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RESUMO: Bactérias ácido-láticas como Lactobacillus acidophilus possuem grande 
potencial de mercado devido aos seus efeitos probióticos e no processamento de 
produtos lácteos. Essas bactérias também sintetizam enzimas de interesse industrial, 
como a β-galactosidase (lactase). No entanto, a produção em larga escala desse 
produto é onerosa devido à formulação do meio de cultivo, levando a busca 
por alternativas para substituição total ou parcial. O líquido metabólico (LM) de 
microrganismos fotossintetizantes pode ser uma opção devido à quantidade de 
vitaminas, açúcares e proteínas liberadas no meio. A reutilização do LM é interessante 
para a produção comercial de L. acidophilus por reduzir os custos e prevenir a 
contaminação ambiental. O objetivo deste estudo foi avaliar o crescimento de L. 
acidophilus e a produção de β-galactosidase em meios de cultura contendo LM 
de microrganismos fotossintetizantes. L. acidophilus foi cultivada em meio 
convencional contendo diferentes concentrações de líquido metabólico de quatro 
microrganismos fotossintetizantes (Artrhospira platensis, Dunaliella tertiolecta, 
Chlorella vulgaris e Scenedesmus sp.) durante 72 horas, a 37 ºC. A cada 24h, foram 
avaliados o crescimento celular e a produção da enzima β-galactosidase. No geral, 
os maiores crescimentos observados foram nos meios contendo 25% e 50% de 
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líquido metabólico após 24h de cultivo. A melhor condição observada foi com 50% 
do líquido metabólico de C. vulgaris, obtendo-se mais de 60% e 90% do crescimento 
celular e da produção de β-galactosidase, respectivamente, quando comparado ao 
meio convencional, mostrando ser um resíduo líquido alternativo na substituição 
parcial do meio pelo crescimento de L. acidophilus e produção de β-galactosidase.

PALAVRAS-CHAVE: Enzima; Líquido metabólico; Probiótico; Resíduo.

ALTERNATIVE MEANS FORMED BY BYPRODUCTS OF 
PHOTOSYNTHETIZING MICROORGANISM CULTURE FOR THE 

GROWTH OF Lactobacillus acidophilus AND THE PRODUCTION 
OF β-GALACTOSIDASES

ABSTRACT: Acid-lactic bacteria such as Lactobacillus acidophilus are highly 
important on the market due to their probiotic effects and processing of lactic 
products. These bacteria synthesize enzymes with industrial interests such as 
β-galactosidases (lactase). However, large-scale production of the product is 
expensive due to the formulation of culture medium. Consequently, alternatives for 
total or partial replace are important. Photosynthetizing micro-organisms´ metabolic 
liquid (ML) may be an option due to the amount of vitamins, sugars and proteins 
released in the medium. ML reuse is interesting for the commercial production of L. 
acidophilus to reduce costs and avoid environmental contamination. Current study 
evaluates the growth of L. acidophilus and the production of β-galactosidases in 
culture media with ML of photosynthetizing micro-organisms. L. acidophilus was 
cultivated in a conventional medium with different concentrations of metabolic 
liquid of four photosynthetizing micro-organisms (Artrhospira platensis, Dunaliella 
tertiolecta, Chlorella vulgaris and Scenedesmus sp.) during 72 h, at 37ºC. Every 
24h, cell growth and enzyme β-galactosidases production were evaluated. Highest 
growth rates were, as a rule, reported in media with 25% and 50% of ML after a 24-h 
culture. Best condition comprised 50% of ML of C. vulgaris, with more than 60% and 
90% of cell growth and β-galactosidases production, respectively, when compared 
to conventional medium. Results show that it may be an alternative liquid residue 
in the partial replacement of the medium by the growth of L. acidophilus and the 
production of β-galactosidases.

KEY WORDS: Enzyme; Metabolic liquid; Probiotics; Residues.
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INTRODUÇÃO

Uma importante parte do mercado de alimentos com propriedades 
funcionais é representada pelos probióticos, que são microrganismos conhecidos por 
seus efeitos benéficos à saúde, tais como a manutenção do equilíbrio da microbiota 
intestinal, inibição do surgimento de bactérias patogênicas, redução do colesterol 
sérico, aumento da função imune e prevenção de alguns tipos de câncer (KECHAGIA 
et al., 2013). A maioria dos probióticos é representada pelas bactérias, dentre as 
quais as Bactérias Ácido-Láticas (BAL) são as mais comuns (SIRICHOKCHATCHAWAN 
et al., 2018). Os gêneros de bactérias mais comumente usados como probióticos 
são Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, 
Pediococcus, Propionibacterium, Leuconostoc e Bacillus (AMARA; SHIBL, 2015).

Lactobacillus sp. é o gênero mais abundante das BAL (DA SILVA SABO et 
al., 2014). Este microrganismo é responsável pelo acúmulo de altas concentrações 
de ácido lático extracelular levando à inibição e deterioração de microrganismos 
indesejáveis, além de favorecer no melhoramento das propriedades sensoriais 
de alimentos (CUI et al., 2016). Lactobacillus sp. também tem atraído a atenção 
por ser fonte potencial na produção de enzimas (KIM; GILLILAND, 1983) como a 
β-galactosidase, tradicionalmente usada para reduzir o teor de lactose em alimentos 
através do processo de hidrólise e a reação de transgalactosilação em que a lactose 
serve como receptor de galactosil, produzindo uma série de di, tri e tetrassacarídeos 
chamados galactooligossacarídeos (GOS) (TORRES et al., 2010). 

A produção extensiva de bioprodutos de origem microbiana tem levado à 
busca por alternativas que minimizem os custos do processo de cultivo. As BAL, 
por exemplo, são microrganismos tradicionalmente fastidiosos e têm requisitos 
complexos de nutrientes (FITZPATRICK; OKEEFFE, 2001), tornando o meio 
dispendioso para a utilização industrial. Assim, alguns estudos têm mostrado que o 
reúso do meio de cultura para o crescimento de microrganismos pode ser uma via 
alternativa para reduzir o uso de água e custos com meios de cultura. 

A reutilização do meio de cultura de microrganismos fotossintetizantes 
(MF) pode ser aplicada no crescimento de microrganismos devido à presença 
de compostos bioativos extracelulares (proteínas, carboidratos, vitaminas e sais 
minerais) que são liberados no meio durante o crescimento (FOGG, 1966; 1971). A 
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reutilização do líquido metabólico das microalgas Chlorela vulgaris, Scenedesmus 
obliquus e Nannochloropsis sp. tem sido bem-sucedida para o crescimento celular 
(HADJ-ROMDHANE et al., 2012; LÍVANSKY et al., 1996; RODOLFI et al., 2003).

Nos últimos anos, os microrganismos fotossintetizantes estão sendo 
explorados como uma fonte promissora para a produção de muitos produtos 
adicionados, incluindo nutrição comestível, produtos farmacêuticos e cosméticos, 
biocombustíveis, alimentos para animais e aquicultura, corantes naturais, etc (HAN et 
al., 2016; GULDHE et al., 2017). No entanto, apenas a biomassa de MF é processada 
para produtos atuais, enquanto grandes volumes de meio são inexplorados após a 
colheita de biomassa. O descarte indevido desse resíduo pode dar origem à poluição 
ambiental e ao custo de abastecimento de água (LIU et al., 2016). De acordo com Yang 
(2011) a reciclagem do meio de cultura pode reduzir a demanda de água em 84%. 
Portanto, a aplicação de métodos de reciclagem motivados pela geração simultânea 
de produtos de alto valor a partir do meio gasto tem potencial em perspectivas 
comerciais e ambientais (LIU et al., 2016).

O desenvolvimento de métodos econômicos que possam reduzir o custo 
do meio de cultura aumentará o potencial de mercado do Lactobacillus sp. Sendo 
assim, este estudo tem por objetivo avaliar o resíduo proveniente do cultivo de 
microrganismos fotossintetizantes no crescimento de L. acidophillus e produção de 
β-galactosidase com a redução da demanda de meio de cultura comercial.

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 MICRORGANISMO

Lactobacillus acidophilus foi isolada do fermento lácteo comercial 
Biorich® e estocada em leite desnatado reconstituído (LDR) 10% e 20% de glicerol 
sob 4 °C de congelamento. As culturas foram reativadas por duas vezes em LDR 10% 
e incubadas a 37 °C durante 24h entre as reativações.



1117Silva, Bezerra, Porto e Cavalcanti

Rev. Agro. Amb., v. 13, n.3, p. 1113-1127, jul./set. 2020 -  e-ISSN 2176-9168

2.2 CONDIÇÕES DE CULTIVO

O Líquido Metabólico (LM) de quatro microrganismos fotossintetizantes 
(Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp., Arthrospira platensis e Dunaliella tertiolecta) 
foram cedidos pelo Laboratório de bioativos (Lactecbio) da Universidade Federal 
Rural de Pernambuco e misturados com meio comercial Elliker broth (Lactobacilli 
broth, HIMEDIA) em diferentes proporções, como descrito no Quadro 1. O L. 
acidophilus foi cultivado em frascos Erlemenyer de 125 mL, contendo 50 mL de 
meio de cultura, com densidade ótica inicial de 0,1 (Micronal, modelo B582), em 
cultivo estático a 37 °C, durante 72h. A cada 24h, foram determinadas a concentração 
celular em 660 nm (PARADA et al., 1998) e a atividade da β-galactosidade.

Quadro 1. Meios constituídos por diferentes concentrações de LM em meio comercial
LM (%) Meio convencional (%)

0 100

25 75

50 50

75 25

100 0

2.3 EXTRAÇÃO DE β-GALACTOSIDASE

As células foram centrifugadas (8000 rpm, 10min, 4 °C), lavadas em tampão 
fosfato de sódio 0,1 mol L-1 pH 7,0, ressuspendidas no mesmo tampão e sonicadas 
durante 6 minutos em banho de gelo (homogeinizador ultrassônico Sonoplus, 
modelo HD 2070, Alemanha). O conteúdo foi centrifugado e o sobrenadante 
utilizado para dosagem enzimática.

2.4 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE β-GALACTOSIDASE

A determinação da atividade enzimática foi realizada de acordo com 
Nagy et al. (2001) modificado, onde 8,3 x 10³ mol L-1do substrato cromogênico 
o-nitrofenol-β-D-galactopiranosídeo (ONPG - Sigma Co, USA) foi dissolvido em 0,05 
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mol L-1 tampão fosfato pH 7.0. Foram adicionados 50 µL do substrato e 50 µL da 
enzima em microplaca de 96 poços e incubados em estufa por 30 minutos a 37 °C. 
A reação foi interrompida com adição de 200 µL de carbonato de sódio 0,1 mol L-1 
e a absorbância foi determinada a 405 nm (leitor de microplaca Bio-rad, modelo 
imark, Japão). Uma unidade da atividade enzimática foi definida como a quantidade 
de enzima que libera 1 mmol de ONP por minuto. 

2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os resultados obtidos nas análises foram submetidos a tratamento 
estatístico para o cálculo da média e desvio padrão dos experimentos em triplicata. 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 CRESCIMENTO DE Lactobacillus acidophilus

O crescimento de L. acidophilus nos diferentes meios de cultura está 
representado na Figura 1. O controle positivo com apenas o meio convencional 
(Elliker Lactobacilli broth) exibiu concentração celular máxima com D.O. igual a 
3,79 em 24h (Figura 1a). Para efeitos comparativos com os demais meios, pode-
se observar que os ensaios contendo LM de C. vulgaris apresentaram melhor 
desempenho frente ao sobrenadante dos demais microrganismos fotossintetizantes, 
obtendo D.O. igual a 2,47 com 50% de LM durante 48h (Figura 1b). Essa D.O. 
representa pouco mais de 60% de crescimento em relação ao meio convencional. A 
presença de proteínas, carboidratos e vitaminas no meio alternativo constituído por 
50% de LM de C. vulgaris provavelmente favoreceu o crescimento celular. Segundo 
Richmond (2004), a morte celular de C. vulgaris resulta na excreção e acumulação 
de proteínas, aminoácidos, lipídios e polissacarídios no sobrenadante, justificando 
o maior crescimento do L. acidophilus utilizando esse meio. No entanto, com o 
aumento da concentração do LM de C. vulgaris, menor foi a concentração do L. 
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acidophilus. Isso mostra que meio de cultura alternativo constituído com LM de C. 
vulgaris acima de 75% não é adequado para o crescimento de L. acidophilus.

O cultivo contendo 25% LM de D. tertiolecta obteve valor semelhante (D.O. 
= 2,4) ao obtido com 25% LM de C. vulgaris. No entanto, após 24h, a concentração 
celular reduziu no cultivo com 25% LM de D. tertiolecta (Figura 1c). Sugere-se que 
a alta salinidade no meio cultivo de D. tertiolecta inibiu o crescimento da bactéria. 
Isso pode ser observado na Figura 1c, quanto maior a concentração de LM de D. 
tertiolecta, menor foi o crescimento do L. acidophilus. Segundo Mishra et al. (2008), 
o gênero Dunaliela cresce em meio com altas concentrações salinas. A presença de 
sal no meio de crescimento pode afetar a membrana celular da bactéria, que por sua 
vez reduz o crescimento e atividade metabólica (SUNNY; ROBERTS, 2007).

Menor crescimento celular de L. acidophilus também foi observado nos 
meios contendo LM de A. platensis com D.O. máxima de 1,58 em 25% de concentração 
durante 24h (Figura 1d). O aumento da concentração de LM de A. platensis 
proporciou diminuição da concentração de L. acidophilus. Estes resultados estão de 
acordo com Parada et al. (1998) quando avaliaram o crescimento de Lactobacillus 
bulgaricus em meio suplementado com LM de Spirulina platensis (A. platensis). A 
baixa concentração celular está associada ao alto valor de pH do meio de cultura. O 
valor de pH do meio aumenta com o aumento da concentração de LM (8,7 a 10,0) 
proporcionando menor concentração de L. acidophilus. Taillandier et al. (1996) 
relataram que o pH 6,0 é o mais favorável para o crescimento de Lactobacilus. 
Estresses ácido-alcalinos são considerados condições que afetam o crescimento e 
a sobrevivência das bactérias ácido-láticas (BUNTHOF et al., 2001).  Sendo assim, 
o alto valor de pH foi uma condição desfavorável no crescimento de L. acidophilus 
quando cultivados em meio constituído LM de A. platensis.

O cultivo utilizando meio de cultura contendo LM de Scenedesmus sp. 
apresentou baixa concentração celular, independente da concentração utilizada, 
e não foi observado crescimento celular no meio de cultura constituído apenas 
com  LM de Scenedesmus sp. (Figura 1e). O gênero Scenedesmus libera poucas 
quantidades de substâncias no meio durante o crescimento (PEKTOV et al., 2010), 
contribuindo para o menor crescimento de L. acidophilus. Logo, o meio se torna 
nutricionalmente pobre para o desenvolvimento da bactéria à medida que a 
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concentração do LM aumenta. De acordo com Cui et al. (2016) o crescimento de L. 
acidophilus é limitado quando o meio de cultura contém pouco nutriente. 

Desse modo, a melhor condição para o cultivo de L. acidophilus em meio 
de cultura alternativo foi utilizando LM de C. vulgaris, que proporcionou maior 
aumento da massa celular frente os demais meios, sendo 50% a concentração 
adequada. 

Figura 1. Crescimento de L. acidophilus em meio de cultura convencional, pH 6,8 (a) e meios de 
culturas alternativos constituídos por líquido metabólico de C. vulgaris, pH 7-7,5 (b), D. tertiolecta, 
pH 6,5-6,7 (c) A. platensis, pH 8,7-10 (d) e Scenedesmus sp. pH 7-7,5 (e). Valores de concentração 

em meio Elliker com (♦) 25%, (■) 50%, (▲) 75% e (×) 100% de LM.
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3.2 PRODUÇÃO DE β-GALACTOSIDASE

A produção da β-galactosidase por L. acidophilus nos diferentes meios de 
cultivo está representada na Figura 2. A produção de β-galactosidase foi utilizada 
como parâmetro para analisar o comportamento fisiológico da L. acidophilus frente 
à substituição do meio de cultura convencional pelos meios de cultura alternativos 
constituídos pelo LM dos diferentes microrganismos fotossintetizantes. A produção 
de β-galactosidase foi avaliada com 24h da fermentação da L. acidophilus, 
alcançando pelo controle positivo a atividade enzimática de 30,12 U/ml, obtida no 
meio convencional presente em todos os gráficos (Figura 2).

 

Figura 2. Atividade enzimática de β-galactosidase de L. acidophilus cultivada em meios alternativos 
contendo LM de C. vulgaris (a), D. tertiolecta (b), A. platensis (c) e Scenedesmus sp. (d).
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Os maiores valores de atividade enzimática obtidos foram em meio de 
cultura constituído pelo LM da C. vulgaris, obtendo resultados próximos ao do meio 
de cultura convencional quando utilizando a concentração de 25% (27,83 U/mL, 
Figura 2a). A atividade da β-galactosidase de L. acidophilus diminui com o aumento 
da concentração do LM no meio de cultura, sendo a mínima de 12,37 U/mL em meio 
constituído por 100% de LM de C. vulgaris. No entanto, esse valor foi maior que o 
obtido por Kluyveromyces marxianus cultivado em soro de leite bovino como meio 
alternativo para a produção de β-galactosidase (10,4 U/mL) (BRAGA et al., 2012).  

A maior atividade de β-galactosidase produzida por L. acidophilus foi 
de 9,68 U/mL quando cultivada no meio alternativo constituído por LM de D. 
tertiolecta. Com o aumento da concentração do LM acima de 50%, menores foram 
as atividades enzimáticas (Figura 2b). Do mesmo modo como o ocorrido com o 
crescimento celular, a alta salinidade do meio também afetou a produção da enzima. 
Segundo Malakar et al. (2014) altas concentrações salinas inibiram a síntese e a 
atividade de β-galactosidase produzida por E. coli.

Outro fator que influencia na produção da β-galactosidase por L. acidophilus 
é o pH do meio de cultura (GANDHI et al., 2014). Os meios alternativos constituídos 
por LM de A. platensis obtiveram valores de pH entre 8,7 e 10,0. No meio de cultura 
com 25% de LM de A. platensis  foi obtido o menor valor de pH e maior atividade 
enzimática de 14,13 U/mL. O meio de cultura mais alcalino (pH = 10,0; 100% de 
LM da A. platensis) proporcionou a menor atividade da  β-galactosidase (4,36 U/
mL; Figura 2c). Gupte e Nair (2010) relataram que o melhor pH para produção 
de β-galactosidase é 5,0. Desse modo, a utilização do LM de A. platensis no meio de 
cultura proporciona um pH do meio alcalino, não sendo adequado para a produção 
β-galactosidade por L. acidophilus.

A produção da β-galactosidase em meio de cultura contendo LM 
de Scenedesmus sp. foi limitada, obtendo o maior valor de 10,75 U/ml com 25% 
e LM. Esse valor diminui com o aumento da concentração do LM (Figura 2d). 
Efeito semelhante foi observado na concentração celular do L. acidophilus. Poucos 
metabólitos são liberados no LM de Scenedesmus sp., o que contribuiu para a menor 
concentração celular e produção da β-galactosidase por L.acidophilus. 

Joo et al. (2005) estimam que aproximadamente 30-40% dos custos de 
produção estão correlacionados com os constituintes do meio de cultura. No 
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presente estudo, a maior atividade enzimática obtida foi utilizando LM de C. vulgaris, 
sendo, portanto uma fonte alternativa para a produção do meio de cultura para o 
crescimento celular e produção de β-galactosidase por L. acidophilus. Altos valores 
de pH e salinidade diminuem o crescimento celular e produção de β-galactosidase 
por L. acidophillus, limitando o uso de LM de A. platensis e D. tertiolecta na 
constituição de meios de cultura alternativos.

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Foi constatado que a existência de agentes inibidores presentes nos meios 
contendo resíduo de D. tertiolecta, Scenedesmus spp. e Arthrospira platensis 
influenciou tanto no crescimento da bactéria quanto na produção da enzima, porém 
o resíduo da Chlorella vulgaris se mostrou promissor, principalmente na produção 
da β-galactosidase, por se tratar de uma enzima digestiva com uma importante 
aplicabilidade, como a produção de produtos livres de lactose. 

O resíduo do cultivo de microrganismos fotossintetizantes ainda é algo 
pouco explorado, embora existam relatos de que esse material possui substâncias 
que podem ser reaproveitadas. Em suma, os dados apresentados aqui indicam que 
esse resíduo pode ter potencial para ser utilizado no cultivo de microrganismos 
como L. acidophilus e seus produtos favorecendo na redução do custo de produção 
bem como para um ambiente mais seguro, que de outro modo poderia ser um 
poluente.
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