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Resumo:

As bactérias &cido laticas (BAL) habitam uma grande variedade de nichos ecoldgicos, e muitos deles
estdo em estreita interagdo com 0s seres humanos. As BAL sdo constituidas de 13 géneros de bactérias
Gram-positivas e dentre elas estd, o género Pediococcus. As BAL sdo utilizadas ha séculos na
preservacdo de alimento e muitas espécies sdo reconhecidas como probidticos. Um grande obstéculo na
indastria de alimentos € a manutencéo da viabilidade de bactérias probidticas que deve se manter
superior a 10 e 10 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) até o consumo do alimento. A utilizacdo de
arroz (Oryza sativa) torna-se uma opcao para a imobilizacdo celular de microrganismos e ainda, uma
alternativa de consumo e valorizagdo do produto, devido ao alto consumo e importancia no mundo,
constituindo a base alimentar de mais de trés bilhdes de pessoas. Dessa forma, 0 objetivo do presente
estudo foi avaliar a utilizagdo de arroz como agente para imobilizacdo de Pediococcus pentosaceus PP
170. Para aimobilizagdo foram utilizados gréos de arroz integral longo fino tipo 1 (produto comercia da
empresa "Picinin” subgrupo "Integral") e parboilizado longo fino tipo 1 (produto comercial da empresa
"Camil", subgrupo "Parboilizado"), o isolado PP 170, caldo Man Rugosa Shaper (MRS) e submetidos a
fermentacdo por 48 h a 36 °C, sem agitacdo, denominados como biocatalizador Al e AP. Os
biocatalizadores AP e Al foram armazenados sob refrigeracdo a 8 °C e a viabilidade celular determinada
através das contagens de células viaveis nos periodos de 0, 10, 20 e 30 dias. Para a imobilizacgo foram
inoculados 8,69 log UFC.mL -1 em AP e 8,19 log UFC.mL -1 em Al de P. pentosaceus PP 170, apos 30
dias o biocatalizador AP apresentou viabilidade celular de 6,27 log UFC.mL - 1, e Al 6,31 log UFC.mL -
1 . Com isso, 0 isolado P. pentosaceus PP 170 manteve sua viabilidade sob armazenamento em
refrigeracdo por até 30 dias utilizando gréos de arroz como suporte para imobilizagcdo, demonstrando
caracteristica vantgjosa para aplicagcdo em alimentos.
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IMOBILIZACAO DE Pediococcus pentosaceus PP 170 EM GRAOS DE ARROZ
1 INTRODUCAO

As bactérias 4cido laticas (BAL) habitam uma grande variedade de nichos ecoldgicos,
e muitos deles estdo em estreita interacdo com os seres humanos. Sua proliferacdo se d4 em
diversos habitats relacionados com alimentos e plantas, além disso, sdo habitantes naturais de
superficies mucosas de mamiferos, como as do trato gastrointestinal (TGI), cavidade oral e a
vaginal (OUWEHAND et al., 2003).

As BAL sdo constituidas de 13 géneros de bactérias Gram-positivas: Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Lactoshaepa, Leuconostoc, QOenococcus,
Paralactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissela
(MEIRA, 2011). Dentre estas, o género Pediococcus possui caracteristica homofermentativa,
Gram- positiva, oxidase-negativa e catalase-negativa (IVANOVA et al., 2013; SHUKLA,
GOYAL, 2013; KITAHARA, 1974).

A espécie P. pentosaceus apresenta desenvolvimento entre pH 4,5 e pH 8,0. Ha
crescimento na presencga de até 15% de cloreto de sédio (NaCl) e nas temperaturas de 7°C a
48°C. Algumas cepas produzem substancias proteicas capazes de inibir o crescimento de
outros microrganismos, chamadas pediocinas (FRANCO, LANDGRAF, 2008). As BAL sao
utilizadas hd séculos na preservacao de alimentos e muitas espécies sdo reconhecidas como
probidticas (SULLIVAN, ROSS, HILL, 2002). Ainda, podem ser aplicadas no processo de
fermentacdes de carnes e vegetais, e algumas cepas sdo utilizadas como culturas para
melhoramento dos atributos do queijo cheddar e mussarela (BHOWMIK, 1990).

Um grande obstdculo na industria de alimentos € a manutencdo da viabilidade de
bactérias probidticas que deve se manter superior a 10® e 10° Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) até o consumo do alimento (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2017).
Em virtude deste problema, a imobilizacdo celular possibilita processos fermentativos
continuos, o aumento da estabilidade e o reaproveitamento do material biolégico. Varios
métodos sdo utilizados para imobiliza¢gdo como: aprisionamento em matriz porosa, auto-
agregacdo, contencao por barreira e ligagdo a superficie. Além de vérias serem as formas de
suporte para este método, sendo os materiais mais estudados alginatos e carragena, bem
como, graos ou pedacos de frutas (VITOLA, 2017).

A utilizacdo de arroz (Oryza sativa) torna-se uma opg¢do para a imobilizagdo celular de
microrganismos e ainda, uma alternativa de consumo e valorizacdo do produto, devido ao alto
consumo e importancia no mundo, constituindo a base alimentar de mais de trés bilhdes de
pessoas (Sociedade Sul-Brasileira de Arroz Irrigado, 2010). Sendo rico nutricionalmente por
ser fonte de vitaminas, minerais, fibras, compostos bioativos e dcidos graxos insaturados (DE
SOUZA et al, 2017).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a utilizacdo de arroz como
agente para imobilizacdo de Pediococcus pentosaceus PP 170.

2 METODOLOGIA

2.1 Linhagem bacteriana

Para realizacdo deste estudo foi utilizado um isolado de BAL proveniente de queijo
mussarela fatiado comercializado em mercados e minimercados na cidade de Pelotas, Rio
Grande do Sul (RS) e denominado P. pentosaceus PP 170 (SEHN, 2015). O mesmo pertence
a colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, da
Universidade Federal de Pelotas (DCTA-FAEM-UFPel).
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2.2 Imobilizagdo e viabilidade celular

Para a imobilizacdo das células do isolado PP 170, o mesmo foi cultivado em caldo
Man Rugosa Shaper (MRS, Lab M Limited®), a 37 °C durante 72 h sem agitacdo. Em
seguida, o caldo foi centrifugado a 4160 g, por 10 min a 20 °C, para obtencdo do pellet
celular. As células foram lavadas duas vezes com tampao fostato-salino (PBS, Proquimios®)
pH 7.4, para retirada de interferentes do meio.

Foram utilizados grdos de arroz integral longo fino tipo 1 (produto comercial da
empresa “Picinin” subgrupo “Integral”) e parboilizado longo fino tipo 1 (produto comercial
da empresa “Camil”, subgrupo “Parboilizado”) como suporte para a imobilizagdo. Ambos os
graos foram submetidos a esterilizagdo em autoclave a 121 °C durante 15 min.
Posteriormente, 200 g de graos de arroz (integral ou parboilizado), 1 g de células (peso
molhado) e 500 mL de caldo MRS foram misturados, e submetidos a fermentacao por 48 h a
36 °C, sem agitac¢do, denominado como biocatalizador Al e AP.

ApO6s, procedeu-se a contagem de células vidveis em placas contendo dgar MRS,
incubadas a 37 °C, por 48 h em condi¢des de aerobiose, € na sequéncia separou-se o caldo do
biocatalizador (células bacterianas e graos de arroz). Os graos foram lavados duas vezes com
PBS para remogdo total das células ndo aderidas. Misturaram-se 10 g de cada amostra
(biocatalisador Al ou AP) com 90 mL de PBS em stomacher por 90 segundos, diluidos em
série decimais e a quantificacdo realizada em triplicata, utilizando-se os meios e condi¢des
conforme descrito anteriormente.

Os biocatalizadores AP e Al foram armazenados sob refrigeracio a 8 °C e a
viabilidade celular determinada através das contagens de células vidveis nos periodos de 0,
10, 20 e 30 dias (BOSNEA et al, 2009).

2.3 Andlise dos dados
Os resultados obtidos foram digitados no programa Excel (Microsoft®), realizado a
média, desvio padrdo e assim as contagens microbioldgicas foram transformadas em log.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

Para a imobilizacdo foram inoculados 8,69 log UFC mL! em AP e 8,19 log UFC.mL"!
em Al de P. pentosaceus PP 170, concentracio correspondente a 1 g de células (peso imido).
Apo6s 48 h de fermentacdo, a concentracio de células encontradas no conjunto caldo e graos
do biocatalizador AP foi de 9,06 log UFC.mL!, e no AI foi de 9,11 log UFC.mL"',
demonstrando uma aumento da concentracido celular. A lavagem dos graos de arroz com
tampao PBS levou a eliminagdo das células ndo aderidas, ou fracamente aderidas,
permanecendo somente as células imobilizadas, na concentragdo de 6,65 log UFC.g! no
biocatalizador AP e de 6,49 log UFC.g"! no Al

No estudo de Vitola (2017), foram utilizados graos de soja para imobilizagdao do
isolado L. casei SCL3, e avaliado sob as mesmas condi¢des de tempo e temperatura (ao longo
de 30 dias a 8 °C), sendo adicionado uma concentragio celular superior (11 log UFC.mL!) a
do presente estudo (cerca de 8 log UFC.mL!). No entanto, ambos apresentaram resultado
semelhante quanto 2 viabilidade celular apds a fermentagdo (cerva de 6 log UFC.mL™"). J4
Bosnea et al. (2009) utilizaram graos de trigo para imobilizacdo de L. casei ATCC 393, o qual
foi armazenado a temperatura de 4 °C durante 40 dias utilizando lactose sintética fresca,
obtendo-se uma concentracdo final de 11 log UFC.g™!' no biocatalizador.

A utilizacdo de graos de arroz, soja, ou mesmo de trigo como suporte, representam
uma alternativa para imobilizacdo de BAL devido as caracteristicas fisico-quimicas, pois a
presenca de proteinas, carboidratos, lipidios e fibras auxiliam no desenvolvimento e
preservacao dos micro-organismos (BOSNEA et al., 2009; 2015).
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A viabilidade celular nos biocatalizadores AP e Al mantiveram-se estdvel ao longo
dos 30 dias avaliados, conforme pode ser observado na Tabela 1.

Estes valores podem sofrer diferencas devido ao valor nutricional, pois, 0s agucares
livres localizam-se na camada externa do grdo, sendo sua concentracdo afetada pela
variedade, grau de polimento e processamento (MATSUO et al., 1995). O arroz integral
costuma ter valores maiores de proteinas, lipidios, cinza, fibra total, fibra insolivel e fibra
solivel comparado ao arroz parboilizado (WALTER, MARCHEZAN, DE AVILA, 2008),
com isso a imobilizacdo celular pode ser afetada pela aderéncia ao grao.

Ainda, os resultados obtidos ndo atendem ao niimero minimo de 10® e 10° UFC para
consumo imediato de produto probidtico, porém, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (2017), valores menores podem ser aceitos, logo comprovados sua eficicia e
sobrevivéncia a acidez gdstrica e aos sais biliares além de possuir seu efeito isolado ou em
alimento.

Tabela 1. Numero de células vidveis do isolado Pediococcus pentosaceus PP 170 durante
processo de imobilizagdo em graos de arroz parboilizado e arroz integral (biocatalizadores) ao
longo de 30 dias de refrigeracdo a 8 °C.

Biocatalizador Dia 0 Dia 10 Dia 20 Dia 30
UFC.mL !

Arroz parboilizado 6,65 + 0,50 6,32 + 1,00 6,48 + 0,50 6,27 + 0,00

Arroz integral 6,49 + 1,00 6,76 + 0,00 6,69 + 0,00 6,31 +0,00

Autor: Teixeira, 2018.

Com isso, podemos observar que diferentes subgrupos de arroz sdo eficientes para
utilizagdo como agentes para imobilizacao do isolado PP 170.

4 CONSIDERA COES FINAIS

O isolado P. pentosaceus PP 170, proveniente de queijo mussarela fatiado
comercializado em mercados e minimercados na cidade de Pelotas manteve sua viabilidade
sob armazenamento em refrigeracdo por até 30 dias utilizando grdos de arroz como suporte
para imobilizacdo, demonstrando caracteristica vantajosa para aplicacdo em alimentos.
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