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Resumo

O Lactobacillus rhamnosus ¢ uma bactéria acido-latica amplamente utilizada como probidtico
e com aplicagdes na industria de alimentos e farmacéutica. Entretanto, seus custos de produgao
sao elevados, envolvendo o uso de meios fermentativos complexos, como o MRS, com
rendimento relativamente baixo e a necessidade de processos onerosos de purificagdo. Diante
disso, ¢ necessario o desenvolvimento de estratégias de cultivo que diminuam os custos e
aumentem o rendimento. Este estudo avaliou o perfil de crescimento do L. rhamnosus em meio
MRS. Foram realizados experimentos com diferentes condi¢des de cultivo, avaliando o efeito
de diferentes volumes do meio de cultivo, a distribuicao tridimensional do meio em diferentes
frascos e a adi¢do de peptona e glicose ao meio. Nao houve diferencas significativas no perfil
de crescimento com relagcdo ao volume ¢ mudangas na distribui¢ao tridimensional do meio nas
condi¢des avaliadas, as adicdes de peptona e glicose demonstraram efeito inibitorio
estatisticamente significativo. No entanto, mais estudos devem ser realizados para sustentar

estes achados.



Abstract

Lactobacillus rhamnosus is a lactic acid bacterium widely used as a probiotic, with applications
in food and pharmaceutical industries. However, its production costs are high, involving the use
of complex fermentation media such as MRS, relatively low yields, and expensive purification
processes. Therefore, it is necessary to develop cultivation strategies that reduce costs and
increase yields. This study evaluated the growth profile of L. rhamnosus in MRS broth.
Experiments were conducted under different cultivation conditions, assessing the effects of
varying medium volumes, the three-dimensional distribution of the medium in different flasks,
and the addition of peptone and glucose to the medium. No significant differences in growth
profile were observed regarding medium volume or its spatial distribution under the tested
conditions. However, the addition of peptone and glucose showed a statistically significant

inhibitory effect. Further studies are needed to support these findings.



Sumario

Lo INEEOAUGAO ...ttt e et e e e et e e s ae e e e bae e earaeeereeeeareeeearee s 7
B O o] 1512 1 T OO UP ST USRPRRI 9
2.1 ODJETIVO ZOTAL ..cueiiiiieiieeiiee ettt ettt ettt e b st e e beesaeeesbeessneeseenaneens 9
2.2 ODbjJetiVOS @SPECITICOS ..eruviiriiiiieriieeiieiieeieeste ettt e eebe e st e et e e saaeenbeessaeenseensneenseas 9
3. MaAteriais € MELOAOS . ....eeuieuiieiieiieie ettt ettt ettt et st sb et s e bttt nae e 9
3.1 Reativagao dO MICIOTZANISINIO .....veevieeirieiieniieeiieeiteeteeeereesseeseteeseessseeseesnseeseessneeseessseans 9
3.2 Preparo de 1NOCUIO ......ccuiiiiieiiecie ettt ettt et e be e taeesaeenaaens 9
3.3 Cultivo em meio liquido e avaliagdo de crescimento em diferentes volumes................. 10
3.4 Avaliacao da superficie de contato e distribui¢ao tridimensional ..............ccceeeevveernnennns 10
3.5 Planejamento experimental delineamento composto central............ccoeceeviiiiiieniienienne. 10
3.6 Otimizagao do meio € avaliag@o do CreSCIMENTO........eeevvieeriieeiiieeiieeeiieeeieeeeiee e 12
3.8 Curva de crescimento para L. rhamnosus em meio liquido MRS................cooiienn 12
3. ReSUItados € DISCUSSOES ....eerueeruiieiieeiieiieeieeeite et et ettt et e site st e saee e bt e seeesateesaeeenseesnes 13
4.1 Avaliagao de eScaloNamENTO ...........cccviiiieiiiieieeiiiee et eetae e e e e e e aaeee e 13
4.2 Avaliagao da superficie de contato e distribui¢ao tridimensional .............c.ccceevveeeureenneee. 14
4.3 Planejamento experimental delineamento composto central............ccoceeveriiniinicnicnene 14
5. CONCIUSAD -ttt ettt et h ettt st e st et ebt e bt et saeenae e b eanes 16

RETEIEIICIAS oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeeeeaaa e aaaeaeaeeeraeenaaaaaens 17



1. Introducao

Os lactobacilos representam um grupo extenso de bactérias acido-laticas, das quais algumas
espécies sao amplamente utilizadas na industria para a produgdo de laticinios fermentados e
outros alimentos ou usados como probioticos. Sao bacilos gram positivos, nao formadores de
esporos e que produzem acido latico como principal produto de fermentagdo (Ibrahim, 2016).
Esses microrganismos, mais conhecidos pela sua aplicacdo na producdo de laticinios e no

tratamento de diarreia, apresentam varias outras aplicagdes, tanto na industria, quanto em saude.

Muitas evidéncias sustentam o uso de probidticos na diarreia tanto de origem infecciosa,
quanto induzida por antibidticos, seja atuando como imunomodulador ou regulando a
microbiota intestinal, competindo com outras bactérias (Daragh Hill Ivan Sugrue, 2018; Hania
Szajewska Maciej Kotodziej, 2019; Shafi et al., 2014). Outros estudos apontam efeitos similares
na microbiota bucal, com utilizagdo na prevengao de caries e auxiliando no tratamento de outras
doencas e exercendo efeito protetor contra microrganismos patogénicos com desfechos
positivos na utilizagao de probiodticos na pratica clinica em odontologia (L. Nése Katja Hatakka,
2001; Silvia D’Agostino Giulia Valentini, 2024). Além dos beneficios ja citados, estudos
indicam o potencial de algumas espécies como Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus
plantarum no alivio da intolerancia a lactose, tratamento da obesidade, auxiliar no tratamento
de cancer e até transtornos psiquiatricos (Daragh Hill Ivan Sugrue, 2018; Kerlynn Desrouilléres

Mathieu Millette, 2016; Shafi et al., 2014)

Com o aumento progressivo de resisténcia bacteriana aos antibioticos disponiveis no

mercado, o surgimento de cepas multirresistentes e a diminui¢cao do desenvolvimento de novos



antibidticos seguros e eficazes, surgem também diferentes abordagens para obten¢do de novas
substancias antimicrobianas. Nesse contexto alguns estudos avaliam os lactobacilos como
potencial fonte de novos antimicrobianos, a partir de seus metabdlitos como as bacteriocinas.
Algumas bacteriocinas extraidas de culturas de L rhamonsus LS-28 ja foram caracterizadas nos
estudos de Lihui Zhang Lu Wang, 2016 e Xing Guo Jiaxin Chen, 2020 e apresentaram atividade
antimicrobiana in vitro. Tanto outras cepas de L rhamnosus quanto outras espécies de bactérias
acido-laticas podem ser fontes de muitos metabolitos ainda desconhecidos e de interesse
farmacéutico, biotecnoldgico e industrial. A otimizagdo das condigdes de cultivo é um dos
principais desafios para a produgdo de probioticos e biofarmacos, ¢ a formulagdo do meio € um
fator crucial no desenvolvimento do microrganismo, na biomassa final e na composi¢do dos
metabolitos gerados. Probidticos comerciais de L rhamnosus ainda tém um custo elevado devido
a processos fermentativos caros e pouco eficientes. O meio mais utilizado no cultivo de
lactobacilos ¢ o de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) que apresenta desvantagens em relagdo ao
custo e processos de purificacdo dispendiosos (Tao Wang Yingying Lu, 2019). Quanto ao
processo de otimizagdo dos meios de cultura, diversas abordagens podem ser adotadas com
diferentes objetivos como diminuir os custos ou aumentar o rendimento. Nesse sentido, este
estudo busca analisar os efeitos do enriquecimento do meio MRS com glicose e peptona no

crescimento de Lactobacillus rhamnosus (LR-G14, Lemma) em cultivo estacionario.



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos da adi¢do de fontes de carbono e nitrogénio em meio MRS no crescimento de

Lactobacilllus rhamnosus

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o crescimento de L rhamnosus em meio MRS em frascos com diferentes volumes.

Avaliar a influéncia da adicao de glicose e peptona no crescimento de L rhamnosus em meio

MRS.

3. Materiais e métodos

3.1 Reativa¢io do microrganismo

A cepade L. rhamnosus (LR-G14, Lemma) foi reativada a partir do estoque armazenado
a -80 °C em freezer, por inoculagdo em placas de Petri contendo meio MRS sélido (Merk)
utilizando al¢a de inoculagdo estéril. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas, em estufa

bacteriologica.

3.2 Preparo de indculo

Ap6s 48 horas de incubagdo a 37°C, colonias crescidas no agar MRS (Merck) foram
transferidas para um Falcon de 15 ml contendo 10 ml de agua destilada autoclavada, até a
obtencdo de uma suspensdo com aparéncia leitosa. A absorbancia da suspensao foi determinada
em espectrofotometro UV-Vis shimadzu UV1800 em OD igual a 600 nm para ajuste do indculo
a uma concentragdo final equivalente a 1,5 x 108 UFC/ml (correspondente a 0,5 na escala de

McFarland) (McFARLAND, 1907)



3.3 Cultivo em meio liquido e avaliacdo de crescimento em diferentes volumes de meio e
frascos de diferentes tamanhos.

O meio liquido MRS foi preparado seguindo as instru¢des do fabricante, através da
dissolug¢dao em agua destilada na concentracdo equivalente a 52,2¢g/1, sob agitagdo em placa de
agitacdo magnética, seguida de esterilizacdo em autoclave por 15 min a temperatura de 121°C.
O in6culo foi cultivado em Erlenmeyer de 125, 250 e 500 ml, contendo 25, 50 e 100 ml de meio
respectivamente. Cada Erlenmeyer foi adicionado com a solucdo do indculo nos volumes
necessarios para atingir a concentracgao inicial de 1 x 108 UFC/ml e incubadas e 37°C por 24
horas, sem agitacdo. O crescimento foi determinado pela diferenca das leituras de absorbancia
UV iniciais (Abs) e ao final de 24h de cultivo (Absf). Os resultados (tabela 1) foram
considerados para definir os volumes de meios dos cultivos subsequentes e otimizar o uso de

reagentes.

3.4 Avaliacao da superficie de contato e distribui¢io tridimensional

Para avaliar o efeito da distribui¢do tridimensional do microrganismo no meio e
superficie de contato, foram realizados trés cultivos (com o volume fixo de 25 ml de meio) em
Erlenmeyers de volumes diferentes: 50 ml (A) 125 ml (B) e 250 ml (C). As demais condi¢des

de cultivo foram as mesmas utilizadas no item 3.3.

3.5 Planejamento experimental delineamento composto central

O Delineamento Composto Central (DCC) foi aplicado com a finalidade de avaliar os
efeitos da adi¢do de uma fonte extra de carbono e de nitrogénio e definir o planejamento dos
experimentos, através do software Protimiza Experimental Design (RODRIGUES; COSTA,

2025). Foram selecionadas as duas varidveis independentes — as concentracdes de Glicose (X1)



e de Peptona (X2) — para avaliar seus efeitos no crescimento do microrganismo, dispostas na

Tabela 1.

Tabela 1: Variaveis independentes e as concentragdes utilizadas no planejamento experimental.

Variaveis Unidades -1 0 +1
Glicose (X1) % 0 2 4
Peptona (X2) % 0 2 4

Fonte: Elaborado pelo autor no Protimiza Experimental Design (2025).

O ntimero de experimentos foi calculado, portanto, a partir do Delineamento Composto Central,

de acordo com a equacdo descrita a seguir:
r2k+cep=122+3=7

Em que: r = repeti¢des genuinas
k = ntimero de fatores
cp = pontos centrais

A Tabela 2 apresenta a Matriz do Delineamento Experimental.

Tabela 2: Matriz do Delineamento Experimental

X Codificados X Reais
Glicose (X")  Peptona (X?) Glicose (X')  Peptona (X?)

1 -1 -1 0 0
2 1 -1 4 0
3 -1 1 0 4
4 1 1 4 4
5 0 0 2 2
6 0 0 2 2
7 0 0 2 2

Fonte: Elaborado pelo autor no Protimiza Experimental Design (2025).



3.6 Otimizacao do meio e avalia¢ao do crescimento

Para avaliar os efeitos da adicao de peptona e glicose no crescimento do microrganismo,
foram realizados sete cultivos, de acordo com as condi¢des definidas pelo planejamento
experimental DCC (Tabela 2). Os resultados foram expressos em variacdo da absorbancia
(Aabs) e UFC/ml. A concentracdo final de microrganismos foi calculada a partir da escala de

Mcfarland como um valor estimado a partir da absorbancia em OD 600 nm.

3.8 Curva de crescimento para L. rhamnosus em meio liquido MRS.

Durante 24h de cultivo as amostras foram transferidas para tubos conicos de centrifuga
previamente pesados e submetidas e centrifugacdo a 10.000 x G por 10 min. O sobrenadante foi
descartado, e o microrganismo precipitado foi congelado a -80 °C, liofilizado e pesado. O
resultado foi expresso pela biomassa final absoluta em gramas, e a curva de crescimento para o
cultivo da cepa de L. rhamnosus em meio liquidos contendo MRS foi construida. As condigdes
de cultivo foram Erlenmeyer de 125 mL, em estufa de crescimento bacterioldgico sem agitagao
a temperatura de 37°C e in6culo inicial igual a 0,5 na escala de Mcfarland que representa o
equivalente a aproximadamente 1,5 x 10® UFC/ml (dados ndo apresentados). A partir desta
curva foi possivel observar o inicio da fase estacionaria de crescimento do Lactobacillus
rhamnosus no tempo de 24 horas, o que determinou o tempo de cultivo dos experimentos deste

estudo.



3. Resultados e Discussoes

4.1 Cultivo em meio liquido e avaliacao de crescimento em diferentes volumes de meio e
frascos de diferentes tamanhos.

ApoOs o cultivo de 24 horas, ndo houve diferenga significativa no crescimento de L.
rhamnosus no meio MRS para os cultivos nos diferentes volumes avaliados, sugerindo que o
volume livre do frasco ndo influenciou no crescimento do microrganismo nas condigdes
avaliadas. E importante destacar que apesar da variacdo de volume utilizada, este estudo ainda
manteve a escala de bancada, sendo necessario a realizagdo de estudos de escala piloto para
avaliar a influéncia de um aumento de escala mais expressivo no crescimento do microrganismo.
Sabe-se que ao aumentar e escala de um processo fermentativo, pode se perder a condi¢do de
reator homogéneo (Schmidell et al., 2001) o que significa, por exemplo, que o crescimento do
microrganismo e a transformacdo do substrato em produtos possa ocorrer em diferentes
velocidades em regides distintas do biorreator, principalmente nas condicdes de cultivo

utilizadas, sem agita¢do e sem aeragao.

Tabela 3: Avaliacdo do crescimento microbiano pela variacdo da absorbiancia do meio em
espectrofotometro UV/Vis em OD 600 apos 24 de cultivo de L. rhamnosus em meio liquido MRS a
37°C por 24 horas, sem agitacio em Erlenmeyer de diferentes tamanhos.

volume | AbsO Absf Aabs
125ml | 0,229 0,578 0,349
250 ml | 0,229 0,58 0,351

500 ml | 0,205 0,594 0,389




4.2 Avaliacao da superficie de contato e distribuicio tridimensional

A hipotese inicial avaliada era que, em um cultivo estaciondrio, a distribuicdo
tridimensional dos microrganismos no meio poderia influenciar o crescimento pela alteracao
das superficies de contato, acesso a nutrientes pelas células e trocas gasosas no meio, visto que
as cé€lulas tendem a sedimentar e se concentrarem no fundo. Entretanto ndo houve variagao
significativa no crescimento microbiano nas condigdes avaliadas, o que foi observado pelo delta
da absorbancia ap6s 24 horas de cultivo (Tabela 3). E importante destacar novamente que estes

resultados podem nao se reproduzir em maiores escalas.

Tabela 4 : Avaliacdo do crescimento microbiano pela variacdo da absorbiancia do meio em
espectrofotometro UV/Vis em OD 600 apos 24 de cultivo de L. rhamnosus em meio liquido MRS a
37°C por 24 horas, sem agitacio em frascos de diferentes volumes com 0 mesmo volume de meio.

Volume

Recip. abs inicial absf Aabs
50 ml 0,239 0,5505 0,3115
125 ml 0,24 0,5415 0,3015
250 ml 0,252 0,5705 0,3185

4.3 Planejamento experimental delineamento composto central

Os resultados obtidos por meio do planejamento experimental, utilizando o
Delineamento Composto Central (DCC), indicaram que tanto a adi¢do de Glicose (Xi) quanto
de Peptona (X2) ao meio MRS apresentou efeito negativo estatisticamente significativo (p <

0,05) sobre o crescimento microbiano (Tabelas 5 ¢ 6).



Tabela 5: Valores da concentragdo final calculada de microrganismos baseada na escala de McFarland.

Valores Codificados Valores Reais Respostas
Glicose (Xi) Peptona (X,) Glicose (Xi) Peptona (X;) UFC/ml calculado
1 -1 -1 0 0 1,57*10"
2 1 -1 4 0 1,03%101°
3 -1 1 0 4 1,34*101°
4 1 1 4 4 0,7*10'
5 0 0 2 2 1,26*101'°
6 0 0 2 2 1,29*101°
7 0 0 2 2 1,23*10°

Fonte: Elaborado pelo autor no Protimiza Experimental Design (2025).

A partir dos resultados experimentais, foi realizada a analise de regressdo ao nivel de

significancia de o =5% (Tabela 6).

Tabela 6: Resultados da analise de regressdo para o cultivo de L rhamnosus com adigdes de peptona e

glicose.
Nome Coeficiente Erro padrao  t calculado p-valor
média 1,2 0,03 40,05 0
X1 -0,3 0,04 -7,42 0,0051
X2 -0,14 0,04 -3,52 0,0388
X1.X2 -0,03 0,04 -0,63 0,5739

Fonte: Elaborado pelo autor no Protimiza Experimental Design (2025).
Como a interagdo x1 . x2 ndo foi significativa (p > 0,05), foi excluida do modelo
matemético descrito a seguir (R? = 95,21%):

Y:=1,20-0,30x:-0,14 x2

A partir do modelo, foram gerados os graficos de superficie de resposta (Figura 1A) e
de contorno (Figura 1B), que evidenciam a diminui¢dao no crescimento microbiano, com o
aumento das concentragdes de peptona e glicose, sugerindo um efeito inibitorio da adigdo de

ambos ao meio MRS sobre o crescimento do L. rhamnosus.



A) B)
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Figura 1: Grafico de superficies de resposta (a) e curvas de contorno (b) para cultivo de L.
rhamnosus em meio MRS nas condicdes de cultivo propostas no Delineamento Composto
Central (DCC).

5. Conclusao

A utilizacdo de peptona e glicose como fontes extras de nitrogénio e carbono no cultivo
de L. rhamnosus em meio liquido MRS apresentou efeito inibitorio significativo no crescimento
do microrganismo nas condi¢des definidas pelo Delineamento Composto Central (DCC).
Observou-se ainda que as alteragdes de volume de cultivo e distribui¢ao tridimensional do meio
nao tiveram efeito no crescimento nas condicdes testadas neste trabalho. Desta forma, sugerem-
se, além dos testes de validagdo do modelo matematico, a realizacdo de novos estudos de

otimizagdo do processo para verificar o efeito de outras variaveis.
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