térmicaontefeito sobre as células, conferindo-
lhes tanto resisténcia a tratamentasntéos quanto aumentando sua faixa de
temperatura para crescimento.

MONTEIRO (1999) estudou o efeito dhoque térmico sobre a resisténcia
de Lactobacillus UFV H2b20 a acido cloridricopnde pode constatar que as
células, cerca de 1nl, foram incapazes de resistio pH2,5 por 2,5horas, em
caldo MRS 2% de glicose, sem uma-adaptacdo. O pré-tratamento &G0
torna-as mais tolerantes asas condigcbfes experimentaisyessaltando a
importancia de que se dé atencdo sses aspectos na determinacdo dos
parametros tecnolégicos geoducédo das ceélulas.

A utilizacdo de bactérias em produtidsteos faz-se, principalmente, por
meio de culturas congeladas ou liofilizadas. As cafiupreparadas por essas
técnicas apresentam um elevado nundeocélulas sobreviventes, entretanto,
implicam em um custo elevado quancomparadas a culturas preparadas por
outros métodos convencionais como desidratacdo a vacuo (PRAJAPATI
1987). Consideracbes econbmicas témmagtido a procura de outros métodos
para preservacéo dessalfumas (FIGUEIREDO, 1997).

Segundo AGOSTINHO (1988), a libtacdo em leite desnatado
reconstituido a 20% ESD com 1% de tiouréia pode ser utilizada para a
preservacdo de culturas deactobacillus UFV H2b20, por manter boa
estabilidade durante 210 dias de estoeagpresentando bons resultados quanto

a viabilidade das células e a atividatke producéo de acido lactico.



A desidratacdo em “spray dryerpromove a reducdo de umidade de um
produto liquido para a formacdo den produto solidoa ser utilizado na
formulacdo de muitos prodwoalimenticios manufaturados, além de reduzir
custos com transporte e estocagem. @des“spray dryer” € uma das técnicas
mais utilizadas para a desidratacde leite e produtos lacteos (HALL e
HEDRICK, 1971).

As operacfes essenciais em equipamento “sprayryer” séo: circulacéo,
filtracdo e aquecimento de ar; atomizagdaquecimento dproduto; mistura do
ar quente com produto atomizado pammoedo da sua umidade; separacédo de
particulas grandes do ar e separacdpadiéculas pequenas que se depositam em
sistemas de coletadores (HALL e HEDRICK, 1971).

Antes da desidratacdo em “sprdyyer”’, o produto € condensado em
sistema de tachos abertos ou é ewagbmra vacuo. Diferentes métodos de
atomizacdo sao utilizados, entretanto, asnec@amum nas industrias de leite nos
Estados Unidos € o bombeamto do produto sob alfaressdo. A atomizacéo
leva a formacao de particulas pequeaaniformes, geralmente com 50 airh0
de didmetro, aumentando a area supeific que facilita a trca de calor. Dessa
forma, a desidratacdo torna-se maifficiente e o produto € mantido sob
temperatura elevada por periodo w@enpo menor. Depois da atomizacdo o
produto liquido é misturado com o @umente e tem sua umidade reduzida até
formacdo de um pduto em po que é parado do ar quente, coletado e
empacotado (HALL e HEDRICK, 1971).

FIGUEIREDO (1997) estudou o efeito goocesso de secagem em “spray
dryer” na viabilidade delactobacillus UFV H2b20. Antesdo processo de
secagem, o leite concentrado apnémea uma populd@p de 2,7 x WFC/ml e
1,6 x 13°UFC/ml da bactéria. No final dprocesso de secagem o produto
apresentava uma populacéo de 2,1 WEC/g e 4,1 x TWFC/g quando as
temperaturas de secagem foram°216 230C, respectivamente. O leite seco a
230°C apresentou velocidade de modas células, durante o periodo de
estocagem, bem maior gaedo leite seco a 2i6. Possivelmente, essa menor

temperatura (2T&) implica em menores danos sofridos pelas células que



sobrevivem a secagem, 0 que causa mé&o@ de inativacdo por ocasido da
estocagem.

O proposito da utilizagdo dispray dryer” € a obteyio de unproduto de
boa qualidade com teor reduzido denidade. Durante a desidratacéo
substancias termolabeis e microrganisipodem ser inativados. A extensao da
inativacdo de enzimas ediérias durante a desidigfio é dependente da sua
termolabilidade, da combinacéo de pare temperatura utilizados no processo e
do teor de solidos totais (EST) da mist submetida a desidratacdo ( DAEMEN
e STEGE, 1982).

O processo de secagem por atomizag@ore em um tempo muito curto. A
temperatura do ar de entradsitua-se normalmente entre 280e 215C, no
entanto, em virtude da evapcéo da dgua do alimento, a temperatura na camara
de secagem situa-se em torno déC9semelhante a do ar de saida; quando a
secagem é feita em um sdéego, esse valor é 20 ou®8Dacima da temperatura
do produto (Knipschildt 198@&jtado por FIGUEIREDO, 1997)

Foi investigado o efeito da tempéura utilizada durante a secagem em
“spray dryer” sobre a viabilale das células e constatou-se que a temperatura de
entrada, ou inicial, exerce pouco efeibbi® a inativacdo dalulas, entretanto,

a temperatura de saida do produto exence consideravel efeito sobre essa
inativacdo. Quanto mais ekda a temperatura de sagtaproduto maior o grau
de inativacdo celular (LABUZA et d970; LABUZA et al,1972; DAEMEN et
al.,1983; DAEMEN, 1984).

BRENNAN et al, (1986) demonstraram que apds serem submetidos ao
processo de secagem poffilivacdo e secagem a vacuo 0s microrganismos sao
danificados, provavelmente, na paredelleg) o que os torna sensiveis a oxigal
e a lisozima. Por meio de analise amcroscopia eletrbnica, os autores
observaram uma parcial perda de material da membrana e da parede celular.
Segundo TEIXEIRA et a(1996) o efeito da desidratacdo sobre as células se
reflete na porcao lipidica da membrattagasmatica, onde ha uma variagdo na
relacdo de lipideos saturados e insaturaddgcando um efeito de transformacéao

ou oxidacdo na estrutura desses compostos.



3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvidm duas etapas: o processamento do
leite foi realizado no Laboratérimle Secagem e Pigmentos Naturais do
Departamento de Tecnologia de AlimentlasUniversidade Federal de Vigosa e
os testes microbioldgicos foram realilos no Laboratdri de Microbiologia
Industrial do Departamém de Microbiologia, loalizado no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a AgropecuaraBIOAGRO, da Universidade Federal
de Vicosa.

3.1. Microrganismo

Foi utilizada a bactériasolada e caracterizada por SANTOS (1984)
identificada comd.actobacillus UFV H2b20. As cultura foram congeladas em
nitrogénio liquido e mantidas a “80em caldo MRS (DE MAN et al., 1960)
contendo 20% de glicerol. Em todas experimentos, as culturas foram
previamente ativadas em leite ep® desnatado reconstituido a 10% e
esterilizado. Apds coagulacao, entre 8 e 12horas de incubacéo, as culturas foram

repicadas em caldo MRS e incubadas por aproximadamente 12hof&s a 37
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3.2. Padronizagé&o da cultura

Em cada experimento, a cultura congel&al reativada em leite desnatado,
desidratado e reconstituido a 10% apo6s aproximadamente 12horas de
incubacdo, transferida para caldo MR®teado 2% de glimse. Apdés 12horas
de cultivo, as células foram coletadas por centrifugacdo a 4500rpm em rotor
GSA10, a4°C, por 12minutos, em centrifugdorvall RC5C. A massa celular
ressuspendida em caldo MRS foi padrada a uma densidade otica de
aproximadamente 0,6 em espectrofotdm&pectronic 20D, em comprimento de
onda de 630nm.

3.3. Obtencao de leite em pédicionado de células dd.actobacillus UFV
H2b20

Para cada experimento foram realizadas 3 repeticoes.

3.3.1. Controle

O leite em po6 adicionado de célula rdiibmetidas a pré-tratamentos foi
preparado da forma seguinte:

Aliguotas de 10ml da cultura padizada foram transferidas para
erlenmeyers contendo 1000ml dedoalMRS com 0,5% de glicose. Apos
aproximadamente 12horas de incubacdo %C32m banho com &agua sob
circulacdo, as células foram coletagas centrifugacdo eessuspendidas em
400ml de leite pasteurizado concentradm aproximadamente 40% de extrato
seco total EST, sendo essatuia submetida a desidratacao.

O numero de unidades foaatoras de colbnias doactobacillus UFV
H2b20 adicionado ao prottuantes do seu processamento foi determinado por
plaqueamento em superficie dgar MRS adicionado de @§/ml de Acido
Nalidixico. Foi feita tamém a contagem no leite pasteurizado, concentrado,

antes da inoculagao.
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3.3.2. Pré-tratamento a 58C por 30minutos

Aliquotas de 50ml, em duplicatas, da cultura padronizada foram
transferidas para erlenmeyers codt@nlO00ml de caldo MRS com 2% de
glicose. Apds aproximadamente 12horas de incubacaddQG 8 banho com
agua sob circulacdo, as células cagicem 2000 ml foram coletadas por
centrifugacdo e ressuspendidas em 3afentaldo MRS 0,5% de glicose 8’60
sendo incubadas em banho a mesmmpégatura, por 30minutos, segundo
MONTEIRO (1999). Transcorrido esg®riodo, as células foram novamente
centrifugadas e depois ressuspendidas em 400ml de leite pasteurizado
concentrado com 40% EST. Essa omatfoi submetida a desidratagao.

Foi feita a contagem de célulagiveis antes e apos a desidratacao.

3.3.3. Pré-tratamento em pH3,5 a 3T por 30minutos

Aliguotas de 50ml, em duplicatas, da cultura padronizada foram
transferidas para erlenmeyers codt@nl0O00ml de caldo MRS com 2% de
glicose. Ap6s aproximadamente 12horas de incubacdd@ 8ih banho com
agua sob circulacdo, as células cagicem 2000 ml foram coletadas por
centrifugacao, ressuspendidas em 300encaldo MRS 2% de glicose com pH
ajustado para 3,5 a %7 e incubadas em banho a mesma temperatura por
30minutos, segundo MONTEIRO (1999). Tsaarrido esse periodo, as células
foram novamente centrifugadas e depaessuspendidas em 400ml de leite
pasteurizado concentrado com 40% ESSsaEmistura submetida a desidratacéo.

Foi feita a contagem de célulagweis antes e apos a desidratacéo.

3.3.4. Desidratacéo

ApoOs ressuspensdo das células Laetobacillus UFV H2b20 em leite
concentrado, essa mistura foi submetdeguecimento, sob agitacdo, mantendo-
se a temperatura entre °@8 e 50C, durante o periodo de desidratacéo,

aproximadamente 80minutos, quando wigas de 30ml eram retiradas e
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submetidas a desidratacdo a8@m Mini Spray DryeB-191 com sistema de
aqguecimento elétrico.

Para o processo de secagem, fotditizadas as condi¢cbes especificadas
no manual BUCHI: aspiracate 75%, alimentacdo de 8517%, para o produto
concentrado e temperaturasiida do produto entre®@3e 99C.

Apés a desidratacdo, o leite gna adicionado de células dactobacillus
UFV H2b20 foi acondicionado em frascosw@ro esterilizado, protegido da luz

e mantido a temperatura ambiente.
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Figura 1 - Mini Spray Dryer B-191
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3.4. Contagem de Unidades Fmadoras de Colbnias (UFC)

Para a contagem das unidades formadoras de col6nihacthbacillus
UFV H2b20 as amostras riam diluidas ensolucéo salina 0,85% e 0,1ml foi
espalhado com auxilio de analca de Drigalsky, em placas contendo agar MRS
adicionado de 3m/ml de Acido Nalidixio, antibiético ao qual dactobacillus
UFV H2b20 apresenta resisténciAGOSTINHO, 1988). As placas foram
acondicionadas em dessecadores deovebtabelecendo-se um ambiente de
microaerofilia utilizando-se velas e incubadas ¥3¥m estufa por periodos de
36 a 40horas quando as unidades formaslde colonias foram contadas.
Os resultados dos tratamentos forastdiidos como reducéao decimal, RD,
definida como:
RD = Log N\,
N

Onde: N é o numero inicial de UFC/ml e N é o numero final de UFC/mI

3.5. Testes de Resistéracia Condicdes Ambientais

Todas a analises foram feitas erd6 e 24horas apés a desidratacéo.

3.5.1. Resisténcia a Calor

O leite em pé adicionado de células ldactobacillus UFV H2b20 foi
primeiramente reconstituidda 10% de EST em aguwestilada esterilizada, a
65°C, sob agitacdo e em condicGes assépticas.

Aliguotas de 5ml, em duplicataslo leite em po6 reconstituido foram
mantidas em banho a @ por 20 e 40minutos. Apdss tratamentos, foram
realizados plaqueamentos em supegficem duplicatas, para contagem de
unidades formadoras de coléniad.@etobacillus UFV H2b20.
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3.5.2. Resisténcia a pH

O leite em po6 adicionado de células ldactobacillus UFV H2b20 foi
primeiramente reconstituido a 10% de EST em &gua destilada esterilizada sob
agitacdo em condicdes assépticas.

Aliguotas de 10ml, em duplicatas, do leite em p6 reconstituido foram
acidificas até pH2,5 utilizando-se solucdo de HCld.:dolocadas em banho a
37°C, por 2,5horas. Apds o tratamerfioram feitas conta@ns de unidades
formadoras de colonias dectobacillus UFV H2b20 .

Aliguotas de 10ml, em duplicatak) leite em po reconstituido a 10% com
pH5,11-5,6, encontrado para o leien po obtido por esse processo, foram
colocadas em banho a °87 por 2,5horas. Apds tratamento foram feitas
contagens de unidades formadoras de colonialsad®bacillus UFV H2b20,

como descrito.

3.5.3. Resisténcia a lisozima

A lisozima de clara de ovo (mucsptideo N-acetil-moramoil-hidrolase
Sigma Grade, 50.000 Unit./mg) foi peepda na concentrag de 0,8mg/ml,
diluindo-se o reagente em p6 em ailiti-Q pH7,0 sob agitacdo. Essa solucéo
foi posteriormente filtradam filtro com poro de 0,46n, dividida em aliquotas
de 1ml que foram mantidasob congelamento a -Z0 Para sua utilizacéo, eram
colocadas a temperatura aeitie até descongelamento.

As amostras de leite em po recitngdas a 10% foram adicionadas a
solucdo de enzima na propéo de 1:1 e incubadas a°@5por 60minutos,
segundo AGOSTINHO (1988Apods o tratamento foram feitas contagens de
UFC/m.

3.5.4. Resisténcia a sais biliares

A solucdo de sais biliares (Oxoiddi preparada naconcentracdo de

0,02g/ml, diluindo-se o reagte em pd em 4gua désda estéril sob agitacao.
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Essa solucéo foi filtrada efiltro com poro de 0,45m e aliquotas de 5ml foram
acondicionadas em tubos estéreis quaniomantidos sob refrigeracdo de 4 a
10°C.

Aliguotas de 5ml, em duplicatas, tlite em p6 adicionado de células de
Lactobacillus UFV H2b20 reconstituido a 20%ram acrescidas de 5ml da
solucdo de 1% sais biliameContagens de UFC/mlrom feitas apés 30minutos,
1,2,3 e 24horas de contato 237
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito dos pré-tratanentos na sobrevivéncia delactobacillus UFV
H2b20 a desidratacéo a 18C em leite concentrado com 40% de EST.

A Figura 2 mostra o efeito protet exercido pelo choque térmico,
50°C/30min, e pelo choque acido, pH3,5 4@7por 30min, sobréactobacillus
UFV H2b20, quando adicionadem leite pasteurizado e concentrado com 40%
de EST e submetido a desidratacdo @80

No leite inoculado com células senégratamento, houve reducédo decimal
de 4,69 ciclos, apds o processamentdeite em po. Conleite inoculado das
células pré-tratadas por choque térmacoeducéo foi de 3,98 ciclos , apés o
processamento, 0 que representa »apradamente 1 ciclo logaritmico de
reducdo a menos que o controle. Efsitoilar foi constatado quando as células
foram pré-tratadas com choque &cidom reducdo de 3,88 ciclos, apds o
processamento. Pode-se concluir, cbase nesses dados, que o tratamento a
50°C por 30minutos antes da desidgito e o tratamento em pH3,5 a°G7por
30minutos tornaram as células mais rafees ao processo de desidratacéo
testado neste estudo.

Uma das mais importantes caracteristicas que um microrganismo

probidtico deve possuir é exibir redncia a processos tecnoldgicos com
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consequente viabilidade e atividade apdprocessamento para que possa ser

veiculado e prover beneficios ao organismo hospedeiro (DUNNE1&OS).

10000000 —

M Leite concentrado Inoculado

1000000 —

ELeite em po ressuspendido a
10%EST

100000 —

10000 —

UFC/mI (x100)

1000 —

100 —

10—

Controle Choque Térmico Choque Acido

Figura 2 — Efeito do choque térmicode choque acido na sobrevivéncia de
Lactobacillus UFV H2b20 a desidratacdo a 280 em leite
pasteurizado, concentrado com 40% de EST.

Controle - células cultivadas a 3Z e adicionadas ao leite
concentrado para desidratacdo. (Referéncia a 10% E3ibgue
Térmico - células cultivadas a 3Z e tratadas a 80 por 30min
antes da adicdo ao leiternrentrado para desidratac&hoque
Acido - células cultivadas a 32 e tratadas em pH3,5 a°87por
30min antes da adicéo ao lettencentrado para a desidratacao.
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BRENNAN et al, (1986) demonstraram que apo0s serem submetidos ao
processo de secagem poffilivacdo e secagem a vacuo 0s microrganismos sao
danificados, provavelmente, na paredillee, tornando-os sensiveis a oxigal e a
lisozima. Por meio de andlise em miamgia eletrénica, os autores observaram
uma parcial perda de material mi@mbrana e da parede celular.

FIGUEIREDO (1997) partiu de uma cultura ldactobacillus UFV H2b20
com 2,7 x 1BUFC/ml, cultivada em soro de djee“Minas-padr@” ultrafiltrado
e suplementado com 1% deofmose peptona. Procedse sua adicao ao leite
evaporado previamente concentrado gstema de tacho aberto, sendo essa
mistura posteriormente submetida & geoa por atomizacao. Assim, possibilitou
a obtencao de leite em po6 adicionado de células viavdisaebacillus UFV
H2b20 com 2,1 x YWFC/ml, proporcionando a adicdo de um probidtico com
boa estabilidade, o qual ndo necess#taefrigeracdo para sua manutencao.

As diferencas nas condicfes presente&quipamento industrial usado por
FIGUEIREDO (1997) e o “spray-dryer” deancada usado no presente estudo
podem responder pelas diferencas rsultado. A diferenca nos resultados vem

apenas validar a hipétesecial do nosso trabalho.

4.2. Efeito dos choques térmiz e acido na resisténcia deactobacillus UFV
H2b20 ao calor em leiteem po reconstituido.

O Quadro 1 mostra o efeitogtetor do choque térmico, %D, por 30min e
do choque acido, pH3,5 a%&7 por 30min, ao tratamento a’65 por 20 min, em
Lactobacillus UFV H2b20 em leite em po reconstituido a 10% EST. Observa-se
que o controle, com ndmero de células na ordem #¢Fml, ndo submetido
a nenhum pré-tratamento, ndo sobrevigelesse tratamento, no entanto, as
células que foram pré-tratadas com al®tgrmico e choque acido tiveram uma
reducdo de 1,57 e 2,23 ciclos logartims, respectivamente, o que representa
pelo menos um ciclo de reducdo a meqos o controle. Esses dados estdo de
acordo com os obtidos por MONTEIRO9@W), que observou o efeito deletério
do tratamento a 66 sobre as células deactobacillus UFV H2b20 ndo

submetidas a nenhum preé-tratamemioservando ainda que houve aumamio
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nimero de sobreviventes quando essassubmetidas ao tratamento &&5@or

30 min, antes do tratamento &£6%or 20 minutos.

Quadro 1 — Efeito dehoque térmico (CT) e do chagjacido (CA) na resisténcia
de Lactobacillus UFV H2b20 a temperatura d¥6por 20 e 40min,
em leite em po reconstituido a 10% EST.

UFC/ml apés tempo de exposicao

0 min 20 min 40 min
Controlé 9,50 x 10 <100 <100
2
CT 1,25 x 16 333 x 16 <100
CA3 2,63 x 16 155 x 16 <100

!Leite em p6 adicionado de células cultivadas’€37

%L eite em p6 adicionado de células cultivadas®€37submetidas a choque térmico: tratamento
a 50C, por 30min.

3_eite em p6 adicionado de células cultivadas % 3¥ submetidas a choque &cido: tratamento
em pH3,5 a 3C, por 30min.

MONTEIRO (1999) testou a resisténcia ldsctobacillus UFV H2b20 ao
tratamento a 6& por 20minutos em caldo MRS, ando verificou que as células
ndo pré-tratadas a %D, por 30min, sofreram um@ducdo de 5,18 ciclos. Nas
células que foram submetidas a esgetatamento, houve uma reducéo de 3,98,
gue representa 1,2 ciclo logaritmob® reducdo a menos que o controle.

As células que receberam choquemiéo ou choque &to e as que néo
foram submetidas a nenhum pré-tratato responderam igualmente apos
40minutos, a temperatura de°65onde nenhuma coldnia foi contabilizada na

menor diluicdo testada de 1:10.
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4.3. Efeito dos choques térmix e acido na resisténcia deactobacillus UFV
H2b20 ao pH2,5 em leitem po reconstituido.

O Quadro 2 mostra o efeitogbetor do choque térmico, %D, por 30min e
do choque acido, pH3,5 a g7 por 30min, ao trata@mto em pH2,5, por 2h e
30min, a 37C emLactobacillus UFV H2b20 em leite empé reconstituido a 10%
EST. Observa-se que o controle, com d®JEC/mI, ndo submetido a nenhum
pré-tratamento ndo sobreviveu a eBsgamento. Esses dados estdo de acordo
com MONTEIRO (1999), que testou a resisténcid agobacillus UFV H2b20
ao tratamento em pHg, por 2h e 30min, a 3¢ em caldo MRS, e verificou que
as células ndo pré-tratadas a°G0por 30minutos partindo-se de 1,95 x
10PUFC/ml ndo apresentaram sebivéncia. AGGTINHO (1988)estudou a
tolerancia de.actobacillus UFV H2b20 ao acido cloridrico por periodos de uma,
duas e trés horas de exposicdo a temperatura®dee3d leite acidificado, em
diversas faixas de pH. Partiu de®dBC/ml e observou o decréscimo para
aproximadamente $0FC/ml apés uma, duas e triésras, nas faixas de pH de
3,21-3,00 e 2,90-2,73. Na faixa de pit¢ 2,60-2,40, a viabilidade celular
decresceu para 10FC/ml com uma hora de exposicé, apos esse periodo, néo
foi detectada sobrevivéncia. Na faiga pH de 2,30-2,00 também néo foram
encontradas células viaveis.

Segundo MONTEIRO (1999as células que foram submetidas ao choque
térmico, houve uma reducdo de 3,7ciclds. dados enconttas no Quadro 2,
para as células submetidas ao choqumité antes do tratamento em pH2,5 por
2,5 horas, demonstram sobrevivéncia em aproximadamente dois ciclos
logaritmicos, quando comparados aatoole. Com base nesses dados, pode-se
concluir que o choque térmico, %D por 30minutos, tornou as células de
Lactobacillus UFV H2b20 mais tolerantes a essa condi¢cao experimental. O
mesmo pode ser inferido para o pratamento em pH3,5 por 30 minutos @37
estando também de acordo com os ltadas encontrados por MONTEIRO
(1999), que partiu de 1,45 X AOFC/ml obtendo 2,5 x fUFC/ml para as

células submetidas ao choque acido samte tratamento em pH2,5 por 2h e
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30minutos e para o controlpartindo-se de 6,7 x #OFC/ml nenhuma célula
sobreviveu.

Antes de alcancar o trato intestinal,probiotico necessita sobreviver ao
transito pelo estbmago onde a secregéido-gastrica constitui um mecanismo
primario de defesa contra a maioria dogrorganismos ingeridos juntamente
com os alimentos (DUNNEet al., 1999). Os resultadoS aqui apresentados
demonstram o efeito protetor contiri pelos pré-tratamentos representados

pelos choques térmico e acido.

Quadro 2 — Efeito dohoque térmico (CT) e do chag acido (CA) na resisténcia
de Lactobacillus UFV H2b20 a pH2,5 a 3C em leite em pod
reconstituido a 10% EST.

UFC/ml
pH 5,11-5,6 pH 2,5
Controlé 2,34 x 16 <100
CT? 2,46 x 106 2.23x16
3
CA 3,21 x 16 1,33 x 16

! eite em po6 adicionado de células cultivadas°€37

?_eite em p6 adicionado de células cultivadas’€37submetidas a choque térmico: tratamento
a 50C, por 30min.

3_eite em p6 adicionado de células cultivadas ¥ 3¥ submetidas a choque &4cido: tratamento
em pH 3,5 a 3, por 30min.
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4.4. Efeito dos choques térmi e acido na resisténcia deactobacillus UFV
H2b20 a lisozima em leite enpd reconstituido a 10% EST.

O Quadro 3 mostra que choque térmico, 8C, por 30min e o choque
acido, pH3,5 a 3, por 30min, ndo exercerameitb protetor nem deletério
sobre as células deactobacillus UFV H2b20 no que seefere a exposicédo a
solucdo de lisozima 0,8mg/ml a °25 por 60minutos em leite em pod
ressuspendido a 10% EST. Observase o controle na ordem de*U&C/ml
sobreviveu a esse tratanb@rcom um numero de célulasbreviventes de 7,0 x
10'UFC/m, efeito esse justificado p@RENNAN, (1986) que demonstrou o
aumento da sensibilidade do acidophilus & lisozima apds ser submetido a
secagem a vacuo. As células pré-trataccom choque térmico ou choque &cido
apresentam um numero maior de sobrewigs, sendo observada a reducdo em
um ciclo logaritmico, igual a observagara o controle. Estes dados estdo de
acordo com aqueles encomos por AGOSTINHO (1988)gue partiu de
10FUFC/mI de Lactobacillus UFV H2b20 e obteve 5,0 x 10FC/ml apés 60
minutos deexposicao , uma reducdo de um ciclo logaritmico.

AGOSTINHO (1988), estudando o comportamentd_detobacillus UFV
H2b20 “in vitro” em condiges semelhantes as do arg@astrointestinal humano,
constatou sua resisténcia a lisozima de clara de ovo, em concentracdes
semelhantes as da lisozima de leite humano, da saliva e do leite bovino. O
Lactobacillus UFV H2b20 apresentou uma taxa de lise correspondente a 0,05%
transmitancia/ min, e a contagem de @dusobreviventes apdés 60 minutos de
exposicéo & lisozima foi superior a 5,0 XUBC/ml. A mesma autora sugeriu
haver resisténcia dessa estigoesozima da saliva humana.

Neste trabalho é confirmada a resisténcid_aobacillus UFV H2b20 a
lisozima e demonstrado que pré-tratatosne estresse do processamento nao

afetam essa resisténcia.
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Quadro 3 — Efeito dohoque térmico (CT) e do chag acido (CA) na resisténcia
de Lactobacillus UFV H2b20 a lisozima na concentracdo de
0,8mg/ml mantido a 2&, por 60 min em leitem po reconstituido a

10% EST
UFC/ml apds tempo de exposicdo a Lisozima
Omin 60min
Controlé 9,50 x 16 7,00 x 10
CT? 1,25 x 16 1,04 x 18
CA3 2,63 x 16 2,67 x 16

! eite em po6 adicionado de células cultivadas®°€37

?_eite em p6 adicionado de células cultivadas’€3¥7submetidas a choque térmico: tratamento
a 50C, por 30min.

3_eite em p6 adicionado de células cultivadas ¥ 3¥ submetidas a choque &cido: tratamento
em pH 3,5 a 3, por 30min.

4.5. Efeito dos choques térmi e acido na resisténcia deactobacillus UFV
H2b20 a sais biliares em leite emo reconstituido a 10% EST.

Com base nos resultados obtidos no Quddpara exposicdo a 1% de sais
biliares em leite reidratado a 10% ESVerifica-se sobrevivéncia, apos
30minutos de exposicdo, de aproximadament&JAO/m| para o controle,
partindo-se de aproximadamente®dBC/ml e, ap6s aumentado o periodo de
exposicao, uma diminuicdo consideravehdonero de sobreviventes, efeito esse
justificado por BRENNAN, (1986) que amnstrou o aumento da sensibilidade
do L. acidophilus aos sais biliares ap6s ser submetido a secagem a vacuo.
Quando as células foram submetidas ao choque acido em pH3°& P37
30minutos antes da exposicdo aos daisres, a reducdo foi de 2 ciclos
logaritmicos, maior que aquela obsewvgmhra o controle, 0 que demonstra um
efeito deletério do choque acido sola® células nos primeiros 30minutos de

exposicdo aos sais biliares, que pa#e superado aumentando-se o numero
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inicial de células. Nota-se, no entantpye a sobrevivéraifoi mantida apds
aumentado o periodo de exposicdo, sugerindo assim, um efeito protetor desse
pré-tratamento sobreactobacillus UFV H2b20 durante a exposicdo aos sais
biliares apés 1 hora e aténBras. O pré-tratamento a°@0por 30minutos, por
outro lado, n&o promoveu nenhum efdieméfico de pré-ad&gdo as células de
Lactobacillus UFV H2b20 aos sais bilias sendo a reducdo de'WBC/ml para
quase 19 células. Essa sobrevivéncia foi moe que a obtida para o controle
demonstrando o efeito l@¢ério desse pré-tratamento as célulakattobacillus
UFV H2b20 em relacdo a exposicdo aos &dliares. Pode-se observar, nesse
caso, a irrelevancia do choqté&rmico para pré-adaptacdo Hactobacillus
UFV H2b20 aos sais biliares e a eficiindo choque adb na manutencdo do
namero de células sobreentes aos sais biliares.

SANTOS (1984) estudou o comportamentoLdetobacillus UFV H2b20
na presenca de sais biliares emriag concentracdes e verificou sua
sobrevivéncia & exposicdo a 1%saés biliares numa ordem de 6,8 XUBC/ml
quando partiu de 1,1 x 10FC/ml. Ficou demonstrada assim a correlacdo entre a
capacidade do microrganismo em habitrtrato intestinal no que se refere a
resisténcia a bile.

AGOSTINHO (1988) estudou a sensibilidadelLdetobacillus UFV H2b20
a 1% de sais biliares durante 30minuths?, 3 e 24horas de exposicdo, 8C37
em leite desnatado e em caldo MR®3. autora observou apds 24 horas de
exposicao uma redugéo decimal de 1,5623e@ desnatado, inferior a 2,0834
RD, obtido no caldo MRS que indica que a composicdo do meio de cultura
pode auxiliar na resisténcia do lactobadalms sais biliares. Nesse experimento
partiu-se de células numa ordem d@UFIC/ml para o teste em leite desnatado e
em caldo MRS, obtendo sewivéncia numa ordem de UFC/ml apés
30minutos, 1, 2, e 3horade exposicdo e de AOFC/ml apés 24horas de
exposicdo em leite desnatado. Ja paaldo MRS, os resultados foram numa
ordem de 1JFC/ml ap6s 30 minutos, 2, e 3horas de exposicdo €aBC/ml

apos 24horas de exposicao.
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Embora os pré-tratamentos ndo tenhaumentado a resisténcia aos sais
biliares, ficou demonstradm resisténcia intrinseca dlactobacillus UFV H2b20

a esses sais.
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Quadro 4 — Efeito dehoque térmico (CT) e do choque acido (CA) na resisténdiaatabacillus UFV H2b20 a 1% de sais biliares
mantido a 37C, por 30min, 1,2,3 e 24h deite em po6 reconisuido a 10% EST.

Tempo de exposicao aos sais biliares

0 min 30 min 1h 2h 3h 24h
Controlé 9,50 x 18 1,36 x 16 9,20 x 16 7,30 x 10 1,10 x 18 1,00 x 10
Choque Térmico 1,25 x 16 7,00 x 16 7,00 x 16 1,20 x 18 4,00x 10 5,60 x 16
Choque Acidd  263x10  1,20x 18 125x16  1,03x18 170x18  100x16

! eite em p6 adicionado de células cultivadas’€37
’Leite em p6 adicionado de células cultivadas®€27submetidas a choque térmico: tratamentd@, Fr 30min.
3_eite em p6 adicionado de células cultivadas®€37submetidas a choque &cido: tratamento em pH 3 %a 83t 30min.



5. RESUMO E CONCLUSOES

Estudou-se o efeito do choque térmicdGQor 30min e do choque Acido
em pH3,5, por 2h e 30min a°87na sobrevivéncia deactobacillus UFV H2b20
a desidratacdo a 18D em leite concentrado com 40% de extrato seco total
(EST). Em leite contendo 10% EST, fete inoculado com células néo pré-
tratadas, houve reducéo de 4,68 XUFC/m para 9,50 x TUFC/m, apos o
processamento do leite em p6. Com leite inoculado com células pré-tratadas por
choque térmico a reducéo foi de 1,19 RUBC/ml para 1,25 x TUFC/ml, apds
0 processamento, isto é, quase dois cidgaritmicos de reducdo a menos que 0
controle. O mesmo efeito foi constatado quando as células foram pré-tratadas
com choque &cido com reducdo de 2,00 3UEC/ml para 2,63 x TUFC/m,
apos o processamenf@ode-se concluir que o chextérmico e o choque acido,
antes da desidratacdo, tornaram as l&€lumais tolerantes ao processo de
desidratacao testado neste estudo.

Com o objetivo de testar o efeito dasdigbes de estresse na sobrevivéncia
do Lactobacillus UFV H2b20 a condi¢cdes ambierstafoi estudado o efeito dos
choques térmico e &cido na sobrevii@ndessa bactéria, em leite em péd
reconstituido a 10% EST por mealos seguintes testes “in vitro”: temperatura de

65°C, por 20 e 40min, solucdo de lisna na concentracdo de 0,8mg/ml, 825
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por 30min, pH2,5 por 2h e 30min, a°B7e solucdo de sais biliares na
concentracdo de 1%, a°87 por 30min, 1,2,3 e 24horas.

Fica demonstrado o efeifrotetor do choque térmico e do choque é&cido,
ao tratamento a 66, por 20min, enbactobacillus UFV H2b20. Observa-se que
o controle, 1BUFC/mI, ndo submetido a nemhupré-tratamento n&o logrou
sobrevivéncia a esse tratanto, no entanto, as células que foram pré-tratadas
tiveram uma reducéo de dois ciclos latraicos, um ciclo de reducdo a menos
que o controle. As células que receberdmque térmico ou choque acido e as
que ndo foram submetidas nenhum pré-tratamento responderam igualmente
apos 40minutos, a temperatura dé&Gonde nenhuma coldnia foi contabilizada
na menor diluicdo testada, de 1:10.

Podemos constatar que’WEFC/ml de Lactobacillus UFV H2b20, foram
incapazes de resistir ao tratamento @@minutos em 0,8mg/ml lisozima, e que
os pré-tratamentos a %0 por30 min ou , pH3,5 a X2, por 30min ndo as
tornam mais tolerantes a essas condi¢cdes experimentais.

Observou-se o efeito protetor do chegtérmico e do choque &cido, ao
tratamento em pH2,5, por 2h e 30min, 8G@®m Lactobacillus UFV H2b20.
Observa-se que o controle *WEFC/ml, ndo submetido menhum pré-tratamento,
nao sobreviveu a esse tratamento, norntotaas células submetidas ao choque
térmico antes do tratamento em pH2,5 pd&r horas demonstram sobrevivéncia
em aproximadamente dois ciclos logar@ms, quando comparados ao controle.
O mesmo pode ser inferiqmra o pré-tratamento em pH3,5 por 30 minutos a
37°C.

No tratamento com 1% de sais bilsyr@erifica-se maior sobrevivéncia do
controle quando comparado com as amagspré-tratadas. Houve sobrevivéncia
de 10% das células do controle e 1% dalulas pré-tratadas, nos primeiros
30min de exposicdo. Nas células subdast ao choque &cido houve efeito
deletério nos primeiros 30minutos eeigd protetor nos demais periodos
demonstrando seu efeito protetor maanutencdo do numero de células
sobreviventes a esse tra@mo. Observou-se melhefeito do tratamento com

acido, quando comparado ao choque térmico.
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Quadro 1- Parametros utilizadwos processamento de leite concadtr com 40% EST, adicionado logctobacillus, UFV H2b20 em

Mini “Spray-Dryer” B-191

Leite em po Tir:fa?éit#‘?? de Ten;gg;tgra de Alim%}:tagéo Asp(iyroagao prgfégzg rggnto Ren dgi;mento
min
Controle 180 99 16 75 83 35
CT 180 99 16 75 89 37,6
CA 180 91 16 75 71 26




