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RESUMO - Foi feita uma análise do soro de leite no fermentado por Lactobacillus 

acidophilus LA- 5 para a produção de células de bactérias probióticas encapsuladas. A 

fermentação foi feita em um 2-litros B fermentador Biostat a 28 ± 1 ºC, sem suprimento 

de ar e agitação mantida em 200 rpm. Foram estudadas condições de processamento 

diferentes utilizando Center Composite Design aplicado a Metodologia de Superfície de 

Resposta. O rendimento máximo das células de 2,7 x10
10

 NMP/mL em 36 horas de 

fermentação foi obtido com 30,85 g/L de lactose, um valor de 6,45 e 1,04 g/L de 

inóculo de pH. O crescimento celular foi avaliado por meio de soro de leite 

reconstituído e fresco depois de 144 horas de fermentação em condições pré- 

otimizadas. A concentração das células após a fermentação foi 1010 NMP/mL em todos 

os ensaios.  

 

Palavras chave: Biotecnologia, processos fermentativos, lactose. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

 O Brasil é o sétimo maior produtor 

mundial de queijos com o total em 2005 de 

480.000 toneladas, gerando aproximadamente 

4,3 milhões de toneladas de soro de queijo 

(USDA, 2009) que, geralmente não é 

devidamente utilizado, podendo até 

representar problemas quando descartado sem 

tratamento. O soro de queijo tem basicamente 

três destinos principais. O primeiro é o 

processamento do mesmo a produtos e bebidas 

lácteas, produção de doces, salames e outros 

derivados que utilizam pequenas quantidades 

do mesmo pelo alto custo e a dificuldade de 

processá-lo. O segundo destino refere-se ao 

uso na alimentação animal, podendo ser 

utilizado na forma liquida ou seca. Finalmente, 
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o terceiro destino que seria o seu tratamento 

para posterior despejo no esgoto (Carminati, 

2001). 

 O soro lácteo, subproduto da industria 

de laticínios é uma matéria prima rica e nobre 

do ponto de vista nutricional, com alto teor de 

proteínas e vitaminas. Produtos tais como soro 

em pó, proteína do soro, queijo, lactose, ácido 

láctico, álcool, vinagre, probióticos e 

alimentos especiais (concentrado proteico, 

bebidas etc.) podem ser obtidos do soro de 

queijo (Ribeiro, 2000). 

 Devido ao alto volume gerado de soro 

torna-se importante a busca de novas 

alternativas para reduzir o potencial de 

poluição do soro e os custos associados ao 

tratamento do mesmo como efluente. Entre as 

atividades está o uso do soro como 

complemento na alimentação humana e animal 

de diversas formas como na produção de 

probióticos. 

 Os probióticos constituem 

microorganismos vivos que ao serem 

agregados como componentes da dieta 

exercem ação benéfica na flora intestinal 

microbiana tanto em animais como em 

humanos (Gueimonde et al., 2006). No caso de 

animais esta ação benéfica pode ser definida 

como ganho de peso, melhora na resistência a 

doenças e auxilio na recuperação de infecções 

microbianas (Balcazar et al., 2006) e para 

humanos ela esta associada a melhora de 

gastroenterites resistentes, melhora do quadro 

a intolerância a lactose, estimulação do 

sistema imune, redução do colesterol sérico, 

prevenção da formação de câncer e substancias 

carcinogênicas no intestino (Collins e Gibson, 

1999). 

 A partir destes aspectos, neste trabalho, 

realizou-se a otimização das condições de 

fermentação de soro para produção de 

probiótico de Lactobacillus acidophilus, 

variando o pH e a concentração do inóculo. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Microorganismo 

 A cultura de Lactobacillus acidophilus 

La-5 foi mantida a 5°C e replicada a cada 15 

dias, incubados durante 24 horas à 30° em um 

meio MRS selectiva (Man et al., 1960) 

composto por 10 g/L de peptona de caseína, 10 

g/g extracto de carne, 5 g/L de extracto de 

levedura, 20 g/L de glicose, 1 g/L de Tween 

80, 2g/L de K2HPO4, 5 g/L de CH3COONa , 

2g/l de citrato de amónio, 0,2g/L de 

MgSO4.7H2O e 0,05g/L de MnSO4.H2O .  

 A concentração de células foi medida 

em ensaios para determinar as concentrações 

de células secas e o número de células viáveis. 

A concentração de células secas foi medida 

como se segue: as células foram colhidas por 

centrifugação de 25 mL de meio cultivado 

(15.000g durante 15 min) e secou-se a 90 ± 1 º 

C, até que não haja uma detectável alteração 

no peso. As células viáveis foram obtidas pela 

metodologia Número Mais Provável (NMP) 

utilizando um meio MRS, tal como descrito 

por Man et al. (1960). Esta metodologia 

(NMP) foi escolhida devido à quantificação 

das células em condições isotérmicas a 35, 40, 

60 e 70ºC, como descrito abaixo, produz uma 

grande redução no número de células e NMP 

tem uma maior sensibilidade para a contagem 

extremamente baixa de microorganismos (Sun 

et al., 2006 ,. DiGeronimo et al., 1978). 

 

Lactose e concentração de proteína 

A concentração de lactose foi 

determinada por um espectrofotométrico com 

glicose oxidase (Leary et al., 1992) e o 

balanço de massa descrito por L=1,9 (G1-G2), 

em que L representa a concentração de lactose 

(g/L), e G1 e G2 são a concentração de glicose 

(g/L), antes e depois da hidrólise ácida (20 mL 

HCl 11,5, 90ºC durante 5 min). A redução do 

açúcar também foi medida pelo 3,5-ácido 

dinitrossalicílico (DNS) método (Miller, 

1959). A concentração de proteína foi 

determinada pelo ensaio de Lowry (Lowry, 

1951). 

 

Projeto experimental 

O projeto experimental de otimização 

da produção de Lactobacillus acidophilus foi 

testado utilizando o planejamento fatorial 

fracionário (FFD), com três repetições no 

ponto central e seis pontos axiais em um 1,8 

litros BioStat B fermentador a 28 ± 1 º C, sem 

suprimento de ar e com agitação mantida em 

200 rpm. Três fatores foram selecionados para 

utilização na experiência: concentração de 

lactose (X1), pH (X2) e o tamanho do inóculo 

(X3). As faixas das variáveis investigadas 



 

 

neste estudo foram: 20-40 g/L de lactose, 5-8 

para pH e 0,5-1,5 g/L tamanho de inóculo. 

Para criar uma superfície de resposta, os dados 

experimentais obtidos a partir do experimento 

acima foram descritos com a seguinte equação 

polinomial de segunda ordem: 

 
onde Y representa a concentração esperada de 

células de Lactobacillus acidophilus 

(NMP/ml), X1a concentração de lactose, X2 e 

X3 o pH e o tamanho do inoculo, e Ai com 

i=1,2,...,9 os parâmetros ajustáveis para o 

ajuste dos dados . 

 

Caracterização Cinética de Lactobacillus 

acidophilus 

 As curvas de crescimento foram 

determinadas tanto para o soro de leite 

reconstituído tanto para o  soro de leite fresco 

utilizando o mesmo reator utilizado para os 

estudos de otimização com as mesmas 

condições de otimização de 144 horas de 

fermentação. As amostras foram retiradas em 

intervalos regulares para determinar a 

quantidade de células viáveis e células secas, e 

as concentrações de proteína e lactose.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

 A Tabela 1 mostra os resultados dos 

ensaios e do planejamento fatorial de 36 horas 

de fermentação. A concentrações de células 

variou de 8,1 x 10
7
 NMP/mL (ensaio 3) a 3,5 × 

10
10

 NMP/mL (ensaio 16). Como pode ser 

visto, os melhores resultados foram 

encontrados no ponto central (Ensaios 15, 16 e 

17): (3,2 ± 1,3) x 10
10

, (3,5 ± 1,7) e × 10
10

 (3,0 

± 1,1) x 10
10

 NMP / mL.  

 O modelo matemático estabelecido 

pela equação (1) com os parâmetros 

estatisticamente significativos ao nível de 

confiança de 90% (Student’s t test) são 

apresentados na equação (2). O coeficiente de 

determinação (R2) foi de 87% significa que o 

modelo explicou 87% da variação na resposta 

variável. A concentração celular ótima foi 

encontrada a um pH de 6,45 e as 

concentrações de 30,85 g/L (lactose) e 1,04 

g/L (tamanho do inóculo). Estes resultados 

mostram a concordância qualitativa entre a 

concentração de células teórica e experimental. 
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A Figura 1 apresenta o efeito da 

concentração de lactose e tamanho do inóculo 

na concentração de células viáveis com o pH 

mantido no ponto central (pH 6,5), enquanto 

que a Figura 2 ilustra o efeito do tamanho do 

inóculo e pH na concentração de células 

viáveis com a concentração de lactose 

realizada no ponto central (30 g/L). Note que 

as concentrações de células viáveis são 

otimizadas para uma concentração de lactose 

de 27 a 35 g/L, tamanho de inóculo de 0,8 a 

1,2 g/L e pH de 6,0 a 7,0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabela 1: Estudo da concentração de lactose, pH e tamanho do inóculo

 

Ensaio X1 (g/L) X2 X3 (g/L) MPN/mL 

1 -1 (20) -1 (5,0) -1 (0,5) (9,2 ± 2,0)×10
7
 

2 -1 (20) -1 (5,0) +1 (1,5) (5,2 ± 2,3)×10
8
 

3 -1 (20) +1 (8,0) -1 (0,5) (8,1 ± 3,1)×10
7
 

4 -1 (20) +1 (8,0) +1 (1,5) (1,5 ± 2,6)×10
8
 

5 +1 (40) -1 (5,0) -1 (0,5) (6,0 ± 1,7)×10
8
 

6 +1 (40) -1 (5,0) +1 (1,5) (3,5 ± 3,2)×10
9
 

7 +1 (40) +1 (8,0) -1 (0,5) (7,9 ± 1,5)×10
8
 

8 +1 (40) +1 (8,0) +1 (1,5) (4,0 ± 3,3)×10
9
 

9 -α (16,4) 0 (6,5) 0 (1,0) (6,0 ± 1,8)×10
9
 

10 +α (43,531) 0 (6,5) 0 (1,0) (1,2 ± 2,3)×10
10

 

11 0 (30) -α (4,4) 0 (1,0) (7,2 ± 1,9)×10
9
 

12 0 (30) +α (8,52) 0 (1,0) (8,0 ±3,7)×10
8
 

13 0 (30) 0 (6,5) -α (0,3) (7,2 ± 2,5)×10
8
 

14 0 (30) 0 (6,5) +α (1,7) (1,2 ± 2,6)×10
10

 

15 0 (30) 0 (6,5) 0 (1,0) (3,2 ± 1,3)×10
10

 

16 0 (30) 0 (6,5) 0 (1,0) (3,5 ± 1,7 )×10
10

 

17 0 (30) 0 (6,5) 0 (1,0) (3,0 ± 1,1)×10
10

 

 

 

 
Figura 1 - Efeito da concentração de lactose e 

do tamanho do inóculo na concentração de 

células viáveis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2 - Efeito do tamanho do inóculo e do 

pH na concentração de células viáveis.  

 

Os resultados experimentais revelaram 

uma concentração otimizada de células viáveis 

de cerca de 1.010 NMP/mL e concentrações de 

células de 6,0 ± 0,7g/L. A concentração de 

células foi cerca de 1,38 vezes maior do que o 

relatado na literatura (Tari et al., 2009). 

 

CONCLUSÕES 

 

A partir dos resultados alcançados 

neste trabalho, foi possível concluir que o soro 

de leite tem um grande potencial para a  



 

 

 

produção de células imobilizadas de 

probióticos Lactobacillus acidophilus LA-5, 

não houveram tammbém diferenças 

significativas entre o uso de soro de leite 

reconstituído e o fresco. O planejamento  

fatorial mostrou claramente que as 

concentrações de células viáveis são 

otimizadas em concentrações de lactose de 27 

a 35 g/L, tamanho de inóculo de 0,8 a 1,2 g/L 

e pH de 6,0 a 7,0. 
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