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RESUMO

CASTRO CISLAGHI, Fabiane Picinin de. Soro de leite como agente
encapsulante de Bifidobacterium BB-12 por spray drying. 2012. Tese
(Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) — Programa de Pds-graduacédo
em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis — SC.

O soro de leite € o principal subproduto da industria lactea. Apesar do
seu elevado valor nutricional, o aproveitamento do soro de leite ainda é
pequeno. Novas alternativas para utilizacdo do soro sdo necessarias a
fim de reduzir seu desperdicio e a poluicdo ambiental causada quando
ndo descartado adequadamente. O objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial do soro de leite liquido como agente encapsulante de
Bifidobacterium BB-12 por spray drying, comparando-o com a goma
arabica, a qual é tradicionalmente utilizada na tecnologia de
microencapsulacdo. O rendimento da microencapsulacdo e a viabilidade
das microcapsulas durante o armazenamento foram determinados.
Quando o soro de leite foi utilizado como agente encapsulante, o
rendimento da microencapsulacdo foi maior e a viabilidade das células
manteve-se elevada e constante durante doze semanas. A caracteriza¢do
das microcdpsulas foi realizada através da determinacdo da
microestrutura, umidade, atividade de agua, tempo para dissolucdo em
agua e em o6leo e a cor. As microcapsulas obtidas com ambos agentes
encapsulantes apresentaram didmetros em torno de 11 um e formato
esférico, com a presenca de concavidades, tipicas de produtos
atomizados. O contetudo de agua residual e a Aw obtidos estdo dentro
dos limites para produtos atomizados e também dentro do recomendado
para garantir a estabilidade microbiol6gica. O tempo para dissolucdo em
6leo foi menor do que em agua tanto para as microcapsulas produzidas
com goma ardbica quanto para as produzidas com soro. As
microcapsulas elaboradas com soro de leite apresentaram dissolucéo
mais rapida tanto em agua quanto em o6leo quando comparadas as
microcdpsulas com goma ardbica. Ambas as microcépsulas
apresentaram coloragdo clara, sendo observada tonalidade mais
vermelha e amarela nas elaboradas com soro do que nas obtidas com
goma arébica. Em um segundo momento, foi avaliada a sobrevivéncia
em condi¢bes gastrointestinais simuladas, a tolerdncia ao NaCl e a
viabilidade durante o armazenamento das microcapsulas obtidas com
soro de leite. Foi observada uma pequena reducdo na viabilidade de
Bifidobacterium microencapsulada em pH baixo. Quanto & exposicao a



bile, a microencapsulacdo com soro de leite ndo protegeu as células
probidticas, no entanto, a viabilidade das microcapsulas permaneceu > 6
log UFC/g mesmo apds 24 horas de incubacgdo na maior concentragao de
bile estudada. A microencapsulagdo ndo teve influéncia na
suscetibilidade da cultura ao sal. Quando as microcapsulas foram
adicionadas em sobremesa l4ctea, a populacdo do probidtico manteve-se
acima de 7 log UFC/g por 6 semanas. O soro de leite apresentou-se
como um eficiente agente encapsulante de Bifidobacterium por spray
drying.

Palavras-chave: Soro de leite. Microencapsulacéo. Bifidobacterium.
Probidticos. Spray drying. Goma arabica.



ABSTRACT

CASTRO CISLAGHI, Fabiane Picinin de. Whey as the encapsulating
agent of Bifidobacterium BB-12 by spray drying. 2012. Tese
(Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) — Programa de Pds-graduacéo
em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis — SC.

The whey is the main by-product of the dairy industry. Despite its high
nutritional value, the use of the whey is still small. New alternatives of
usage are required to reduce its waste and environmental pollution,
which are caused if it is not disposed properly. The objective of this
study was to evaluate the potential of liquid whey as the encapsulating
agent Bifidobacterium BB-12 by spray drying, compared with arabic
gum, which is typically used in microencapsulation technology. The
microencapsulation yield and viability during storage were determined.
When the whey was used as the encapsulating agent, the
microencapsulation yield was higher, and cell viability remained high
and steady for twelve weeks. The characterization of the microcapsules
was performed by determining the microstructure, moisture, water
activity, time for dissolution in water and in oil and by the color. The
microcapsules obtained with both encapsulating agents had diameters of
about 11 um and spherical shape, with the presence of dimples, which
are typical in atomized product. The residual water content and Aw
obtained are within the range for atomized products and also within the
recommended range to ensure microbiological stability. The time for
dissolution in oil was lower than in water, for the microcapsules made
with gum arabic as much as for the ones which were produced with
whey. Microcapsules prepared with whey had much more rapid
dissolution in water and in oil, when compared to microcapsules with
gum arabic. Both microcapsules showed clear color. It was observed
more red and yellow shades in microcapsules made with whey than in
those obtained with gum arabic. In a second step, it was evaluated the
survival of microcapsules obtained with whey under simulated
gastrointestinal conditions, their tolerance to NaCl and their viability
during storage. The results showed a small decrease in the viability of
microencapsulated Bifidobacterium at low pH. In relation to the
exposure of Bifidobacterium to bile, microencapsulation with whey did
not protect the probiotic cells; however, the viability of the
microcapsules remained >6 log cfu/g, even after 24 h of incubation at



the highest bile concentration analyzed. No growth was noted with
either the free cells or the microencapsulated cells on MRS-LP with
NaCl. The viability of the microcapsules stored at 4 °C remained high
and constant for 12 weeks. When the microcapsules were added to a
dairy dessert, the probiotic count remained above 7 log cfu/g for 6
weeks. The whey was shown to be an effective encapsulating agent of
Bifidobacterium by spray drying.

Keywords: Whey. Microencapsulation. Bifidobacterium. Probiotics.
Spray drying. Gum arabic.
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1 INTRODUCAO

Devido aos seus reconhecidos beneficios a salde, os probiodticos
tém sido incorporados em uma variedade de alimentos como cereais
(PITKALA et al., 2007), derivados da soja (WANG; YU; CHOU, 2004;
EL-GAWAD et al., 2005), iogurtes e outros leites fermentados, queijos,
sorvetes e sobremesas (ALAMPRESE et al., 2002; BOYLSTON et al.,
2004; ANAL; SINGH, 2007; CRUZ et al., 2009a; LORENZ, 2009;
FRITZEN-FREIRE et al., 2010).

No entanto, para exercer os efeitos benéficos a salde, os
probidticos devem permanecer viaveis no alimento até o0 momento do
consumo em grandes quantidades, e ser capazes de sobreviver a
passagem pelo trato  gastrointestinal  (GILLILAND, 1989;
KAILASAPATHY; CHIN, 2000; DEL PIANO et al., 2006; SHAH,
2007). Segundo Del Piano et al. (2006) e Anal e Singh (2007) a baixa
viabilidade desses microrganismos é o maior problema enfrentado pela
industria de alimentos.

A microencapsulacdo pode ser empregada para melhorar a
viabilidade dos probiéticos durante o processamento e armazenamento
dos produtos (KHALIL; MANSOUR, 1998; TRUELSTRUP HANSEN
et al., 2002; KIM et al., 2008). Segundo Mattila-Sandholm et al. (2002),
a microencapsulacdo é a tecnologia que possibilita uma maior utilizacdo
dos probidticos em novos alimentos.

Mesmo que promissoras em escala laboratorial, as tecnologias
desenvolvidas ainda apresentam sérias dificuldades para producdo de
microrganismos microencapsulados em grande escala (PICOT;
LACROIX, 2004; LACROIX et al., 2005; ANAL; SINGH, 2007). Além
disso, até o momento, as pesquisas tém focado principalmente na
sobrevivéncia dos microrganismos em baixo pH e alta concentracdo de
bile (ANAL; SINGH, 2007; ANNAN; BORZA; TRUELSTRUP
HANSEN, 2008; GBASSI et al., 2009). Segundo Doleyres e Lacroix
(2005) e Gharsallaoui et al. (2007), muitas pesquisas ainda devem ser
feitas em relacdo a escolha do material encapsulante de acordo com as
propriedades fisico-quimicas do ingrediente a encapsular e as
propriedades desejadas das microcéapsulas.

Dos varios materiais que tém sido utilizados como agentes
encapsulantes por spray drying, a goma arabica se destaca. Entretanto,
capsulas de goma arabica apresentam uma limitada barreira a oxidagéo,
pois atuam como uma membrana semipermedavel e sua permeabilidade
ao oxigénio é um fator preponderante na vida util do material
encapsulado (GHARSALLAOUI et al., 2007). Nesse sentido, o
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emprego de outros agentes encapsulantes se faz necessario para
melhorar o processo de microencapsulacdo de probidticos.

Além do tradicional emprego do soro de leite na elaboracdo de
bebidas lacteas (ALMEIDA; BONASSI; ROCA, 2001; SIVIERI,
OLIVEIRA, 2002; PENNA; OLIVEIRA; TAMIME, 2003; MAGENIS
et al., 2006; CUNHA et al., 2008; CASTRO et al., 2009a; CASTRO et
al., 2009b; CUNHA et al., 2009), novas e interessantes aplicagdes para o
soro tém sido desenvolvidas. Um exemplo é o uso de proteinas do soro
como encapsulantes ou coadjuvantes de encapsulacdo de componentes
bioativos e funcionais como Oleos essenciais, ©Omega-3 e
microrganismos probioticos (SMITHERS, 2008).

Proteinas do soro de leite, na forma de concentrado ou isolado,
tém sido utilizadas na microencapsulacdo de probidticos (GUERIN;
VUILLEMARD; SUBIRADE, 2003; PICOT; LACROIX, 2004; REID
et al., 2005; REID et al., 2007; RODRIGUEZ-HUEZO et al., 2007;
GBASSI et al., 2009). Alguns trabalhos também empregaram soro doce
concentrado e permeado de soro (PIMENTEL-GONZALEZ et al., 2009;
RIVEROS et al., 2009). No entanto, até o momento, ndo existem
estudos sobre o uso de soro de leite liquido, sem qualquer tratamento
prévio, como agente encapsulante de probiéticos pelo método de spray
drying.

A proposta deste trabalho estd focada nessa necessidade de
selecdo de novos materiais encapsulantes de bifidobactérias, a fim de
aumentar a viabilidade desses microrganismos. Pesquisas para
otimizacdo da tecnologia de microencapsulagdo sdo extremamente
importantes, pois podem permitir o desenvolvimento de novos produtos
probidticos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
do soro de leite liqguido como agente encapsulante de Bifidobacterium
BB-12 por spray drying.

Na estrutura desta tese, além do embasamento tedrico constante
na revisao de literatura, serdo apresentados os trés artigos resultantes dos
experimentos, 0s quais sdo intitulados:

—Potencial do soro de leite liquido como agente encapsulante de
Bifidobacterium BB-12 por spray drying: comparacdo com goma
arabica (publicado na Ciéncia Rural)

— Caracterizacdo de microcapsulas de Bifidobacterium BB-12
obtidas por spray drying com soro de leite liquido e goma arabica

— Bifidobacterium BB-12 microencapsulada por spray drying
com soro de leite: sobrevivéncia em condi¢bes gastrointestinais
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simuladas, tolerancia ao NaCl e viabilidade durante o armazenamento
(publicado no Journal of Food Engineering)
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 SORO DE LEITE

O soro de leite, principal produto secundario da industria lactea
(SMITHERS, 2008; DRAGONE et al., 2009), é o liquido residual
obtido a partir da coagulacdo do leite destinado a fabricacdo de queijos
ou de caseina (BRASIL, 2005). De acordo com a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) o Brasil é 0 5° maior produtor de
leite no mundo, com uma producdo de aproximadamente 30 bilhdes de
litros em 2010. Cerca de 34% do leite sob inspecdo federal (SIF) é
destinado & fabricacdo de queijos. A producdo brasileira de queijo
estimada para 2008 foi de 640.000 toneladas (BRASIL, 2012b);
considerando que a partir de 10 litros de leite produz-se em média um
quilo de queijo e 9 litros de soro (GONZALEZ SISO, 1996), foram
gerados cerca de 5,76 bilhGes de litros de soro nesse mesmo ano.

O descarte do soro constitui uma perda significante de alimento
potencial e energia, pois 0 soro retém aproximadamente 55% do total de
nutrientes do leite. Os mais abundantes desses nutrientes sdo lactose
(45-50 g/L), proteinas sollveis (6-8 g/L), lipidios (4-5 g/L) e sais
minerais (8-10% do extrato seco). Os sais minerais consistem em NaCl
e KCI (mais que 50%), sais de calcio (principalmente fosfato) e outros.
O soro também contém quantidades apreciaveis de acido latico (0,5 g/L)
e acido citrico, compostos nitrogenados nao-protéicos (uréia e acido
drico) e vitaminas do complexo B (GONZALEZ SISO, 1996;
PANESAR et al., 2007). A composicdo do soro depende da composi¢do
guimica do leite, dos processos tecnoldgicos empregados e do tipo de
gueijo fabricado (ANTUNES, 2003).

O soro representa uma excelente fonte de proteinas funcionais
(SMITHERS, 2008). As proteinas do soro correspondem a 20% das
proteinas do leite e as principais sdo a B-lactoglobulina (56-60%), a-
lactoalbumina  (18-24%), soroalbumina  bovina (6-12%) e
imunoglobulinas (6-12%) (MORR; HA, 1993) (Tabela 1). Do ponto de
vista aminoacidico (aminoacidos essenciais), as proteinas de soro
apresentam quase todos os aminoacidos essenciais em excesso as
recomendacOes, exceto pelos aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina) que ndo aparecem em excesso, mas atendem as recomendacoes
para todas as idades. Além disso, apresentam elevadas concentracdes
dos aminodcidos triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e lisina
(SGARBIERI, 2004).
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Tabela 1. Principais proteinas do soro de leite.

Proteinas

B-Lg* a-La* Soroalbumina Imunoglobulinas
Concentracao

2,0-40 06-1,7 0,4 0,4-1,0
(9/L)
Ponto 52  42-45  47-49 5,5-8,3
isoelétrico
Peso
molecular 18.300  14.200 66.300 80.000-90.000
(Da)

* B- Lg = B-lactoglobulina; a- La = a-lactoalbumina.
Fonte: Morr e Ha (1993); Ordéfiez et al. (2005)

A qualidade nutricional de uma proteina é comumente expressa
pelos seguintes pardmetros: indice de amino&cidos corrigidos para
digestibilidade protéica (Protein Digestibility Corrected Amino Acid
Score, PDCAAS); relacdo de eficiéncia protéica (Protein Efficiency
Ratio, PER); e valor bioldgico (Biological Value, BV). As proteinas do
soro apresentam dois desses indices (PER e BV) mais elevados do que
as caseinas e comparaveis a proteina do ovo (Tabela 2) e, portanto, séo
consideradas altamente digeriveis e absorvidas pelo organismo humano
(SGARBIERI, 2004). Devido ao seu elevado valor biolégico sdo
necessarios apenas 14,5 gramas de proteinas do soro por dia para
satisfazer as necessidades diérias protéicas, em comparagdo com 17,4
gramas de proteina do ovo (LAGRANGE; DALLAS, 1997).

Tabela 2. Valores de qualidade nutricional de algumas proteinas.

Proteina PDCAAS" PER® BV®
Proteinas do soro 1,00 3,2 100
Ovo inteiro 1,00 3,8 88-100
Caseinas 1,00 25 80
Conc_entrado de proteina 0,99 2.2 70
de soja

Proteina da carne 0,92 2,9 80

1. Obtido pela comparagdo da composicdo de aminoacidos essenciais da
proteina sendo avaliada com um padrdo de referéncia estabelecido pela
FAO/WHO, considerada a digestibilidade protéica.

2. Relagdo entre ganho de peso e proteina consumida por animais em
crescimento, sob condicdes padréo.
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3. Representa aquela fracdo de proteina que, absorvida pelo organismo, é retida
para manutencgdo e crescimento.
Fonte: Antunes (2003)

Além das propriedades nutricionais, as proteinas do soro
apresentam propriedades funcionais tecnoldgicas de grande interesse
para a industria de alimentos, como a solubilidade em ampla faixa de
pH, a alta capacidade de retencdo de &gua e as propriedades
emulsificantes (CHATTERTON et al., 2006). Atribuem-se também as
proteinas do soro de leite propriedades funcionais fisioldgicas, como
atividades anti-cancer, hipocolesterolémica, anti-inflamatéria, de
protecdo e reparo das células entéricas, acdo imunomoduladora,
antiulcerogénica, anti-hipertensiva e beneficio a atividade esportiva
(McINTOSH, 1998; MORENO, 2002; ROSANELI, 2002; COSTA,
2004; SGARBIERI, 2004).

Com o uso da tecnologia de membranas (microfiltracdo,
ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose reversa) associada a técnicas como
spray drying e cristalizacdo, pode-se obter soro em pd, lactose e
proteinas do soro (PAPACHRISTOU; LAFAZANIS, 1997; BICKERS;
BHAMIDIMARRI, 1998). A secagem e a remocdo de componentes
ndo-protéicos, com o aumento da concentracdo em proteinas, levam a
produtos comerciais, denominados concentrados (WPC — whey protein
concentrate, com 25 a 80% de proteinas) ou isolados (WPl — whey
protein isolate, 90% de proteinas) de proteinas do soro do leite
(ANDRADE; NASSER, 2005).

O soro pode ser ainda utilizado como substrato em processos de
bioconversdo com  microrganismos (como Candida  krusei,
Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis e Torulopsis cremoris)
para produzir biomassa microbiana (single cell protein) e metabélitos
como &lcool, aldeidos e ésteres (GONZALEZ SISO, 1996; CRISTIANI-
URBINA et al., 2000).

Soro e produtos de soro tém sido empregados com sucesso na
indUstria de alimentos, sendo que o valor nutricional e o custo razoavel
sdo fatores chave que estimulam essa utilizagdo (LIU et al., 2005). Pode
ser utilizado na elaboracdo de produtos dietéticos, nos quais age como
substituto de gordura, em produtos de panificacdo, confeitaria, carneos,
sopas, molhos para salada, alimentos infantis, bebidas para atletas,
dietas enterais e em produtos lacteos (ANTUNES; CAZETTO; BOLINI,
2004; BRANS, 2004; MENEZES, 2011).
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Apesar da elevada producdo de soro, o Brasil importa grande
guantidade de soro de leite em pd. O consumo total nacional de soro de
leite em po € de 62 mil toneladas por ano. A producdo nacional anual é
de aproximadamente 22 mil toneladas, sendo necessario, portanto, a
importacdo de cerca de 40 mil toneladas de soro em p6 por ano
(SOORO, 2007 apud TULLIO, 2007). De acordo com a Embrapa, 0
Brasil importou cerca de 32 mil toneladas de soro em 2005 (BRASIL,
2012b).

Desta forma, mesmo com as evolugbes tecnoldgicas para a
transformacdo do soro em outros produtos, sua utilizagdo ou descarte
ainda é um problema na industria de laticinios (FERCHICHI et al.,
2005; PANESAR et al., 2007). Paises como Estados Unidos, Australia,
Canada e Nova Zelandia e na¢bes da Unido Européia processam este
subproduto reconhecendo-o como ingrediente funcional e agregando
valor & linha de producdo da industria lactea (SILVA; BOLINI, 2006).
Infelizmente essa ainda ndo é a realidade do Brasil, onde grande parte
do soro de leite é destinada a alimentacdo animal ou descartada
diretamente em rios e solos, sem qualquer tratamento prévio.

2.1.1Tipos de soro de leite

Dependendo do método de obtencéo, o soro pode ser classificado
em soro doce e soro acido; o soro doce (pH aproximado de 6,4) é obtido
a partir da acdo de uma enzima proteolitica no leite, enquanto o soro
acido (pH aproximado de 4,5) é resultante da coagulacdo do leite por
acao de um &cido e aquecimento (85° - 90° C) (ORDONEZ et al., 2005).
As principais diferencas entre os dois tipos de soro sdo a acidez e o
conteldo mineral (ANTUNES, 2003; KOSSEVA et al., 2009). Além
disso, 0 soro doce contém maior quantidade de peptideos e aminoacidos
livres, por ser resultado da acdo da enzima sobre a caseina (TULLIO,
2007). A concentracdo de lactose no soro &cido é menor do que no soro
doce devido ao processo de fermentacdo, pois uma fracdo da lactose é
transformada em 4cido latico durante a formacdo da coalhada
(coagulagdo). No soro &cido hd um maior teor de 4cido latico e minerais
como o célcio e fosforo, devido a solubilizagdo do complexo célcio-
fosforo, existente nas micelas de caseina, em pH acido (MIZUBUTI,
1994; WONG et al., 1999; FERREIRA, 2003 apud VIEIRA, 2006). A
Tabela 3 apresenta a variagao percentual da composi¢do dos soros doce
e 4cido.
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Tabela 3. Variacdo percentual da composi¢ao dos soros doce e acido.

Componente (%, m/m) Soro doce Soro acido
Umidade 93,0-94,0 94,0-95,0
Lipidios 0,3-0,5 0,3-0,6
Proteinas 0,8-1,0 0,8-1,0
Lactose 4,5-5,0 3,8-4,2
Minerais 0,5-0,7 0,7-0,8
Acido latico e outros 0,1 0,1-0,8

Fonte: Madrid, Cenzano e Vicente (1996)

O soro doce tem ampla gama de aplicacdo na area de alimentos,
enquanto que o soro acido é pouco empregado, sendo utilizado como
coagulante na fabricagéo do “queso blanco” e para suplementar sucos de
frutas acidas, mas pode deixar um gosto residual salgado (MIZUBUTI,
1994), e pelo seu forte sabor acido, é menos aceito pelos consumidores
(FERREIRA, 2003 apud VIEIRA, 2006).

2.1.2 Poder poluente do soro

A industria leiteira gera efluentes liquidos significativos, cuja
disposicdo exige uma grande quantidade de investimentos.
Aproximadamente 85% do total de leite utilizado para a fabricacdo de
gueijo é descartado como soro de leite (PANESAR et al., 2007). A
maioria das industrias ndo tem sistemas de tratamento prdprios para seu
descarte (DRAGONE et al., 2009) e como conseqléncia,
aproximadamente 50% de todo o soro liquido produzido ndo é
aproveitado, sendo este nimero ainda maior se forem consideradas as
micro e pequenas empresas (LIRA et al., 2009).

O soro possui uma Demanda Biogquimica de Oxigénio (DBO) de
30.000-50.000 mg de O,/L, sendo este valor cerca de 100 vezes maior
gue a carga organica presente no esgoto doméstico (GIROTO;
PAWLOWSKI, 2001; MACHADO et al., 2001; RICHARDS, 2002). A
DBO mede a quantidade de oxigénio necessaria para estabilizar
biologicamente a matéria organica presente em uma amostra, apds um
determinado tempo (5 dias) e a uma dada temperatura (20°C) (PESSOA,;
JORDAO, 1982). A DBO é diretamente proporcional ao potencial
poluidor de um residuo ou substancia (OLIVEIRA, 2006). A lactose é a
principal responsavel pela elevada DBO do soro (GIROTO;
PAWLOWSKI, 2001).

Por apresentar alta concentrago de matéria organica e deficiéncia
em nitrogénio, a estabilizacdo por métodos convencionais para
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tratamento biolégico do soro é dificultada (GIROTO; PAWLOWSKI,
2001) e apresenta elevado custo (OZMIHCI; KARGI, 2007).
Considerando uma produgdo média de 10.000 litros de soro por dia, esta
teria 0 poder poluente equivalente ao de uma populacdo de 5.000
habitantes (LIRA et al., 2009). Quando descartado no solo, ele afeta a
estrutura fisica e quimica deste, diminuindo os rendimentos agricolas;
quando langado em corpos d’agua, reduz a vida aquatica, pois esgota o
oxigénio dissolvido (PANESAR et al., 2007). Portanto, alternativas
tecnoldgicas para 0 adequado aproveitamento do soro sdo fundamentais.

2.2 MICRORGANISMOS PROBIOTICOS

A palavra “probiotico” deriva do grego e significa “para a vida”.
Os probidticos foram classicamente definidos como suplementos
alimentares a base de microrganismos vivos que afetam beneficamente o
hospedeiro, promovendo o balanco de sua microbiota intestinal
(FULLER, 1989). Entretanto, de acordo com a definigdo atual aceita
internacionalmente, probidticos sdo microrganismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a salde
do hospedeiro (FAO/WHO, 2002).

Bactérias probidticas sdo habitantes normais do trato
gastrointestinal humano (GOMES; MALCATA, 1999; SHAH, 2007) e
sua populacdo é influenciada pela idade, dieta, antibi6ticos, estresse
entre outros fatores (ARUNACHALAM, 1999). H& evidéncias
crescentes de que a microbiota intestinal é importante para manter a
homeostase do individuo (CURTIS; SPERANDIO, 2011). Assim, a
idéia de manter um equilibrio microbiano saudavel, ou de restaurar a
homeostase da microbiota através do consumo de probidticos esta
ganhando popularidade (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001;
GAREAU; SHERMAN; WALKER, 2010).

O ndmero de produtos disponiveis e a familiaridade do
consumidor com o conceito de probidtico tém aumentado e,
conseqiientemente, a pesquisa com este tipo de produto também tem
crescido (CRUZ et al., 2009b). De acordo com Semyonov et al. (2010),
o0s alimentos probidticos dominam o marketing industrial de alimentos
funcionais, representando cerca de 65% do mercado mundial
(AGRAWAL, 2005). Segundo Jankovic et al. (2010) e Nazzaro et al.
(2011) este mercado continua expandindo. Os exemplos mais
conhecidos séo leites fermentados e iogurtes (NAGPAL et al., 2007), no
entanto, outros derivados lacteos como queijos, sorvetes e sobremesas
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também tém sido utilizados como veiculos de probidticos
(RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010).

As principais espécies probidticas pertencem aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium (SHAH, 2007). No Brasil séo
aprovadas para uso como probidticos as espécies: Lactobacillus
acidophilus, L. casei shirota, L. casei var. rhamnosus, L. casei var.
defensis, L. paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, B.
animallis (incluindo a subespécie B. lactis), B. longum e Enterococcus
faecium (BRASIL, 2012a).

Um grande namero de cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium
é reconhecido como GRAS (generally recognized as safe — geralmente
reconhecido como seguro) e muitas delas tem uma longa historia de uso
seguro em alimentos (DEL PIANO et al., 2006). Idealmente, as
bactérias probidticas devem apresentar tolerdncia a substancias
antimicrobianas utilizadas na pratica clinica, mas ndo devem transmitir
tal resisténcia a outras bactérias (DEL PIANO et al., 2006; FORSSTEN;
SINDELAR; OUWEHAND, 2011). Segundo Aureli et al. (2011),
alimentos que contém probidticos tém se mostrado seguros tanto para a
populacdo saudavel quanto para pessoas com alguma patologia.

2.2.1 Bifidobacterium

As Bifidobactérias foram isoladas pela primeira vez de fezes de
recém-nascidos no final do século XIX, no Instituto Pasteur, por Tissier,
gue as descreveu e denominou Bacillus bifidus (VASILJEVIC; SHAH,
2008). No inicio do século XX, bifidobactérias foram classificadas
como espécies de Lactobacillus, entretanto, atualmente esses
microrganismos sdo classificados como um género separado
(BOYLSTON et al., 2004). O género Bifidobacterium pertence ao grupo
de bactérias corineformes, no filo Actinobacteria, a qual compreende
bactérias gram-positivas com alto conteldo de guanina+citosina (G+C)
(> 50%) (STACKEBRANDT et al., 1997). No filo Actinobacteria, a
ordem Bifidobacteriales consiste de duas familias, Bifidobacteriaceae e
Incertae. A familia Bifidobacteriaceae pode ser dividida em cinco
géneros: Bifidobacterium, Aeriscardovia, Gardnerella, Parascardovia e
Scardovia (GARRITY et al., 2007). As bifidobactérias catabolizam
hexoses através de uma via metabolica peculiar, envolvendo a enzima-
chave frutose-6-fosfocetolase (EC 4.1.2.2), conhecida como via da
frutose-6-fosfato ou a chamada “via bifida” (BIAVATI,
MATTARELLI, 2001). Esta enzima é considerada um marcador
taxondmico para a familia Bifidobacteriaceae (RUSSEL et al., 2011).
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S&o microrganismos ndo formadores de esporos, desprovidos de
flagelos, catalase-negativos e na sua maioria anaerdbicos, entretanto
algumas cepas sdo tolerantes ao O,. Possuem morfologia variada,
incluindo bacilos curtos, curvados e bifurcados em forma de Y (ANAL,;
SINGH, 2007; VASILJEVIC; SHAH, 2008). A aparéncia dos
bastonetes pode ser influenciada por condigdes nutricionais (TAMIME,
2002). O crescimento 6timo se da a temperaturas de 35 a 40 °C e valores
de pH de 6,0 a 7,0. As bifidobactérias sdo heterofermentativas,
fermentam carboidratos produzindo principalmente acidos acético e
latico em uma proporgdo de 3:2 (v/v). Devido a sua natureza fastidiosa,
estas bactérias sdo de dificil isolamento e crescimento em laboratdrio
(ANAL; SINGH, 2007; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

De acordo com Russel et al. (2011), bifidobactérias habitam sete
diferentes nichos ecol6gicos: o intestino humano, a vagina humana, a
cavidade oral, o trato gastrointestinal animal, aguas residuais, o intestino
de abelhas e alimentos. Espécies de Bifidobacterium foram isoladas de
leites fermentados, leite cru e queijos fabricados com leite cru (MEILE
et al.; 1997; DELCENSERIE et al., 2007; WATANABE et al., 2008).
Esses microrganismos predominam em recém-nascidos, constituindo
aproximadamente 95% da microbiota intestinal em criancas
amamentadas (YOSHIOKA et al., 1991) e 75% da microbiota em bebés
alimentados com férmulas infantis (HADADJI et al., 2005). No adulto,
as bifidobactérias formam apenas 3% da microbiota (VAUGHAN et al.,
2005).

As espécies freqlientemente empregadas como probidticos sdo
Bifidobacterium adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B.
infantis, B. lactis e B. longum (ANAL; SINGH, 2007; VASILJEVIC;
SHAH, 2008). Bifidobacterium animalis subsp. lactis, uma cultura
probidtica industrial, possui propriedades tecnolégicas desejaveis, como
tolerancia ao oxigénio, resisténcia ao acido e habilidade para crescer em
meios & base de leite (BOZANIC; TRATNIK, 2001; JANER et al.,
2005).

2.2.2 Beneficios a saude

Varios beneficios a salde tém sido atribuidos aos probidticos,
alguns deles comprovados cientificamente, enquanto outros requerem
mais estudos em humanos (VASILIEVIC; SHAH, 2008; CRUZ et al.,
2009a). Os principais efeitos benéficos relatados sdo: alivio da
intolerancia a lactose, prevencéo e reducdo dos sintomas da diarréia por
rotavirus e associada a antibiético, tratamento e prevencgdo de alergias,
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efeito antimutagénico e anticarcinogénico, efeito hipocolesterolémico,
inibicdo de Helicobacter pylori e patdgenos intestinais, estimulo do
sistema imunolégico e melhora da doenca inflamatéria do intestino
(NOMOTO, 2005; SHAH, 2007; VASILIEVIC; SHAH, 2008).

Os é&cidos graxos de cadeia curta produzidos pelos probioticos,
como &cido propidnico e butirico, contribuem para a acidificagdo do
ambiente intestinal e ativagdo das fungdes das células epiteliais
intestinais (OHASHI; USHIDA, 2009; GUILLOTEAU et al., 2010).
Esses 4cidos também ativam o0 movimento intestinal e,
conseqlientemente, previnem ou aliviam a constipacdo (GRIDER,;
PILAND, 2007). Estudos tém demonstrado que a ingestdo de
Bifidobacterium atua na melhora da constipa¢do (YAESHIMA ET AL.,
1997; MATSUMOTO ET AL., 2001; ISHIZUKA et al., 2012).

Tem sido relatado que microrganismos probiodticos produzem
peptideos bioativos (LEBLANC et al., 2002; PRIOULT et al., 2004;
KORHONEN, 2009). Peptideos biologicamente ativos (PBAS) sdo
definidos como fragmentos especificos de proteinas que tém um
impacto positivo nas fungbes do organismo, influenciando
beneficamente a saude (KITTS; WEILER, 2003). Possuem atividade
similar a uma droga ou horménio, que eventualmente modulam a funcéo
fisiol6gica, ao se ligarem a receptores especificos da célula-alvo,
levando a inducdo de respostas fisiologicas (PIHALANTO;
KORHONEN, 2003). Hayes et al. (2006) observaram producdo de
peptideos antimicrobianos por L. acidophilus. Alguns estudos tém
reportado a producdo de peptideos inibidores da ECA (enzima
conversora da angiotensina-1) por espécies probidticas de Lactobacillus
e Bifidobacterium (DONKOR et al.,, 2007; ONG et al., 2007,
RAMCHANDRAN; SHAH, 2008; GONZALEZ-GONZALEZ et al.,
2011). A inibicdo da ECA pode influenciar diferentes sistemas de
regulacdo do organismo envolvidos na modulacdo da pressdo arterial,
defesa imune e atividade do sistema nervoso (MEISEL, 1998).

Estudos tém demonstrado que microrganismos probi6ticos podem
sintetizar e também responder a neuroquimicos, como GABA (&cido
gama-aminobutirico) e acetilcolina, os quais foram isolados de espécies
de Lactobacillus e Bifidobacterium. Estes compostos podem induzir
efeitos neuroldgicos e imunoldgicos no hospedeiro (SIRAGUSA et al.,
2007; REID, 2011; LYTE, 2011). Algumas cepas de probiéticos
produzem Acido Linoleico Conjugado (CLA - conjugated linoleic acid),
um acido graxo que tem sido associado com uma variedade de efeitos
promotores da salide, como atividade anti-aterogénica, anti-adipogénica,
anti-diabetes e anti-inflamatéria (COAKLEY et al., 2003; OH et al.,
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2003; BARRETT et al., 2007; VAN NIEUWENHOVE et al., 2007;
O’SHEA et al., 2012).

E importante enfatizar que os beneficios & salde sdo cepa-
especificos (LUYER et al., 2005; CANANI et al., 2007; KEKKONEN
et al., 2007) e ndo podem ser preditos para uma determinada espécie de
microrganismo, assim como ndo h&a uma Unica cepa capaz de
proporcionar simultaneamente todos os beneficios mencionados
(SHAH, 2007).

De acordo com Saier e Mansour (2005) e Oelschlaeger (2010), os
probidticos possuem trés mecanismos de promocao da salde humana:
(i) fornecendo produtos finais da fermentagdo anaerdbica de
carboidratos, como &cidos organicos, que podem ser absorvidos pelo
hospedeiro, sendo que estes produtos finais sdo capazes de influenciar o
humor, o nivel de energia e habilidades cognitivas. Tais a¢cbes podem
resultar em inativacdo de toxinas e detoxificagdo no intestino do
hospedeiro. (ii) competindo diretamente com outros microrganismos,
comensais e/ou patogénicos. Este principio é importante para a
prevencdo e terapia de infecches e restauracdo do equilibrio da
microbiota. (iii) estimulando a resposta imune do hospedeiro pela
producdo de polissacarideos especificos, incluindo o sistema imune
inato, bem como o adquirido. Este modo de acdo € importante para a
prevencdo e terapia de doencas infecciosas, mas também para o
tratamento de inflamacdo cronica do trato digestivo. Além disso, esta
acdo pode ser importante para a erradicacdo das células hospedeiras
neoplésicas. No entanto, até 0 momento, os modos de acdo das bactérias
probidticas ainda ndo sdo totalmente conhecidos (OELSCHLAEGER,
2010).

Recentemente foi constatado que os efeitos probidticos sdo
dependentes da presenca de ligantes funcionais ou “moléculas efetoras”
na célula probidtica (VAN BAARLEN et al., 2009). Estas moléculas
bioativas caracteristicas sdo (glico) proteinas, as quais sdo afetadas
adversamente pela acdo enzimatica da pepsina, baixo pH do estdmago e
atividade antimicrobiana de sais biliares (KONSTANTINOV et al.,
2008). Portanto, a funcionalidade da molécula efetora requer requisitos
de conservagdo especificos durante o transito gastrointestinal e a
fabricacdo do produto. Neste contexto, a microencapsulacdo pode
proteger as células probidticas (DOHERTY et al., 2012).
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2.2.3 Viabilidade

Os efeitos benéficos produzidos pelas bactérias probidticas estdo
fortemente ligados a sua capacidade de sobreviver a passagem no trato
gastrointestinal. A bactéria deve ser metabolicamente estavel e ativa no
produto até o final de sua vida (til, alcancar o intestino em nimero
elevado e, entdo, apresentar os beneficios a salde do hospedeiro
(GILLILAND, 1989; SHAH, 2007). Além disso, para garantir um efeito
no organismo humano, o0s probidticos devem ser consumidos
regularmente (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008; SAULNIER et al.,
2009). Ensaios de alimentacdo com diferentes cepas tém demonstrado
gue o0s probidticos geralmente desaparecem do trato gastrointestinal
dentro de uma ou duas semanas apds a descontinuidade da ingestdo
(FORSSTEN; SINDELAR; OUWEHAND, 2011). O padrdo para que
um alimento seja considerado probidtico é de no minimo 10° — 10’
UFC/g do produto (FAO/WHO, 2002; SHAH, 2007). No Brasil, a
legislacdo recomenda 10% — 10° UFC/porcéo didria do produto pronto
para consumo (BRASIL, 2012a).

A viabilidade da bactéria probidtica é um parametro chave no
desenvolvimento de alimentos probidticos. Varios fatores afetam a
viabilidade, como acidez titulavel, pH, peroxido de hidrogénio,
conteldo de oxigénio dissolvido, temperatura de estocagem,
concentracdo de Acidos latico e acético, entre outros (DAVE; SHAH,
1997; SHAH, 2000; MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2006).
Entretanto, varias pesquisas tém mostrado grandes varia¢fes e baixa
viabilidade de bactérias probidticas em alimentos (SCHILLINGER,
1999; WEESE et al., 2002; MASCO et al., 2005; LIN et al., 2006;
LACROIX; YILDIRIM, 2007; MORTAZAVIAN et al.,, 2007; AL-
OTAIBI, 2009; DE VOS et al., 2010). Uma alternativa que tem sido
proposta para solucionar este problema é a microencapsulacdo
(KHALIL; MANSOUR, 1998; SULTANA et al., 2000; ANAL; SINGH,
2007; CAPELA; HAY; SHAH, 2007).

2.3 MICROENCAPSULACAO

Os primeiros registros de tentativas de aplicacdo da técnica de
microencapsulacdo datam dos anos 1930, mas o primeiro produto com
material microencapsulado s6 surgiu em 1954, um papel de copia sem
carbono. Esse papel recebeu uma fina camada de microcépsulas de tinta,
contendo solucdo de 2 a 6% de um pigmento adequado disperso em
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particulas com diametro de 1 até 10 um. A pressdo da ponta do lapis na
superficie do papel rompia as microcapsulas, liberando o pigmento, que,
por contato direto com o revestimento acido aplicado na superficie
frontal da segunda via, mudava de cor em funcdo do pH, propiciando a
obtencao da copia (RE, 2000).

A tecnologia de microencapsulacéo foi definida por Todd (1970)
como o empacotamento com finas coberturas poliméricas de solidos,
liquidos ou material gasoso, dando origem a microcapsulas que podem
liberar seus contetdos a taxas controladas sob influéncia de condicdes
especificas  (ANAL; STEVENS, 2005; KAILASAPATHY;
MASONDOLE, 2005; ANAL; STEVENS; REMUNAN-LOPEZ, 2006).
Arshady (1993) descreveu as microcapsulas como embalagens
extremamente pequenas, compostas por um polimero como material de
parede e um material ativo chamado de nucleo. O diametro e a forma
podem variar de acordo com o agente encapsulante e método utilizados
(FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2003; ANAL; SINGH, 2007).

Entre os propdsitos gerais da microencapsulacdo estdo: fazer um
liquido comportar-se como sélido; separar materiais reativos; reduzir a
toxicidade do componente ativo; controlar a liberacdo do componente;
reduzir volatilidade ou flamabilidade de liquidos; mascarar o gosto e
odor de componentes; aumentar a vida Util; ou proteger o ativo contra
luz, umidade e calor (JACKSON; LEE, 1991). Em funcédo da variedade
de propositos, as microcapsulas vém sendo aplicadas em importantes
ramos tecnolégicos (SHAHIDI; HAN, 1993; RENARD et al., 2002). Na
indUstria agropecuéria, a microencapsulacdo tem sido usada para
envolver pesticidas quimicos e biolégicos, fertilizantes e racdes animais.
Na industria farmacéutica, a principal aplicacdo é em férmulas de
liberacdo gradual e direcionada a 6rgdos alvos, mas também para
mascarar odor e sabor de medicamentos e aumentar a resisténcia de
materiais frageis as condicbes de processamento (PRATA, 2006). Na
area de cosméticos, a microencapsulacdo tem sido usada para
fragrancias e extratos vegetais (SHALAKA et al., 2009). Na industria de
alimentos, tém-se encapsulado aromas, acidulantes, lipidios, corantes,
antioxidantes, enzimas, aminodacidos, Oleos essenciais, vitaminas,
minerais e microrganismos (DESAI; PARK, 2005; FAVARO-
TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008), dentre o0s quais estdo 0s
probidticos.

Para cada método de microencapsulagdo, as etapas fundamentais
sdo: incorporacdo dos compostos bioativos; formacdo das goticulas;
remocdo do solvente; coleta das microcépsulas; e secagem (Figura 1)
(FREITAS et al., 2005; DALMORO et al., 2012).
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Figura 1. Etapas fundamentais no processo de microencapsulacgao.
Fonte: Dalmoro et al. (2012)

Dependendo das propriedades fisico-quimicas do nicleo, da
composicdo do material de parede (agente encapsulante) e da técnica de
microencapsulacdo utilizada, diferentes tipos de particulas podem ser
obtidos: esfera simples circundada por uma camada de espessura
uniforme; particula contendo um ndcleo de formato irregular; varias
particulas de ndcleos em uma matriz continua de material de parede;
varios nucleos distintos dentro da mesma capsula; e microcapsulas
multi-parede (GHARSALLAOUI et al., 2007) (Figura 2). Dentre essas
particulas, a esfera simples é a mais comum de ser fabricada e utilizada
(ZHAO; ZHANG, 2011).

A liberacdo do agente ativo pode ocorrer através da ruptura
mecanica, mediante acdo da temperatura e do pH, por meio da
biodegradacdo, pela solubilidade no meio e também por difusdo
(MARTIN,1993 apud SUAVE et al., 2006). Na pratica é comum que a
liberacdo do composto bioativo da microcapsula resulte da combinacgéo
de dois ou mais mecanismos que atuam simultaneamente, pois na maior
parte dos casos ndo existe um mecanismo dominante responsavel pela
liberacdo do agente encapsulado (COIMBRA, 2010).

A principal raz8o para encapsular probidticos é a melhora da sua
sobrevivéncia durante o processamento e armazenamento do alimento e
para protegé-los das condigdes fisicas e quimicas rigorosas do trato
gastrointestinal, ou seja, do baixo pH e da alta concentracdo de bile
(KHALIL; MANSOUR, 1998; TRUELSTRUP HANSEN et al., 2002;
ALLAN-WOJTAS; TRUELSTRUP HANSEN; PAULSON, 2008; KIM
et al, 2008). Segundo Talwalkar e Kailasapathy (2003), a
microencapsulagdo também proporciona regies andxicas no interior das
capsulas, proporcionando assim uma protecdo adicional para cepas



36

sensiveis ao oxigénio. Além disso, microcapsulas de bactérias
probidticas podem ser elaboradas para a ruptura em areas especificas do
organismo, como por exemplo, o intestino. Para tanto, um revestimento
capaz de resistir as condi¢des acidas pode ser utilizado, permitindo que
0s ingredientes ativos consigam passar pelo estbmago (ANAL et al.,
2003; ANAL; STEVENS, 2005).

SIMPLES IRREGULAR

MULTI-NUCLEO MULTI-PAREDE

Figura 2. Morfologia de diferentes tipos de microcapsulas.
Fonte: Gibbs et al. (1999)

2.3.1 Agentes encapsulantes

Vérios materiais tém sido usados para encapsular probidticos,
como o alginato, goma ardbica, carragena, quitosana,
carboximetilcelulose (CMC), gelatina, pectina, amido e proteinas
(JACKSON; LEE, 1991; ANAL; SINGH, 2007). A composicdo do
agente encapsulante é o principal determinante das propriedades
funcionais da microcépsula e de como ela pode ser usada para melhorar
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0 desempenho de um ingrediente em particular (DESAI, PARK, 2005;
GHARSALLAOUI et al., 2007).

Um material encapsulante deve apresentar algumas caracteristicas
como: boas propriedades reol6gicas a altas concentraces e facilidade de
manuseio durante o processo; habilidade para dispersar ou emulsificar o
material ativo e estabilizar a emulsdo produzida; néo reatividade com o
material a ser encapsulado tanto durante o processo como durante o
armazenamento prolongado; envolver e reter o material ativo dentro de
sua estrutura durante o0 processo e armazenamento; liberar
completamente o solvente ou outros materiais usados durante a
encapsulacdo através da secagem ou de outras opera¢des de remogao do
solvente; promover maxima protecdo do material ativo contra condigdes
ambientais (oxigénio, calor, luz, umidade); solubilidade em solventes
aceitaveis na industria de alimentos (como agua e etanol); baixo custo e
uso permitido em alimentos (food-grade status) (DESAI; PARK, 2005).

2.3.1.1 Microencapsulacdo em goma arabica

Entre todas as gomas usadas na microencapsulacdo, a goma
acacia, geralmente chamada goma arabica, destaca-se devido as suas
excelentes propriedades de emulsificagdo e, portanto, tem sido
amplamente utilizada (DICKINSON, 2003). A goma arabica é um
hidrocoldide natural exsudada a partir de arvores das espécies Acacia
senegal e Acacia seyal, obtida como resposta a ferida da planta.
Principalmente produzida na Africa, esta goma é muito utilizada como
agente espessante, emulsificante e estabilizante em alimentos
(THEVENET, 1988).

A coleta da goma é manual e realizada duas vezes durante a
estacdo seca. A quantidade produzida por cada arvore ndo excede 300
gramas (NUSSINOVITH, 1997). O Suddo domina o comércio e a
producdo (80-90%) de goma no mercado mundial, com uma produgéo
anual de 40.000-50.000 toneladas. Entretanto, sua producdo sofre
constantes flutuages devido aos eventos climaticos e politicos da
regido, o que ocasiona alteragdes no seu preco no mercado
(VERBEKEN; DIERCKX; DEWETTINCK, 2003).

Quimicamente, a goma arabica é um sal neutro ou levemente
acido de um polissacarideo complexo que contém ions célcio, magnésio
e potassio em sua molécula (PRAKASH; MANGINO, 1990). Esta goma
é um heteropolissacarideo do tipo arabinogalactana, constituido por um
polimero de 4cido D-glucordnico, L-ramnose, D-galactose e L-arabinose
e uma fracdo protéica de aproximadamente 2%, a qual sdo atribuidas as
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propriedades de emulsificagdo dessa goma (RANDALL; PHILLIPS;
WILLIAMS, 1989; DICKINSON, 2003). Em pH acima de 2,2 a goma é
negativamente carregada, e a baixos pHs (< 2,2) a dissociacdo dos
grupos carboxilas é suprimida (SANCHEZ et al., 2002). A goma arabica
ndo apresenta unidade repetitiva de maneira regular (DEFAYE; WONG,
1986), porém, o hexassacarideo ramificado, conforme esquematizado na
Figura 3, pode representar a principal subunidade para esta
macromolécula altamente ramificada (FAVARO et al., 2006).
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Figura 3. Principal unidade repetitiva da Goma Arabica.
Fonte: Favaro et al. (2006)

Tradicionalmente a goma arabica tem sido utilizada em
microencapsulacdo porque apresenta boa capacidade emulsificante,
baixa viscosidade (1,8 mPa.s solucdo a 1%) quando comparada a outros
polissacarideos de massa molar similar (400 kDa) (SANCHEZ et al.,
2002), alta solubilidade em agua (SU; LIN; CHEN, 2007), boa retencéo
de compostos volateis (ROSENBERG et al., 1990; REINECCIUS,
1991; BHANDARI et al., 1992).

Para uso na industria de alimentos probiéticos, a goma arabica
tem as vantagens adicionais de promover beneficios & saide associados
com fibra dietética, além de causar uma rapida mudanca na microbiota
intestinal quando presente na dieta humana, caracterizando assim um
efeito prebidtico (DESMOND et al., 2002; PHILLIPS; OGASAWARA;
USHIDA, 2008). A goma ardbica tem sido utilizada para
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microencapsular bactérias probidticas por spray drying (DESMOND et
al., 2002; LIAN; HSIAO; CHOU, 2002; LIAN; HSIAO; CHOU, 2003;
HSIAO; LIAN; CHOU, 2004; SIMPSON et al., 2005; RODRIGUEZ-
HUEZO et al., 2007; SU; LIN; CHEN, 2007). No entanto, o elevado
custo, o suprimento limitado e variagdes na qualidade tém restrito o uso
desta goma como material de parede na microencapsulacdo e
incentivado a busca por materiais encapsulantes alternativos
(GHARSALLAOUI et al., 2007).

2.3.1.2 Microencapsulacéo em soro de leite

Além das conhecidas propriedades de emulsificacdo, geleificacdo
e formacdo de filme das proteinas do soro, suas propriedades
microencapsulantes tém sido investigadas e reportadas, focalizando
principalmente no método de spray drying para obtencdo de
microcapsulas (LEE; ROSENBERG, 2000; GHARSALLAOQUI et al.,
2007). Entre os biopolimeros utilizados como agentes de cobertura, as
proteinas do soro surgem como candidatos potenciais, pois sdo
completamente biodegradaveis e amplamente utilizadas em muitos tipos
de alimentos (GBASSI et al., 2009).

A desnaturacdo térmica das proteinas do soro tem influéncia nas
caracteristicas de emulsificacdo e, portanto, nas suas propriedades
microencapsulantes (ROSENBERG; SHEU, 1996). O tratamento
térmico, como o0 que ocorre durante o spray drying, induz a
desnaturacdo e agregacdo das proteinas do soro (MILLQVIST-
FUREBY; ELOFSSON; BERGENSTAHL, 2001; VASBINDER et al.,
2003), melhorando sua adsor¢do a interface e resultando na formacéao de
uma camada fina semelhante a um gel (KIOKIAS; DIMAKOU;
OREOPOULOQU, 2007). Esta desnaturacdo protéica também modifica as
propriedades funcionais do p6 obtido (MILLQVIST-FUREBY,
ELOFSSON; BERGENSTAHL, 2001).

Proteinas do soro, na forma de WPC ou WPI, tém sido usadas
com sucesso como agentes encapsulantes ou coadjuvantes na
microencapsulacdo de probidticos (GUERIN; VUILLEMARD;
SUBIRADE, 2003; PICOT; LACROIX, 2004; REID et al., 2005; REID
et al., 2007; RODRIGUEZ-HUEZO et al., 2007; GBASSI et al., 2009;
WEINBRECK; BODNAR; MARCO, 2010; RODRIGUES et al., 2011a;
RODRIGUES et al., 2011b). Com relagdo ao emprego de soro liquido,
Pimentel-gonzalez et al. (2009) microencapsularam L. rhamnosus pelo
método de emulsificacdo utilizando soro doce concentrado. O soro
mostrou-se como um agente emulsificante eficiente, sendo que o0s
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probidticos microencapsulados apresentaram maior resisténcia as
condigdes gastrointestinais simuladas, possivelmente devido ao fato do
soro atuar como um agente tamponante.

2.3.2 Métodos de microencapsulacao

Existem inimeras técnicas de encapsulacdo, porém nem todas se
adequam a encapsulacdo de probidticos, pois algumas fazem uso de
solventes organicos, que podem ser toxicos para estes microrganismos;
outras utilizam agentes encapsulantes ndo GRAS ou que afetam as
caracteristicas sensoriais dos alimentos (AZEREDO, 2005; FAVARO-
TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008). Segundo De Vos et al. (2010),
ao escolher um sistema de encapsulacdo é essencial optar por um
sistema que possa ser incorporado facilmente em alimentos sem
interferir na sua textura e sabor. O tamanho das células (1 a 5 um)
impede a obtencdo de capsulas na escala nano, o que também é um fator
limitante para algumas técnicas. Além disso, para a industria de
alimentos, o custo representa um obstdculo para utilizacdo do
ingrediente encapsulado (AZEREDO, 2005; FAVARO-TRINDADE;
PINHO; ROCHA, 2008).

A extrusdo € a técnica de microencapsulacdo de microrganismos
mais popular, pois é simples, de baixo custo e ndo had necessidade de
emprego de temperaturas elevadas (KRASAEKOOPT; BHANDARI;
DEETH, 2003; FAVARO-TRINDADE, 2011). Baseia-se na
geleificagdo de um polissacarideo aniénico, quando em contato com o
calcio ou qualquer outro ion multivalente (CUI et al., 2000). Este
método envolve a preparagdo de uma solucdo de hidrocoléide, adi¢do
dos microrganismos e extrusdo desta suspensdo com uma seringa, na
forma de gotas, em uma solugdo de endurecimento (KRASAEKOOPT;
BHANDARI; DEETH, 2003). Uma desvantagem da extrusdo é a baixa
produtividade, o que dificulta a producdo de microcapsulas em larga
escala (PICOT; LACROIX, 2003).

Na técnica de emulsdo, um pequeno volume da suspensdo
contendo as células microbianas e o polimero (fase descontinua) €
adicionado em um grande volume de 6leo vegetal (fase continua). Esta
mistura é homogeneizada, na presenca de um emulsificante, para formar
uma emulsdo do tipo agua em oleo (A/O) (FAVARO-TRINDADE,
2011). Apo6s a formagdo da emulsdo, o polimero, solivel em 4gua, deve
ser insolubilizado através de ligagcdes cruzadas a fim de formar uma
particula geleificada no interior da fase 6leo, que em seguida € separada
por filtragdo. Devido ao uso de grandes volumes de 6leo vegetal, tem
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um custo mais elevado que a extrusio (KRASAEKOOPT;
BHANDARI; DEETH, 2003), além de gerar grande quantidade de
residuos.

A coacervacdo consiste na separacdo de fase de um ou mais
hidrocoldides, e subseqgliente deposicdo destes hidrocoldides sobre o
ingrediente ativo suspenso ou emulsionado no meio, dando origem a
fase coacervada (GOUIN, 2004). Na coacervacdo simples emprega-se
apenas uma substancia como agente encapsulante enquanto que, na
coacervacdo complexa, dois polimeros de cargas opostas formam um
complexo sollvel e as microcapsulas sdo formadas pela interacdo
interibnica entre os polimeros (BENITA, 2005). A ampliacdo de escala é
dificil e o coacervado é obtido em solugdo aquosa, portanto, para
ampliar sua vida Util é preciso aplicar um processo adicional de secagem
(FAVARO-TRINDADE, 2011).

Na microencapsulagdo por leito fluidizado (spray coating),
enquanto as particulas do nicleo sdo suspensas, 0 material da parede é
atomizado para dentro da cAmara, depositando-se sobre as particulas do
nucleo. Quando as particulas atingem o topo da coluna ascendente, sdo
lancadas em uma coluna descendente de ar, que as lanca novamente no
leito fluidizado, onde s&o novamente revestidas, secas e endurecidas
(AZEREDO, 2005).

Um processo de encapsulacdo pode ser realizado por meio de
liofilizacdo (Freeze-drying) de uma emulsdo do material do nlcleo com
um encapsulante. No entanto, seu alto custo e longo tempo de processo
prejudicam sua aplicabilidade comercial (AZEREDO, 2005).

2.3.2.1 Spray drying

Embora muitas técnicas tenham sido desenvolvidas para
microencapsular ingredientes alimenticios, a atomizacdo ou spray
drying é a tecnologia mais empregada na indlstria de alimentos
(GHARSALLAOUI et al., 2007; BRASILEIRO, 2011; FAVARO-
TRINDADE, 2011), devido ao baixo custo e disponibilidade de
equipamentos comumente utilizados (GOUIN, 2004). Comparado a
liofilizacdo, o custo do método de spray-drying é de 30 a 50 vezes mais
baixo (DESOBRY; NETTO; LABUZA, 1997). Este processo é um dos
mais antigos métodos de encapsulagdo, usado desde a década de 1930 na
obtencdo dos primeiros aromas encapsulados usando goma ardbica
como material de parede (SHAHIDI; HAN, 1993) e tem sido usado com
sucesso na industria de alimentos por vérias décadas (GOUIN, 2004). O
processo é flexivel, no qual se pode variar substancialmente a matriz de
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microencapsulacéo; de facil ampliacdo para escala industrial; e produz
particulas de boa qualidade (DZIEZAK, 1988; RE, 1998; DESAI;
PARK, 2005).

O spray drying pode ser utilizado como um método de secagem
das microcéapsulas anteriormente preparadas por outra técnica, ou como
um processo de obtencdo de microcapsulas (BROADHEAD; ROUAN;
RHODES, 1992). A microencapsulacdo por spray drying € definida
como a transformagdo de um produto fluido (suspensdo, solucdo ou
pasta) em particulas secas. O processo envolve a formacdo de uma
emulsdo ou suspensdo contendo o material ativo e o0 agente
encapsulante, em diferentes proporgdes, e a atomizagdo desta em uma
camara de secagem com circulagdo de ar quente. A agua contida nas
goticulas evapora em contato com o ar quente e o0s sdlidos
remanescentes do agente encapsulante envolvem o material ativo. As
microcapsulas sdo entdo coletadas da base do ciclone do secador
(BALASSA; FANGER, 1971; DESAI; PARK, 2005). A Figura 4
esquematiza as etapas envolvidas na técnica de microencapsulacdo por
spray drying.
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Figura 4. Principais etapas envolvidas no spray drying. Etapa O:
atomizacgdo; etapa @: contato spray-ar; etapa ®: evaporagdo do solvente; etapa
@: separagdo do produto. Fonte: Ré (2006) com modificagdes.
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Existem trés tipos de padréo de fluxo ar-produto em spray dryers:
co-corrente, contra-corrente e fluxo misto. No processo co-corrente, as
goticulas e o ar passam através do secador na mesma direcdo. As
goticulas encontram o ar em altas temperaturas, causando uma rapida
evaporagdo, enquanto elas ainda estdo Umidas, proporcionando
condicdes de seguranga para materiais termolabeis. Na configuracdo
contra-corrente, as goticulas tem direcdo oposta ao fluxo de ar, 0 que
expfe o produto seco a altas temperaturas. Este tipo de equipamento
pode ser usado somente para materiais nao sensiveis ao calor e € menos
utilizado que o tipo co-corrente (OAKLEY, 1997). Fluxo misto é uma
combinacdo de fluxos co-corrente e contra-corrente. O bico atomizador
¢ posicionado na base da cadmara, forgando as goticulas a subirem até
serem superadas pela gravidade e pelo fluxo descendente do meio de
secagem. Este é um método para goticulas relativamente comuns, em
uma pequena cdmara a taxas de producdo pequenas (BARBOSA-
CANOVAS et al., 2005). A Figura 5 apresenta os trés padrdes de fluxo
ar-produto em spray dryers.

CO-CORRENTE CONTRA-CORRENTE FLUXO MISTO
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Fluxo Fluxo Fluxo Atom
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Figura 5. Padrdes tipicos de fluxo ar-produto em spray dryers. A: entrada
de ar; B: alimentagéo; C: saida do ar; D: saida do produto; Atom.: atomizador.
Fonte: Peighambardoust et al. (2011)

As microcépsulas produzidas por atomizacdo sdo geralmente do
tipo matriz, onde o principio ativo, no caso os probidticos, distribui-se
na matriz seca do agente encapsulante (RE, 1998; RE, 2006; FAVARO-
TRINDADE, 2011). Uma das principais vantagens do spray drying é a
possibilidade de trabalhar com materiais labeis, devido ao curto tempo
de contato no secador (RODRIGUES et al., 2011b). Além disso, a
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microencapsulacéo por spray drying pré-condiciona as células de forma
gue elas se adaptam melhor ao estresse das condi¢fes ambientais
adversas, como altas temperaturas, ambiente &cido ou presenca de sais
biliares (NAZZARO et al.,, 2011). No entanto, uma limitacdo da
tecnologia de spray drying é o nimero restrito de materiais de parede
disponiveis, visto que estes devem ser sollveis em agua em um nivel
aceitavel (GOUIN, 2004). Além dessa elevada solubilidade, um material
de parede para microencapsulagdo por spray drying deve formar
solucbes de baixa viscosidade mesmo em altas concentragfes
(REINECCIUS, 1988 apud GHARSALLAOQUI et al., 2007). Materiais
de parede tipicos incluem goma arabica, maltodextrinas, amido
modificado, e misturas destes. Outros polissacarideos e proteinas podem
ser usados, mas seu uso torna-se muito trabalhoso e dispendioso devido
a sua baixa solubilidade em &gua: a quantidade de 4gua na alimentagéo a
ser evaporada é muito maior devido ao menor conteldo de matéria seca
e conseqlientemente a quantidade de ingrediente ativo na alimentacéo
também deve ser reduzida (DESAI; PARK, 2005).

Em relagdo ao processo, a temperatura do ar de entrada €
determinante na qualidade do produto obtido. O aumento desta
temperatura facilita o processo de secagem, pois normalmente reduz a
tensdo superficial e a viscosidade, facilitando a formacgdo de goticulas
(SOARES, 2002). A temperatura de entrada deve estar acima do ponto
de ebulicdo do solvente utilizado. Mesmo que essa temperatura seja
consideravelmente elevada, os solidos em cada particula nunca sao
aquecidos acima da temperatura de saida. A umidade do produto final de
secagem é determinada pela temperatura de saida, que por sua vez é
dependente da temperatura de entrada. A temperatura do produto
aspergido estara aproximadamente 20°C abaixo da temperatura de saida
(DE CAMPOS, 1996; AULTON, 2002), a qual é determinante para a
sobrevivéncia dos probidticos a microencapsulacdo por spray drying
(FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2002; SUN et al., 2006).

A concentracdo do meio carreador também pode afetar a
sobrevivéncia da bactéria ap6s spray drying, pois um elevado contelido
de soélidos totais pode resultar em particulas grandes que requerem
maiores tempos de secagem. Assim, 0s microrganismos encapsulados
podem ser submetidos a um maior dano térmico, levando a perda de
viabilidade (SANTIVARANGKNA et al., 2007). Em estudo de Lian,
Hsiao e Chou (2002) a maior sobrevivéncia de Bifidobacteria apds
spray drying foi obtida quando se utilizou a concentracéo de 10% (m/m)
para os agentes encapsulantes.
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Devido a complexidade das vérias etapas do spray drying, este
processo tem se baseado na experiéncia, tentativa e erro, e trabalho em
escala piloto, inclusive quanto a selecdo do material encapsulante, o qual
serd determinante para a eficiéncia da microencapsulacdo e a
estabilidade das microcépsulas durante a estocagem
(GHARSALLAOUI et al., 2007). De acordo com Desai e Park (2005),
novos materiais de parede para uso na microencapsulagdo por spray
drying ndo tém sido realmente explorados nos Ultimos anos. Desta
forma, uma area de pesquisa de interesse crescente é o desenvolvimento
de polimeros alternativos e de baixo custo, que sejam naturais e que
encapsulem com a mesma eficiéncia que a goma arabica, a qual ¢
tradicionalmente usada.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial do soro de leite liquido
como agente encapsulante de Bifidobacterium BB-12 por spray drying,
comparando-0 com a goma arabica, a qual é tradicionalmente utilizada
na tecnologia de microencapsulacdo. Foram determinados o rendimento
da microencapsulacdo e a viabilidade das microcapsulas durante o
armazenamento. Quando o soro de leite foi utilizado como agente
encapsulante, o rendimento da microencapsulacdo foi maior e a
viabilidade das células manteve-se elevada e constante durante doze
semanas. O soro de leite apresentou-se como um eficiente agente
encapsulante de Bifidobacterium por spray drying.

Palavras-chave: Microencapsulacdo. Bifidobacterium. Probiotico. Soro
de leite. Atomizacdo. Secagem. Goma acécia.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the potential of liquid whey
as the encapsulating agent Bifidobacterium BB-12 by spray drying,
compared with arabic gum, which is typically wused in
microencapsulation technology. The microencapsulation yield and
viability during storage were determined. When the whey was used as
the encapsulating agent, the microencapsulation yield was higher, and
cell viability remained high and steady for twelve weeks. The whey was
shown to be an effective encapsulating agent of Bifidobacterium by

spray drying.

Keywords: Microencapsulation. Bifidobacterium. Probiotic. Whey.
Spray drying. Drying. Acacia gum.

3.1 INTRODUCAO

A microencapsulacdo é um processo no qual as células sao retidas
dentro de uma matriz ou membrana encapsulante (ANAL; SINGH,
2007). Entre as varias aplicacbes desta tecnologia, na indlstria de
alimentos, a principal aplicacdo envolve a protecdo de compostos
biologicamente ativos ou células, como as bactérias probiéticas, de
ambientes nocivos para eficiente liberagdo nos locais alvo (DOHERTY
et al., 2011). Probidticos sdo microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a salde
do individuo (FAO/WHO, 2002). Para que um alimento seja
considerado probidtico recomenda-se que contenha no minimo 10°— 10’
UFC/g do produto (FAO/WHO, 2002; SHAH, 2007).

Entre todas as gomas usadas na microencapsulacdo, a goma
ardbica destaca-se devido as suas excelentes propriedades de
emulsificagdo e, portanto, tem sido amplamente utilizada
(DICKINSON, 2003). No entanto, o elevado custo, o suprimento
limitado e variagbes na qualidade tém restringido o uso desta goma
como material de parede na microencapsulacéo e incentivado a busca
por materiais encapsulantes alternativos (GHARSALLAOQOUI et al.,
2007).

O soro de leite é o liquido residual obtido a partir da coagulago
do leite destinado a fabricacdo de queijos ou de caseina (BRASIL,
2005). E um subproduto de relevante importancia na industria de
laticinios, tendo em vista o0 volume produzido e sua composicao
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(HUFFMAN, 1996). No entanto, apesar do seu valor nutricional, grande
parte do soro de leite produzido ainda é descartada indevidamente no
solo e em rios, causando sérios problemas de poluicdo ambiental, devido
a sua alta Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) (SILVA; BOLINI,
2006). Portanto, alternativas tecnoldgicas para o seu adequado
aproveitamento sdo fundamentais. As proteinas do soro na forma de
concentrado protéico de soro (CPS) ou ainda isolado protéico de soro
(IPS) tém sido usadas na microencapsulacdo de probiéticos (PICOT;
LACROIX, 2004; REID et al., 2007; RODRIGUEZ-HUEZO et al.,
2007; DOHERTY et al., 2011; GBASSI et al., 2011). No entanto, 0 uso
de soro de leite na forma liquida foi estudado somente por Pimentel-
Gonzélez et al. (2009) que empregaram o soro doce concentrado como
emulsificante na microencapsulacdo de L. rhamnosus por emulsificacdo.
Até o momento, ndo existem publicacdes sobre o uso de soro de leite
liguido como agente encapsulante de probidticos por spray drying.
Visando a ampliacdo da utilizacdo deste subproduto na industria de
alimentos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial do soro de
leite liquido como agente encapsulante de Bifidobacterium BB-12 por
spray drying, comparando-o com a goma arabica, a qual ¢
tradicionalmente utilizada na tecnologia de microencapsulacao.

3.2 MATERIAL E METODOS

Para armazenamento em longo prazo, culturas liofilizadas de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (BB-12°, Chr. Hansen)
foram mantidas na proporcéo de 2,5 g/100 mL de uma solucéo estéril de
leite desnatado reconstituido 12% a -18 °C (cultura estoque). Antes da
microencapsulacdo, a cultura foi ativada em estufa a 37 °C por 2 h. O
soro de leite foi obtido a partir da coagulacdo enzimatica de leite
pasteurizado padronizado, através da adicdo de quimosina (0,9 mL/L,
Chr. Hansen®) e solugéo de Cloreto de Calcio 40% (m/v) (0,4 mL/L) e
subsequente incubacdo a 37 °C por 40 minutos. O soro foi coletado apds
a quebra do coagulo e dessora, de acordo com metodologia de Furtado e
Neto (1994).

Bifidobacterium BB-12 foi microencapsulada pelo método de
spray drying empregando dois agentes encapsulantes: goma arabica (10
9/100 mL) e soro de leite liquido. O agente encapsulante foi
previamente preparado e autoclavado a 121 °C por 15 min.
Posteriormente, a cultura estoque foi misturada ao agente encapsulante
para obter a solugdo de alimentagdo do spray dryer. As microcapsulas
foram obtidas em um spray dryer co-corrente, de escala laboratorial (B-
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290 mini spray dryer, Buchi), a temperatura de entrada constante de 150
°C e temperatura de saida de 55 + 3 °C. A solucdo de alimentagdo
contendo Bifidobacterium BB-12 foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente e alimentada para a cdmara de secagem através de uma bomba
peristdltica, com fluxo de alimentacdo de 6 mL/min., fluxo do ar de
secagem de 35 m*/h e pressdo do compressor de ar de 0,7 MPa. O p6
obtido (microcapsulas) foi coletado da base do ciclone e armazenado em
frascos estéreis hermeticamente fechados.

Para enumeracdo de Bifidobacterium BB-12 utilizou-se &gar
MRS (Difco, Sparks, MD, EUA) modificado com a adicdo de 0,2%
(m/v) de Cloreto de Litio e 0,3% (m/v) de Propionato de Sodio (MRS-
LP) (VINDEROLA; REINHEIMER, 2000), pela técnica de semeadura
em profundidade (Pour plate). Ap6s incubagdo a 37 °C por 72 horas em
jarras anaerdbicas contendo AnaeroGen® (Oxoid) foi realizada a
contagem de células viaveis, expressa em log de unidade formadora de
colénia por mL ou g (log UFC/mL ou g). Entretanto, os microrganismos
encapsulados foram primeiramente liberados das microcapsulas de
acordo com metodologia de Kim et al. (2008), com modificacGes,
homogeneizando 0,1 g das microcapsulas em 9,9 mL de tampao fosfato
(0,1 M, pH 7,0) por 10 minutos usando uma barra magnética.

O rendimento da microencapsulacdo (Encapsulation Yield — EY)
foi calculado através da formula: EY = (N / No) x 100, onde N, é o
numero de células viaveis na solucdo de alimentagdo do spray dryer e N
€ o0 nimero de células vidveis no p6 obtido, ambos expressos em log
UFC/g (PICOT; LACROIX, 2004). O rendimento € uma medida
combinada da eficiéncia da tecnologia de microencapsulacdo e da
sobrevivéncia das células vidveis durante o processo (ANNAN;
BORZA; TRUELSTRUP HANSEN, 2008). Foi avaliada a viabilidade
de Bifidobacterium BB-12 microencapsulada durante 0 armazenamento.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
usando o software Statistica 7.0, seguida pelo teste de Tukey para
comparacdo das médias, com nivel de significancia de 5%, quando
encontradas diferencas significativas entre os tratamentos. Todas as
andlises foram realizadas em triplicata e 0s dados expressos como média
* desvio padréo.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 é possivel observar que ndo houve diferenca (p >

0,05) entre as contagens de células viaveis nas solu¢des de alimentacdo
do spray dryer preparadas com goma arabica ou com soro de leite, ou
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seja, a contagem inicial antes do processo de microencapsulacdo foi a
mesma para ambos agentes encapsulantes. Entretanto, apos spray drying
houve maior reducdo da viabilidade de Bifidobacterium BB-12
microencapsulada com goma arabica, resultando em uma menor
contagem de células viaveis no p6 obtido, quando comparada a bactéria
microencapsulada em soro de leite. Portanto, o rendimento da
microencapsulacdo foi maior quando o soro de leite foi utilizado como
agente encapsulante.

Tabela 1. Contagem de células vidveis de Bifidobacterium BB-12 na
solucdo de alimentagdo e pé obtido apoés spray drying, reducdo da
viabilidade e rendimento da microencapsulacéo (EY).

Agente encapsulante

Goma arabica Soro de leite

Solucéo de alimentacdo (log UFC/g)  10,13%+ 0,26 10,28%+ 0,10
P6 (log UFC/g) 8,50% + 0,12 9,34° + 0,16
Reducdo da viabilidade” (log  1,62%+ 0,27 0,94° + 0,20
UFC/g)

EY (%) 84,01°+229 90,85+ 1,93

* diferenca entre a contagem de células viaveis (log UFC/g) na solucdo de
alimentacdo e no p6 obtido apds spray drying.

** resultados expressos como média + desvio padrédo (n = 3).

*** |etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as
médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os rendimentos obtidos neste estudo para a microencapsulacéo
tanto com soro de leite (90,85 + 1,93%) quanto com goma arabica
(84,01 + 2,29%) foram satisfatorios quando comparados a outros
trabalhos. Chavarri et al. (2010) microencapsularam B. bifidum e L.
gasseri com alginato e quitosana por extrusdo e observaram rendimentos
de 19,5 a 40,2%. Em estudo realizado por Zhao et al. (2008), houve uma
reducdo de 1,2-2,4 log na viabilidade de L. acidophilus apds a
microencapsulagao por spray drying com B-ciclodextrina e goma acécia.
Chan et al. (2011) observaram uma reducdo de 4 log na viabilidade de
microcapsulas liofilizadas de L. casei obtidas por extrusdo com alginato.
Quando foi adicionado amido ao alginato observaram uma reducdo de
1,5-2 log UFC/g.

Segundo Golowczyc et al. (2010) a habilidade para sobreviver ao
spray drying varia consideravelmente entre as espécies de
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microrganismos. Lian, Hsiao e Chou (2002), ao microencapsular
Bifidobacterium por spray drying a temperatura de saida constante,
verificaram que a sobrevivéncia das células ao processo depende da
cepa e do agente encapsulante utilizados. Picot e Lacroix (2004)
observaram que 0 rendimento da microencapsulacdo, além de ser
dependente da cepa e agente encapsulante, também é influenciado pelo
método empregado. Quando Bifidobacterium foi microencapsulada em
uma solucdo de WPI por spray drying o rendimento foi maior do que
guando microencapsulada pelo método de emulsificacdo seguido de
spray drying, com WPI e gordura do leite.

Segundo Kim e Bhowmik (1990), a temperatura de saida no
spray dryer é o principal parametro que afeta a viabilidade bacteriana.
Sunny-Roberts e Knorr (2009) relataram que a sobrevivéncia de L.
rhamnosus apds spray drying foi inversamente proporcional &
temperatura de saida. Visto que neste estudo foi utilizada uma dnica
cepa de microrganismo e selecionados 0s mesmos parametros no spray
dryer, pode-se sugerir que as diferencas observadas, quanto ao
rendimento da microencapsulacdo e viabilidade nas microcapsulas
obtidas, sdo devido aos diferentes agentes encapsulantes empregados. O
soro de leite apresentou melhores resultados quando comparado a goma
arébica.

A fim de avaliar o efeito da temperatura de armazenamento na
viabilidade de Bifidobacterium BB-12 microencapsulada com goma
arabica, os pos obtidos no spray dryer foram mantidos a 4 °C e a -18 °C.
As microcapsulas mantidas a -18 °C apresentaram contagens
satisfatdrias (> 6 log UFC/g) durante 40 semanas (Figura 1). Entretanto,
a viabilidade das microcapsulas armazenadas a 4 °C manteve-se
adequada somente até a 282 semana de armazenamento.

Resultados similares foram obtidos por Su, Lin e Chen (2007),
que observaram manutencdo da viabilidade de L. acidophilus e B.
longum microencapsulados por spray drying, com maltodextrina e goma
arabica, acima de 7 log UFC/g durante 5 semanas de armazenamento a 4
°C. Simpson et al. (2005) avaliaram a viabilidade de 12 espécies de
Bifidobacterium microencapsuladas por spray drying, com leite
desnatado reconstituido com e sem adi¢do de goma arabica, e relataram
gue todas apresentaram contagens de células viaveis > 6 log UFC/g apds
90 dias a 4 °C. Em estudo realizado por Lorenz (2009), a viabilidade de
L. acidophilus La-5 microencapsulado por spray drying com alginato de
sodio foi > 6 log UFC/g ap6s 12 semanas a -18 °C.
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Figura 1. Viabilidade de Bifidobacterium BB-12 microencapsulada com
goma arabica durante o armazenamento a 4°C (m) e a -18 °C (o). As
barras de erro representam o desvio padrdo em relagdo as médias (n = 3). A
semana O corresponde & contagem de células viaveis (log UFC/g) realizada no
primeiro dia de armazenamento.

Apesar da reducdo na contagem de células viaveis observada nas
microcapsulas com goma arabica mantidas a 4 °C, pode-se inferir que o
periodo pelo qual a viabilidade manteve-se adequada é satisfatdrio,
portanto o p6 obtido com soro de leite como agente encapsulante foi
armazenado nesta temperatura. As contagens de células viaveis nos pés
obtidos ap6s spray drying com soro de leite durante 0 armazenamento a
4 °C mostraram que a viabilidade de Bifidobacterium BB-12 manteve-se
constante (9,27 + 0,03 log UFC/g) ao final da 122 semana (Figura 2).
Quando a goma ardbica foi utilizada como agente encapsulante, foi
observada uma reducdo de 1,18 + 0,16 log UFC/g na viabilidade das
microcapsulas armazenadas & mesma temperatura, por igual periodo.
Em estudos realizados por Rodriguez-Huezo et al. (2007) e Zhao et al.
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(2008) houve uma redugéo de 1,32 e 1,0 log UFC/mL, respectivamente,
na viabilidade das células microencapsuladas por spray drying
armazenadas a 4 °C.

A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que a
microencapsulacdo de Bifidobacterium BB-12 por spray drying com
soro de leite, aplicada neste trabalho, mostrou-se como uma técnica
eficaz na manutencdo da viabilidade das células durante o
armazenamento.
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Figura 2. Viabilidade de Bifidobacterium BB-12 microencapsulada com
soro de leite (o) e goma arabica (o) durante o armazenamento a 4 °C. As
barras de erro representam o desvio padrdo em relagdo as médias (n = 3). A
semana 0 corresponde & contagem de células viaveis (log UFC/g) realizada no
primeiro dia de armazenamento.

3.4 CONCLUSAO

O soro de leite mostrou-se eficiente como agente encapsulante
de Bifidobacterium BB-12 quando comparado & goma arabica. Desta
forma, é possivel empregar o soro de leite liquido na tecnologia de
microencapsulagcdo de probidticos, o que contribui para sua maior
utilizacdo, reducédo do desperdicio e da poluigdo ambiental.
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4 ARTIGO I

Caracterizagdo de microcapsulas de Bifidobacterium BB-12 obtidas
por spray drying com soro de leite liquido e goma arabica

Characterization of microcapsules of Bifidobacterium BB-12 obtained
by spray drying with liquid whey and gum arabic
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar as microcapsulas de
Bifidobacterium BB-12 obtidas por spray drying com soro de leite
liqguido como agente encapsulante, comparando-as com microcapsulas
obtidas com goma arabica, a qual é tradicionalmente utilizada. Foi
avaliada a microestrutura, umidade, atividade de agua, tempo para
dissolucdo em &gua e em 6leo e a cor. As microcapsulas obtidas com
ambos agentes encapsulantes apresentaram diametros em torno de 11
pum e formato esférico, com a presenga de concavidades, as quais sdo
tipicas de produtos atomizados. O contelido de agua residual e a Aw
obtidos estdo dentro dos limites para produtos atomizados e também
dentro do recomendado para garantir a estabilidade microbioldgica. O
tempo para dissolucdo em éleo foi menor do que em 4gua tanto para as
microcapsulas produzidas com goma arabica quanto para as produzidas
com soro. As microcapsulas elaboradas com soro de leite apresentaram
dissolucdo mais rapida tanto em 4gua quanto em Oleo quando
comparadas as microcapsulas com goma arabica. Ambas as
microcdpsulas apresentaram coloracdo clara, sendo observada
tonalidade mais vermelha e amarela nas elaboradas com soro do que as
obtidas com goma ardbica. As microcapsulas obtidas com soro de leite
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como agente encapsulante apresentaram caracteristicas semelhantes as
obtidas com goma arabica.

Palavras-chave: Soro de leite. Microencapsulagdo. Bifidobacterium.
Probidticos. Spray drying. Goma arabica.

ABSTRACT

The objective of this study was to characterize the microcapsules of
Bifidobacterium BB-12 obtained by spray drying, with liquid whey as
the encapsulating agent, comparing them to microcapsules obtained with
gum arabic, which is traditionally used. The microstructure, moisture,
water activity, time for dissolution in water and in oil and color were
evaluated. The microcapsules obtained with both encapsulating agents
had diameters of about 11 um and spherical shape, with the presence of
dimples, which are typical in atomized product. The residual water
content and Aw obtained are within the range for atomized products and
also within the recommended range to ensure microbiological stability.
The time for dissolution in oil was lower than in water, for the
microcapsules made with gum arabic as much as for the ones which
were produced with whey. Microcapsules prepared with whey had much
more rapid dissolution in water and in oil, when compared to
microcapsules with gum arabic. Both microcapsules showed clear color.
It was observed more red and yellow shades in microcapsules made with
whey than in those obtained with gum arabic. The microcapsules
obtained with whey and the encapsulating agent showed similar
characteristics to those obtained with gum arabic.

Keywords: Whey. Microencapsulation. Bifidobacterium. Probiotics.
Spray drying. Gum arabic.

4.1 INTRODUCAO

De acordo com Burgain et al. (2011) ha um interesse crescente
dos consumidores modernos por produtos probioéticos. Probitticos séo
microrganismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO,
2002). Bifidobactérias tém sido utilizadas na industria de alimentos
probidticos (SHAH, 2007), no entanto, estudos tém indicado baixa
viabilidade desses microrganismos em produtos contendo células livres
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(DE VOS et al., 2010). Para proteger os probidticos dos danos durante o
processamento e armazenamento do alimento, e durante a digestdo no
trato gastrointestinal, a microencapsulagdo tem sido amplamente
estudada (SABIKHI et al., 2010; CHEN; MUSTAPHA, 2012).

Microencapsulacéo é a técnica na qual uma membrana engloba
pequenas particulas de sélido, liquido ou compostos volateis com o
objetivo de oferecer protecdo contra condigdes adversas (BERTOLINI
et al., 2001). A microencapsulacdo por spray drying é o método mais
utilizado na industria de alimentos (JAFARI et al., 2008; ROCHA;
FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2012; MURUGESAN; ORSAT,
2012;). Segundo Peighambardoust, Tafti e Hesari (2011), a tecnologia
de spray drying é um processo econdmico para producdo de
microrganismos viaveis em escala industrial.

Dos vérios materiais que tém sido utilizados como agentes
encapsulantes por spray drying, a goma arabica se destaca. No entanto,
0 elevado custo, o suprimento limitado e varia¢cGes na qualidade tém
restrito o0 uso desta goma como material de parede na
microencapsulagdo e incentivado a busca por materiais encapsulantes
alternativos (GHARSALLAOUI et al., 2007; JAFARI et al., 2008).
Segundo Desai e Park (2005), é necessario o desenvolvimento de
polimeros alternativos e de baixo custo, que sejam naturais e que
encapsulem com a mesma eficiéncia que a goma arabica.

A utilizagdo de soro de leite na tecnologia de microencapsulacao
de probidticos é promissora devido a grande disponibilidade deste
subproduto nos laticinios, o que minimiza os custos do processo. Além
de néo ter aproveitamento efetivo do soro, grande parte dos laticinios
também ndo tem métodos de descarte adequado e o soro tem sido
descartado no ambiente sem qualquer tratamento. Sendo assim, 0 uso do
soro como agente encapsulante também contribui para a minimizacédo
dos danos ambientais.

Produtos de soro, como proteinas (WPC e WPI) e permeado de
soro tém sido utilizados com sucesso na microencapsulacdo de
probidticos (PICOT; LACROIX, 2004; RIVEROS et al., 2009;
WEINBRECK; BODNAR; MARCO, 2010; RODRIGUES et al., 2011),
no entanto o uso de soro de leite liquido sem qualquer tratamento prévio
ainda ndo foi estudado.

O objetivo deste estudo foi caracterizar microcapsulas de
Bifidobacterium BB-12 obtidas por spray drying com soro de leite
liqguido como agente encapsulante, comparando-as com microcapsulas
obtidas com goma arabica, a qual é tradicionalmente usada.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Cultura e preparacao das células para microencapsulacao

Para armazenamento em longo prazo, culturas liofilizadas de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (BB-12®, Chr. Hansen,
Hénsholm, Dinamarca) foram mantidas na propor¢do de 2,5 g/100 mL
de uma solucdo estéril de leite desnatado reconstituido 12% a -18 °C
(cultura estoque). Antes da microencapsulacéo, a cultura foi ativada em
estufa a 37 °C por 2 h.

4.2.2 Elaboracéo do soro de leite

O soro de leite foi obtido a partir da coagulacdo enzimética de
leite pasteurizado padronizado, através da adicdo de quimosina (0,9
mL/L, Chr. Hansen®, Valinhos, SP, Brasil) e solucdo de Cloreto de
Célcio 40% (m/v) (0,4 mL/L) e subsequente incubacéo a 37 °C por 40
minutos. O soro foi coletado apds a quebra do codgulo e dessora, de
acordo com metodologia de Furtado e Neto (1994).

4.2.3 Producéo das microcapsulas por spray drying

Bifidobacterium BB-12 foi microencapsulada pelo método de
spray drying empregando dois agentes encapsulantes: goma arabica (10
09/100 mL, Vetec, RJ, Brasil) e soro de leite liquido. O agente
encapsulante foi previamente preparado e autoclavado a 121 °C por 15
min. Apds, a cultura estoque foi misturada ao agente encapsulante para
obter a solucdo de alimentacdo do spray dryer. As microcapsulas foram
obtidas em um spray dryer co-corrente, de escala laboratorial (B-290
mini spray dryer, Buchi, Flawil, Suica), & temperatura de entrada
constante de 150 °C e temperatura de saida de 55 + 3 °C. A soluc¢do de
alimentacdo contendo Bifidobacterium BB-12 foi mantida sob agitacéo
a temperatura ambiente e alimentada para a cAmara de secagem através
de uma bomba peristaltica, com fluxo de alimentacdo de 6 mL/min.,
fluxo do ar de secagem de 35 m*/h e pressdo do compressor de ar de 0,7
MPa. O p6 obtido (microcapsulas) foi coletado da base do ciclone e
armazenado em frascos estéreis hermeticamente fechados.
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4.2.4 Caracterizacéo das microcapsulas
4.2.4.1 Analise de microestrutura

A aparéncia externa e o tamanho das microcdpsulas foram
observados em um microscopio eletrdnico de varredura Jeol JSM 6390
LV (Jeol, Tokyo, Japdo) com voltagem de aceleragdo de 10 e 15 kV. As
amostras foram fixadas com uma fita dupla face em stubs de aluminio e
recobertas por uma fina camada de ouro, em uma recobridora de ouro
(Leica, modelo EM SCD 500, Wetzlar, Alemanha), como descrito por
Lian, Hsiao e Chou (2002). Para calcular o diametro médio, cerca de
120 particulas de cada tipo de microcapsula (com soro de leite e com
goma arabica) foram medidas no microscopio, de acordo com
metodologia proposta por Krasaekoopt, Bhandari e Deeth (2004).

4.2.4.2 Umidade

A umidade das microcapsulas foi determinada por secagem em
estufa a 105 °C, de acordo com metodologia da AOAC (2005).

4.2.4.3 Atividade de agua

A atividade de &gua das microcépsulas obtidas por spray drying
foi determinada pelo medidor Aw43 (Etec, Sao Paulo, Brasil) a 25°C
apos estabilizacdo das amostras a esta temperatura por 30 minutos.

4.2.4.4 Dissolucéo

O tempo de dissolucdo dos pos foi determinado adicionando 2 g
do material a 50 mL de agua destilada ou 6leo de soja a 26 °C (EL-
TINAY; ISMAIL, 1985). A mistura foi agitada mecanicamente (DI 03,
Dist, Santa Catarina, Brasil) a 892 rpm, usando uma barra magnética de
2 mm x 7 mm. O tempo requerido para completa dissolucdo (solugdo
limpida) foi determinado (FAVARO-TRINDADE et al., 2010).

4.2.45 Cor
Os parametros de cor L*, a* e b* das microcapsulas foram

determinados usando um colorimetro Minolta Chroma Meter CR-400
(Konica Minolta, Osaka, Japdo), ajustado para operar com iluminante
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D65 e 10° de angulo de observacdo. Na escala de cor CIELab, o
pardmetro L* (luminosidade) varia de 0 a 100, indicando a variagdo de
cor do preto ao branco; o eixo a* mostra a variacdo do vermelho (+a*)
ao verde (-a*); enquanto o eixo b* mostra a variagcdo do amarelo (+b*)
ao azul (-b*).

4.2.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA)
usando o software Statistica versdo 7.0 (2004) (Statsoft Inc., Tulsa, OK,
EUA), seguida pelo teste de Tukey para comparacdo das médias, com
nivel de significAncia de 5%, quando encontradas diferengas
significativas entre os tratamentos. Todas as analises foram realizadas
em triplicata e os dados expressos como média + desvio padrao.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Caracterizacéo das microcapsulas
4.3.1.1 Microestrutura

As microcépsulas de Bifidobacterium BB-12 obtidas pelo método
de spray drying com goma arabica e com soro de leite apresentaram
formato semelhante: esférico, com a presenga de concavidades ou
achatamentos (Figura 1). O mesmo foi observado por Favaro-Trindade e
Grosso (2002) em microcdpsulas de L. acidophilus e B. lactis em
acetoftalato de celulose; e por Lorenz (2009) em microcapsulas de L.
acidophilus em gel de alginato, ambas elaboradas por spray drying.
Desmond et al. (2002) também observaram essas caracteristicas na
superficie de microcapsulas de L. paracasei contendo goma arabica, o
gue ndo foi evidente nas capsulas somente com leite em p6 desnatado
reconstituido.

De acordo com Favaro-Trindade et al. (2010), as concavidades
sdo tipicas de produtos atomizados, no entanto Rodriguez-Huezo et al.
(2007) relataram que a formacdo destas depende da temperatura de
secagem, sendo que temperaturas de secagem moderadas (como
temperatura de entrada de 140 °C e de saida de 60 °C) ocasionam estas
concavidades na superficie, as quais dao aos pds obtidos caracteristicas
como resisténcia a fratura mecéanica e a difusdo do soluto. Segundo
Lian, Hsiao e Chou (2002), a formacdo de tais achatamentos pode ser
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denominada como “efeito bola murcha” (flat ball effect) e a extensdo em
que esse efeito ocorre depende do material encapsulante utilizado.

Figura 1. Micrografias das microcdpsulas de Bifidobacterium BB-12
obtidas pelo método de spray drying. (a) goma arabica (500x); (b) goma
arabica (2000x); (c) soro de leite (800x); (d) soro de leite (5000x).

As microcépsulas de Bifidobacterium apresentaram didmetros em
torno de 11 pum, sendo que ndo houve diferenga entre os tamanhos das
microcapsulas obtidas com soro de leite e com goma arabica (Tabela 1).
Fang e Bhandari (2010) relatam que o didmetro de microcapsulas
obtidas por spray drying pode variar de 10 a 100 um. Fritzen-Freire et
al. (2012) observaram que o tamanho das capsulas de Bifidobacterium
em leite desnatado reconstituido com e sem adicéo de prebidticos variou
de 14,45 a 18,78 um. De acordo com Champagne e Fustier (2007),
microcapsulas muito grandes podem afetar a textura do alimento no qual
serd incorporada. Didmetros menores que 100 pm sdo preferidos para a
maioria das aplicacdes (ANNAN et al., 2008).
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Tabela 1. Caracteristicas das microcapsulas de Bifidobacterium BB-12
obtidas por spray drying com goma arabica e com soro de leite.

Agente encapsulante

Goma arabica Soro de leite

Tamanho (um) 11,06 +4,44 11,23 +4,21
Umidade (g/100 g) 490°+084 3,05+ 0,43
Aw 0,26%+ 0,01 0,23+ 0,01

Tempo para dissolucdo em dgua (s)  819,00°+ 7,07 552,50° + 9,19
Tempo para dissolugdo em 8leo (s) 42550+ 6,36  279,00° + 7,07

* Resultados expressos como média + desvio-padrao.
** |etras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).

4.3.1.2 Umidade e Atividade de agua

Os valores de umidade foram similares para as microcapsulas
obtidas com ambos agentes encapsulantes (Tabela 1). O mesmo foi
observado para os valores de atividade de dgua (Aw), sendo que estes
estdo dentro dos limites para produtos atomizados e também dentro do
recomendado para garantir a estabilidade microbiol6gica (<0,6)
(FAVARO-TRINDADE et al., 2010). O contedo de &gua de pos
probidticos é um fator critico que influencia a estabilidade da bactéria
durante o armazenamento (WANG; YU; CHOU, 2004,
SANTIVARANGKNA et al., 2007; MENG et al., 2008; CHAN et al.,
2011). Em geral, os microrganismos sobrevivem melhor com atividade
de agua baixa. Entretanto, a secagem em excesso pode diminuir a
viabilidade e estabilidade dos microrganismos (LI et al., 2011).

Segundo Gardiner et al. (2000) e Meng et al. (2008), é necessaria
uma umidade residual de 4% ou menos para 0 armazenamento
prolongado de po6s contendo probidticos. Zayed e Roos (2004)
observaram que o conteldo 6timo de dgua para armazenamento de L.
salivarius subsp. salivarius variou de 2,8 a 5,6%, enquanto que valores
maiores de agua residual imediatamente ap6s a secagem levam a perdas
mais elevadas de células probiéticas durante 0 armazenamento na forma
de p6. De acordo com esses autores, certa quantidade de agua deve
permanecer no produto para que se obtenha uma taxa de sobrevivéncia
satisfatéria. Sunny-Roberts e Knorr (2009) observaram valores de
umidade de 3,79 a 4,1% apds spray drying de L. rhamnosus GG e L.
rhamnosus E-97800 (E800). Heidebach, Foérst e Kulozik (2010)
obtiveram valores entre 3 e 4% para o contedo médio de &gua residual
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de microcépsulas de Lactobacillus F19 e Bifidobacterium BB-12 apds a
secagem, ndo sendo observada diferenca significativa devido a espécie
ou ao tipo de matriz protéica utilizada. Em estudo realizado por Li et al.
(2011), a umidade das microcapsulas de L. casei variou de 8,3 a 10,6%.

As microcéapsulas apresentaram atividade de agua menor que 0,3
(Tabela 1), o que de acordo com Tonon et al. (2009), é muito positivo
para a estabilidade dos pos, visto que ha menos agua livre disponivel
para reacdes bioquimicas, prolongando a vida de prateleira. Resultados
similares foram obtidos por Fritzen-Freire et al. (2012). Golowczyc et
al. (2010) microencapsularam L. plantarum 83114 com leite em po
desnatado reconstituido por spray drying e obtiveram valores de Aw que
variaram de 0,24 a 0,44. Semyonov et al. (2010) observaram valores de
Aw de 0,33 a 0,8 para microcapsulas de Lactobacillus paracasei.

De acordo Masters (1985) e Kearney et al. (2009) a atividade de
agua e a umidade devem estar abaixo de 0,25 e 5%, respectivamente. O
contetido de agua residual bem como a Aw obtidos nesse estudo para as
microcapsulas de Bifidobacterium BB-12 com goma arabica e com soro
de leite parecem ser adequados para armazenamento a longo prazo.

4.3.1.3 Dissolugéo

O tempo para dissolu¢do em dleo foi menor (p<0,05) do que em
agua tanto para as microcapsulas produzidas com goma arabica quanto
para as produzidas com soro (Tabela 1). Resultados similares foram
obtidos por Favaro-Trindade et al. (2010) para microcapsulas de
hidrolisado de caseina obtidas por spray drying com proteina de soja e
gelatina como encapsulantes. Segundo Favaro-Trindade et al. (2010),
estes resultados podem ser explicados pela exposi¢do dos sitios
hidrofdbicos, os quais sdo capazes de promover interagcdes proteina-
6leo, facilitando a dissolucdo neste solvente/meio.

Fritzen-Freire et al. (2012) observaram tempos de dissolugdo em
adgua de 190,77 a 332,37 segundos, para microcapsulas de
Bifidobacterium com leite desnatado reconstituido obtidas por spray
drying. Essa maior solubilidade observada, quando comparada a este
trabalho, pode ser explicada pelo fato de que quando o leite é submetido
ao spray dryer, os grupos hidrofilicos (uma mistura de lactose e
proteinas do leite) sdo mais expostos, desta forma aumentando a
solubilidade (GHARSALLAOQUI et al., 2007).

As microcapsulas elaboradas com soro de leite apresentaram
dissolucdo mais rapida tanto em 4&gua quanto em oOleo quando
comparadas as microcapsulas com goma arabica. Os pds obtidos com



68

ambos agentes encapsulantes foram capazes de se dissolver em agua e
em Oleo (Tabela 1), o que permite sua aplicagdo em uma ampla
variedade de produtos.

4.3.1.4 Cor

Os atributos de cor das microcapsulas de Bifidobacterium BB-12
estdo apresentados na Tabela 2. As microcdpsulas obtidas com os
diferentes agentes encapsulantes ndo apresentaram diferenca entre si (p
> 0,05) quanto a luminosidade (L*). O parametro L* foi elevado,
indicando que ambas as microcdpsulas apresentaram coloragéo clara.
Entretanto, as microcapsulas com soro de leite apresentaram maiores
valores de a* e b*, indicando tonalidade mais vermelha e amarela que as
obtidas com goma arébica, respectivamente. Esta diferenca pode ser
devido & reacdo de Maillard entre aglcares redutores e proteinas que
pode ter ocorrido durante a microencapsulagdo por spray drying com
soro de leite. Além disso, de acordo com Aryana e McGrew (2007), um
fator que influencia a cor do produto é a cor dos ingredientes utilizados.
Isto explica a maior tendéncia ao amarelo das microcapsulas com soro
de leite, visto que o soro naturalmente apresenta coloracdo amarelo-
clara.

Tabela 2. Atributos de cor das microcapsulas de Bifidobacterium BB-12
obtidas por spray drying com goma arabica e com soro de leite.

Goma arabica Soro de leite
L* 87,63 £1,79 85,96 + 1,81
a* 0,60% + 0,02 0,95° +0,05
b* 6,10 £ 0,15 11,42° +0,44

* Resultados expressos como média + desvio-padrao.
** |etras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).

4.4 CONCLUSAO

As microcapsulas obtidas com soro de leite como agente
encapsulante apresentaram caracteristicas semelhantes as obtidas com
goma ardbica, a qual é amplamente utilizada. Desta forma, o soro de
leite pode ser utilizado na microencapsulacdo de probidticos por spray
drying, o que contribui para seu maior aproveitamento e reducdo do
desperdicio.
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RESUMO

Bifidobacterium BB-12 foi microencapsulada por spray drying com soro
de leite. Este trabalho investigou a sobrevivéncia destas microcapsulas
em condigBes gastrointestinais simuladas, a tolerdncia ao NaCl e a
viabilidade durante o armazenamento. Os resultados mostraram uma
pequena reducdo na viabilidade de Bifidobacterium microencapsulada
em pH baixo. Em relacdo a exposicdo de Bifidobacterium a bile, a
microencapsulacdo com soro de leite ndo protegeu as células
probidticas, no entanto a viabilidade das microcapsulas permaneceu > 6
log UFC/g mesmo ap6s 24 horas de incubagdo na maior concentragdo de
bile estudada. N&o foi observado crescimento tanto para as células livres
quanto para as microencapsuladas em MRS-LP com NaCl. A
viabilidade das microcapsulas armazenadas a 4 °C manteve-se elevada e
constante por 12 semanas. Quando as microcapsulas foram adicionadas
em sobremesa lactea, a populacdo do probidtico manteve-se acima de 7
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log UFC/g por 6 semanas. O soro de leite mostrou-se promissor como
agente encapsulante de Bifidobacterium BB-12.

Palavras-chave: Probidtico. Microencapsulacdo. Soro. Spray drying.
Bifidobacterium.

ABSTRACT

Bifidobacterium BB-12 was microencapsulated by spray drying with
whey. This present work investigated the survival of these
microcapsules under simulated gastrointestinal conditions, as well as
their tolerance to NaCl and their viability during storage. The results
showed a small decrease in the viability of microencapsulated
Bifidobacterium at low pH. In relation to the exposure of
Bifidobacterium to bile, microencapsulation with whey did not protect
the probiotic cells; however, the viability of the microcapsules remained
>6 log cfu/g, even after 24 h of incubation at the highest bile
concentration analyzed. No growth was noted with either the free cells
or the microencapsulated cells on MRS-LP with NaCl. The viability of
the microcapsules stored at 4 °C remained high and constant for 12
weeks. When the microcapsules were added to a dairy dessert, the
probiotic count remained above 7 log cfu/g for 6 weeks. Therefore,
whey is a promising encapsulating agent for Bifidobacterium BB-12.

Keywords: Probiotic. Microencapsulation. Whey. Spray drying.
Bifidobacterium.

5.1 INTRODUCAO

Probi6ticos sdo microrganismos vivos que quando administrados
em quantidades adequadas conferem beneficios a salde do individuo
(FAO/WHO, 2002). Espécies de Lactobacilli e bifidobacteria tém
demonstrado efeitos benéficos na imunomodulagdo e na reducdo ou
prevencdo de diversas doencas intestinais (SERVIN; COCONNIER,
2003; SHAH, 2007). No entanto, para exercer esses efeitos benéficos, os
probidticos devem ser capazes de tolerar as condigBes acidas do
estbmago e a bile no intestino delgado (SULTANA et al., 2000;
DOLEYRES; FLISS; LACROIX, 2004). O ambiente acido do estbmago
e 0s sais biliares secretados no duodeno sdo os principais obstaculos a
sobrevivéncia da bactéria ingerida. A tolerancia de bifidobactéria a
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valores de pH do suco gastrico geralmente é considerada baixa
(CHARTERIS et al., 1998; MATSUMOTO; OHISHI; BENNO, 2004;
TAKAHASHI et al., 2004; COLLADO; SANZ, 2006). Além disso, a
sobrevivéncia dos probidticos durante 0 processamento e
armazenamento dos alimentos é também fundamental para o
desenvolvimento de produtos com quantidade adequada de células
vidveis (ANAL; SINGH, 2007).

A protecdo de probiéticos através da microencapsulagdo em
capsulas de hidrocoldides preparadas por técnicas de extrusdo, emulsdo
ou em microparticulas atomizadas tem sido investigada (DOLEYRES;
LACROIX, 2005). Entretanto, a sobrevivéncia apds exposicdo ao acido
raramente tem resultado satisfatéria e quando uma grande prote¢do
contra 0 suco gastrico foi observada, a sobrevivéncia das células
apresentou grande reducdo dentro de poucas semanas de armazenamento
(ALBERTINI et al., 2010).

A microencapsulacdo por spray drying tem sido usada com
sucesso na inddstria alimenticia por varias décadas (GOUIN, 2004).
Esta técnica envolve a dispersdo das células em uma solugéo polimérica
gue é atomizada na camara de secagem (GHARSALLAOUI et al.,
2007). Isso leva a evaporacdo do solvente e, conseqlientemente, a
formagdo das microcapsulas (KAILASAPATHY, 2002). Entre as
principais vantagens do spray drying estdo o baixo custo e a rapidez
para produzir grandes quantidades de células vidveis (TEIXEIRA;
CASTRO; KIRBY, 1995; TEIXEIRA et al., 1995; GARDINER et al.,
2000; SILVA et al., 2005).

O soro de leite é o liquido residual obtido a partir da coagulacio
do leite destinado & fabricagdo de queijos ou de caseina (BRASIL,
2005). Segundo Smithers (2008) e Dragone et al. (2009), o soro é o
principal produto secundario da indUstria lactea, sendo composto
principalmente por lactose e proteinas sollveis (SCHAAFSMA, 2008;
YORGUN, 2008). Parte do soro de leite gerado pela indUstria é utilizada
como aditivo alimentar, mas a maioria é descartada como residuo
(AQUIDI et al., 2009), o que causa sérios problemas ambientais, pois o
soro é um forte poluente organico que apresenta alta demanda
bioguimica de oxigénio (40 g/l a 60 g/l) (ATHANASIADIS et al.,
2004). As indlstrias de medicamentos e alimentos tém um grande
interesse em desenvolver produtos utilizando soro de leite e seus
derivados como fontes de matérias-primas (SOUZA et al., 2010). Dessa
forma, é necessaria a busca por novas e interessantes aplicacdes para o
soro a fim de aumentar seu aproveitamento e a0 mesmo tempo reduzir
seu volume descartado.
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Uma variedade de materiais tem sido utilizada para
microencapsular probiéticos, como goma arabica, alginato, gelatina,
maltodextrina, pectina, leite desnatado, amido, quitosana, entre outros
(O'RIORDAN et al., 2001; CAPELA; HAY; SHAH, 2007; SU; LIN;
CHEN, 2007; ANNAN; BORZA; TRUELSTRUP HANSEN, 2008;
REDDY; MADHU; PRAPULLA, 2009; SANDOVAL-CASTILLA et
al., 2010; SEMYONOV et al., 2010; LI et al., 2011). Alguns trabalhos
tém utilizado proteinas do soro de leite na forma de concentrado
protéico de soro (WPC), ou ainda isolado protéico de soro (WPI) na
tecnologia de microencapsulacdo de probidticos (GUERIN;
VUILLEMARD; SUBIRADE, 2003; PICOT; LACROIX, 2004; REID
et al., 2005; REID et al., 2007; RODRIGUEZ-HUEZO et al., 2007;
GBASSI et al., 2009; DOHERTY et al, 2010; WEINBRECK;
BODNAR; MARCO, 2010; DOHERTY et al., 2011; GBASSI et al.,
2011).

Riveros et al. (2009) utilizaram permeado de soro como agente
carreador na atomizacdo de Lactobacillus acidophilus. No entanto, 0 uso
de soro de leite na forma liquida foi estudado somente por Pimentel-
Gonzalez et al. (2009) que empregaram o soro doce concentrado como
emulsificante na microencapsulacao de L. rhamnosus por emulsificacdo.
Até 0 momento, ndo existem estudos sobre 0 uso de soro de leite liquido
como agente encapsulante de probidticos por spray drying.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar o potencial do
soro de leite liquido como agente encapsulante de Bifidobacterium BB-
12 através da avaliagdo da sobrevivéncia em condicfes gastrointestinais
simuladas, tolerancia ao NaCl e viabilidade durante o armazenamento.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Cultura e preparacao das células para microencapsulagdo

Células liofilizadas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-
12 (BB-12®, Chr. Hansen, Hénsholm, Dinamarca) foram reidratadas a
2,5 9/100 mL usando uma solugdo estéril de leite em pd desnatado
comercial (Molico®, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) reconstituido a 12% e
mantidas como solucéo estoque a -18 °C em frascos estéreis. Antes da
microencapsulagdo, a cultura foi ativada em estufa a 37 °C por 2 h. A
cultura livre (ndo-encapsulada) foi utilizada como controle.
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5.2.2 Elaboragéo do soro de leite

O soro de leite foi obtido a partir da coagulacdo enzimatica de
leite pasteurizado padronizado, através da adicdo de quimosina (0,9
mL/L, Chr. Hansen®, Valinhos, SP, Brasil) e solucdo de Cloreto de
Calcio 40% (m/v) (0,4 mL/L) e subsequente incubacdo a 37 °C por 40
minutos. O soro foi coletado apds a quebra do codgulo e dessora, de
acordo com metodologia de Furtado e Neto (1994). As caracteristicas
finais do soro obtido foram: 6,1 g/100g sdlidos totais; 0,66 g/100g
proteina; 0,53 @/100g cinzas; 0,16 @/100g gordura; 4,74 g/100g
carboidratos totais; acidez 0,11 (% &cido latico); e pH 6,23.

5.2.3 Producéo das microcapsulas por spray drying

Bifidobacterium BB-12 foi microencapsulada pelo método de
spray drying empregando como agente encapsulante soro de leite
liquido. O soro de leite foi previamente autoclavado a 121 °C por 15
min. Em seguida, a cultura estoque foi adicionada para obter a solucdo
de alimentacdo do spray dryer. As microcapsulas foram obtidas em um
spray dryer co-corrente de escala laboratorial (B-290 mini spray dryer,
Buchi, Flawil, Sui¢a), a temperatura de entrada constante de 150 °C e
temperatura de saida de 55 *+ 3 °C. A solucdo de alimentacdo contendo
Bifidobacterium BB-12 foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente
e alimentada para a camara de secagem através de uma bomba
peristaltica, com fluxo de alimentacdo de 6 mL/min., fluxo do ar de
secagem de 35 m*/h e pressdo do compressor de ar de 0,7 MPa. O pé
obtido (microcapsulas) foi coletado da base do ciclone e armazenado em
frascos estéreis hermeticamente fechados a 4 °C.

5.2.4 Enumeracéo de Bifidobacterium BB-12 livre e encapsulada

Bifidobacterium BB-12 foi enumerada em agar MRS (Difco,
Sparks, MD, EUA) modificado com a adi¢do de 0,2% (m/v) de Cloreto
de Litio e 0,3% (m/v) de Propionato de Sédio (MRS-LP)
(VINDEROLA; REINHEIMER, 2000), pela técnica de semeadura em
profundidade (Pour plate). Ap6s incubacdo a 37 °C por 72 horas em
jarras anaer6bicas contendo AnaeroGen® (Oxoid, Hampshire, Reino
Unido) foi realizada a contagem de células viaveis, expressa em log de
unidade formadora de coldénia por mL ou g (log UFC/mL ou g). Os
microrganismos encapsulados foram primeiramente liberados das
microcapsulas de acordo com metodologia de Kim et al. (2008), com
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modificacdes, homogeneizando 0,1 g das microcapsulas em 9,9 mL de
tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,0) por 10 minutos usando uma barra
magnética.

5.25 Sobrevivéncia de Bifidobacterium BB-12 em condi¢bes
gastrointestinais simuladas

5.2.5.1 Condicdes acidas

Para simulacdo das condicdes acidas foi utilizado o meio NGYC
(12% de leite desnatado, 2% de glicose, 1% de extrato de levedura e
0,05% de cisteina). As células livres e encapsuladas foram adicionadas
em tubos contendo 10 mL do meio NGYC ajustado a pH 2,0; 3,0; 4,0 ou
6,0 com HCI 5 M ou NaOH 1 M. Os tubos foram incubados a 37 °C e
foram retiradas amostras em triplicata de cada tratamento ap6s 0, 1, 2 e
3 horas (LANKAPUTHRA; SHAH, 1995; SULTANA et al., 2000;
CHANDRAMOULI et al., 2004). A sobrevivéncia de Bifidobacterium
BB-12 livre e encapsulada foi avaliada através da enumeragdo em agar
MRS-LP, como descrito na se¢éo 5.2.4.

5.2.5.2 Bile

A resisténcia a bile foi determinada adicionando as células livres
e encapsuladas a 10 mL do meio MYE (10% leite desnatado, 0,5% de
extrato de levedura e 0,05% de cisteina; pH 6,9) contendo O (controle),
0,5% e 1% de bile (Oxgall, Difco, Sparks, MD, EUA). Amostras em
triplicata foram retiradas apds incubacdo a 37 °C por 0, 3, 6 e 24 horas
(TRUELSTRUP HANSEN et al., 2002; CHANDRAMOULI et al.,
2004). A sobrevivéncia de Bifidobacterium BB-12 livre e encapsulada
foi avaliada através da enumeracdo em agar MRS-LP, como descrito na
secdo 5.2.4.

5.2.6 Tolerancia ao sal

A fim de investigar o possivel dano celular resultante da
microencapsulacdo por spray drying, foi determinada a sensibilidade de
Bifidobacterium BB-12 ao NaCl antes e ap6s 0 processo, de acordo com
metodologia de Gardiner et al. (2000) e Corcoran et al. (2004). As
células viaveis da cultura estoque (células livres) e dos p6s obtidos por
spray dryer foram enumeradas através da técnica de semeadura em
profundidade (pour-plate) em &gar MRS suplementado com NaCl (5



81

9/100 mL, Synth, SP, Brasil). O nUmero de células viaveis foi
comparado ao nimero obtido nas placas de 4gar MRS sem NaCl.

5.2.7 Viabilidade de Bifidobacterium BB-12 durante o
armazenamento

A viabilidade de Bifidobacterium BB-12 microencapsulada
durante o armazenamento por 12 semanas a 4 °C foi avaliada através da
enumeracao em agar MRS-LP, como descrito na se¢do 5.2.4.

5.2.8 Viabilidade das microcapsulas em sobremesa lactea

As microcapsulas de Bifidobacterium BB-12 foram incorporadas
em sobremesa lactea comercial (sabor chocolate branco, Vigor
Delicatessen®, S&o Paulo, Brasil). Dez gramas das microcapsulas foram
adicionadas a 100 g da sobremesa. A sobremesa foi armazenada a 4 °C
por 6 semanas. A Vviabilidade de Bifidobacterium BB-12
microencapsulada na sobremesa foi avaliada através da enumeragdo em
agar MRS-LP, como descrito na se¢do 5.2.4.

5.2.9 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
usando o software Statistica versdo 7.0 (2004) (Statsoft Inc., Tulsa, OK,
EUA), seguida pelo teste de Tukey para comparacdo das médias, com
nivel de significancia de 5%, quando encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos. Todas as analises foram realizadas
em triplicata e os dados expressos como média + desvio padrao.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Sobrevivéncia de Bifidobacterium BB-12 em condigdes
gastrointestinais simuladas

5.3.1.1 Condigdes &cidas

A Figura 1 mostra a sobrevivéncia de Bifidobacterium BB-12
livre e microencapsulada por spray drying com soro de leite em
condicdes acidas. Apo6s 3 horas de incubacdo, em pH 6,0 e em pH 4,0
ndo foi observada reducéo (p > 0,05) no nimero de células viaveis tanto
para a cultura microencapsulada quanto para a cultura livre. Em pH 3,0
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foi observada reducdo de 056 + 0,17 log UFC/g para a
microencapsulada, enquanto a livre ndo apresentou reducdo. No entanto,
em pH 2,0 houve uma maior reducdo (p < 0,05) da viabilidade de
Bifidobacterium BB-12 livre (1,51 + 0,27 log UFC/g) quando
comparada a microencapsulada (0,73 + 0,18 log UFC/g). Ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre as reduc¢des nas contagens em pH
2,0 e em pH 3,0 para as microcapsulas obtidas com soro de leite, ou
seja, a sobrevivéncia ndo foi menor em pH 2,0 quando comparado ao
pH 3,0. Esses resultados sdo semelhantes aos de Li et al. (2011), em que
a reducdo da viabilidade em pH 2,0 e pH 3,0 também foi similar.
Microcapsulas de L. casei com alginato, quitosana e carboximetil
quitosana obtidas por extrusdo apresentaram reducdo de 0,52 a 0,86 log
apos 2 horas de incubacéo em pH 2,0.

Por outro lado, em estudo realizado por Sultana et al. (2000),
houve um maior decréscimo (cerca de 2 log) na contagem de células
viaveis de L. acidophilus microencapsulado em uma mistura de alginato
e amido resistente em pH 4,0 e 3,0; enquanto em pH 2,0 houve uma
reducdo de 5 log UFC/g, ap6s 3 horas de incubagdo. Quando avaliada a
sobrevivéncia de Bifidobacterium infantis, a bactéria apresentou
somente uma pequena reducdo em pH 4,0 e 3,0, enquanto houve um
decréscimo de 3 log em pH 2,0 ap6s 3 h de exposi¢do. Chandramouli et
al. (2004) relataram reducéo de 1 log na contagem de células viaveis de
L. acidophilus microencapsulado em alginato, ap6s 3 h de incubacéo
em pH 3,0. A exposicdo da bactéria microencapsulada pelo mesmo
periodo de tempo ao pH 2,0 resultou em um decréscimo de 3 log na
contagem de células. Annan, Borza e Truelstrup Hansen (2008)
observaram reducfes de 1,21 a 2,55 log para microcapsulas de B.
adolescentis com gelatina, genipina e alginato em pH 2,0 ap6s 2 horas.
Lorenz (2009) verificou uma redugdo de 1,05 log na viabilidade de L.
acidophilus microencapsulado em alginato por spray drying, ja na
primeira hora de incubacdo em pH 3,0. Em pH 2,0 as células
microencapsuladas apresentaram reducdo de 1,76 log ap6s 3 h de
incubacdo. Microcapsulas de L. casei obtidas com caseinato de sédio e
goma gelana por emulsificagdo apresentaram redugdo de 3,1 log na
viabilidade ap6s 2 horas em pH 2,0 (NAG; HAN; SINGH, 2011).
Brinques e Ayub (2011) observaram que a microencapsulacdo em
alginato e pectina ndo protegeu as células de L. plantarum quando
expostas ao pH 2,0, havendo grande reducéo da viabilidade (cerca de 3 a
4 log UFC/g).
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Figura 1. Sobrevivéncia de Bifidobacterium BB-12 (o) livre e (o)
microencapsulada por spray drying com soro de leite em (a) pH 6,0 (b)
pH 4,0 (c) pH 3,0 e (d) pH 2,0. As barras de erro representam o desvio
padrdo em relacdo as médias (n = 3).

Pode-se afirmar que a reducdo na viabilidade de Bifidobacterium
BB-12 microencapsulada com soro de leite observada em pH baixo (2,0
e 3,0) foi pequena quando comparada a trabalhos similares. Esta menor
reducdo pode ser devido as diferentes cepas de microrganismos, pois
segundo Pham, Lemberg e Day (2008), os probidticos exibem
diferencas cepa-especificas com relacdo a resisténcia a acidez e a bile.
Além disso, 0 método e material encapsulantes utilizados também tém
influéncia na sobrevivéncia das microcapsulas a acidez. Desta forma, o
soro de leite como agente encapsulante pode ter protegido as células em
condicdes acidas. Nos pHs estudados, todas as contagens de células
viaveis permaneceram acima de 7 log UFC/g, mesmo apds 3 horas de
incubacéo.
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5.3.1.2 Bile

A Figura 2 mostra a sobrevivéncia de Bifidobacterium BB-12
livre e microencapsulada por spray drying com soro de leite em
diferentes concentragcfes de bile. A viabilidade de Bifidobacterium BB-
12 microencapsulada em 0,5% de bile foi diminuida 1,71 + 0,65 log
apo6s 6 horas e 2,63 + 0,32 log UFC/g apds 24 horas de incubacdo.
Quando expostas a 1% de bile, as microcapsulas apresentaram redugdes
de 2,71 £ 0,51 e de 4,13 + 0,26 log ap6s 6h e 24 horas, respectivamente.
Quanto a cultura livre, esta ndo apresentou reducdo (p > 0,05) da
viabilidade nessas concentragfes de bile. Resultados similares foram
obtidos por Li et al. (2011) que observaram reducdes de 0,77 a 2 log em
0,5% de bile e 1,27 a 3 log em 1% de bile apds 6 horas de incubacéao de
microcapsulas de L. casei.

Sultana et al. (2000) concluiram que a microencapsulacdo em
alginato e amido ndo melhorou a sobrevivéncia de probidticos na
presenca de bile. Apds 6 horas de incubacdo em 2% de bile, foi
observada reducéo de cerca de 2 log nas contagens de L. acidophilus e
L. casei, enquanto B. infantis apresentou uma pequena reducdo nessas
mesmas condic¢des. Trindade e Grosso (2000) também reportaram que
microcapsulas de B. bifidum e L. acidophilus obtidas com alginato nédo
protegeram as células em 2 e 4% de bile. Guérin, Vuillemard e Subirade
(2003) observaram reducGes desde 2 log até 7 log na viabilidade de
Bifidobacterium bifidum microencapsulada com alginato, pectina e
proteina do soro quando exposta a 2 e 4% de bile apds 1 ou 3h. Ding e
Shah (2009) elaboraram microcapsulas de varias espécies de
Lactobacillus e Bifidobacterium e observaram redugdes médias de 1,9 a
3,3 log UFC/g em 3% de bile ap6s 4 e 8 horas, respectivamente.

Mandal et al. (2006) relataram que a sobrevivéncia a bile de L.
casei microencapsulado em alginato foi dependente da concentracdo do
agente encapsulante. O aumento da concentracdo de 2 para 4% de
alginato conferiu maior protecao as células. De acordo com Sohail et al.
(2011), a sobrevivéncia de probidticos é altamente dependente da
espécie microencapsulada. Comparando os resultados obtidos a
trabalhos similares, a sobrevivéncia das microcépsulas de
Bifidobacterium BB-12 em bile foi satisfatoria. Além disso, apesar da
microencapsulacdo com soro de leite ndo ter protegido as células
probidticas, a viabilidade das microcapsulas permaneceu > 6 log UFC/g
mesmo apds 24 horas de incubacdo na maior concentracdo de bile
estudada.
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Figura 2. Sobrevivéncia de Bifidobacterium BB-12 (CJ) livre e (H)
microencapsulada por spray drying com soro de leite em bile (a) 0% (b)
0,5% (c) 1%. As barras de erro representam o desvio padrdo em relagdo as
médias (n = 3).

5.3.2 Tolerancia ao sal

As contagens de células viaveis de Bifidobacterium BB-12 livre e
microencapsulada com soro de leite em agar MRS-LP sem adicdo de sal
foram 10,07 + 0,06 log UFC/mL e 10,02 + 0,07 log UFC/g,
respectivamente. No entanto, ndo foi observado crescimento tanto para
as células livres quanto para as microencapsuladas em MRS-LP com 5%
de NaCl, indicando que a microencapsulacdo ndo teve influéncia na
suscetibilidade da cultura ao sal.

Sunny-Roberts e Knorr (2009) observaram que duas cepas de
Lactobacillus rhamnosus (LGG e E800) apresentaram sensibilidade ao
NaCl antes e apds o spray drying. Cerca de 16% das células de LGG e
menos que 5% das células de E800 foram sensiveis ao sal antes do
processo. Esta sensibilidade provavelmente ocorre como resultado da
injaria subletal as células devido a um estresse osmdtico imposto pelo
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meio carreador, causando uma permeabilizacdo momentanea das
membranas destas células (SUNNY-ROBERTS; ANANTA; KNORR,
2007; SUNNY-ROBERTS; KNORR, 2007). Apés o spray drying,
houve um decréscimo no nimero de células viaveis na presenca de sal,
revelando um aumento da sensibilidade dos probioticos, sendo que 86%
e 40% das células de E800 e LGG, respectivamente, apresentaram
sensibilidade ao sal.

Corcoran et al. (2004) relataram que esse aumento da
sensibilidade ao sal das culturas probidticas ap6s o spray drying é
dependente da espécie e cepa utilizadas, sendo que 90% das células de
L. salivarius UCC 500 foram suscetiveis & presenca de NaCl apos a
microencapsulagdo. Da mesma forma, em estudo realizado por Gardiner
et al. (2000), L. paracasei NFBC 338 exibiu somente 4% de
sensibilidade ao NaCl antes do spray drying, mas 70% de sensibilidade
foi observada ap6s o processo. Os resultados obtidos para L. salivarius
UCC 118 revelaram que esta cepa ndo foi suscetivel ao sal antes do
spray drying, mas exibiu 100% de suscetibilidade ap6s a
microencapsulacéo.

Estes resultados discordam dos obtidos neste trabalho, no qual
ndo foi possivel aplicar a analise de tolerancia ao sal como um indicador
do dano celular decorrente do processo de microencapsulagéo por spray
drying, pois a cultura na sua forma livre ja foi altamente suscetivel ao
NaCl. Um dos sitios na célula bacteriana mais suscetivel ao dano € a
membrana citoplasmética (TEIXEIRA; CASTRO; KIRBY, 1995), e o
aumento da sensibilidade da bactéria injuriada ao NaCl tem sido
associado a este dano (TEIXEIRA; CASTRO; KIRBY, 1995;
TEIXEIRA et al., 1997). Entretanto, existem outros possiveis sitios na
célula, como a parede celular e 0 DNA, onde o dano pode ocorrer como
resultado do spray drying (TEIXEIRA et al., 1995; TEIXEIRA et al.,
1997).

5.3.3 Viabilidade de Bifidobacterium BB-12 microencapsulada
durante o armazenamento

A viabilidade das microcépsulas de Bifidobacterium BB-12
obtidas por spray drying com soro de leite armazenadas a 4 °C manteve-
se elevada e constante (> 9 log UFC/g) por 12 semanas (Figura 3).
Resultados similares foram encontrados por Brachkova, Duarte e Pinto
(2010), que microencapsularam Lactobacillus spp. em alginato. A
viabilidade das microcépsulas mantidas sobre silica gel permaneceu
estavel durante 6 meses de armazenamento a 4 °C.
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Entretanto, Oliveira (2006) relatou que a viabilidade de B. lactis
microencapsulada com pectina e caseina por coacervacdo seguida de
spray drying comecou a diminuir jA nos 30 primeiros dias de
armazenamento resultando em uma reducdo final de 4,34 log apds 120
dias de armazenamento sob refrigeracdo. Zhao et al. (2008) observaram
reducdo de 1 a 1,5 log na viabilidade de L. acidophilus
microencapsulado por spray drying com B-ciclodextrina e goma acécia
durante o armazenamento a 4 °C por 8 semanas. Lorenz (2009) ao
microencapsular L. acidophilus por emulsificacdo e por spray drying,
verificou que houve reducgéo de 1,75-1,77 log UFC/g na viabilidade das
células armazenadas por 12 semanas a -18 °C. No entanto, ndo houve
diferenca  significativa entre a sobrevivéncia das células
microencapsuladas por emulsificacdo ou por spray drying. Reddy,
Madhu e Prapulla (2009) obtiveram aproximadamente 60% de
sobrevivéncia de microcapsulas de L. plantarum, L. salivarius e P.
acidilactici com maltodextrina e leite desnatado durante 60 dias de
armazenamento a 4 °C.

Albertini et al. (2010) observaram redu¢do de 1,6-1,7 log para
microcapsulas de L. acidophilus e B. lactis obtidas com alginato, goma
xantana e acetoftalato de celulose apds 6 meses de armazenamento a 5
°C. Em estudo realizado por Chavarri et al. (2010), ap6s 28 dias de
armazenamento a 4 °C, a sobrevivéncia de L. gasseri e B. bifidum
microencapsulados por extrusdo com alginato e quitosana diminuiu
cerca de 2 log. Quando as capsulas foram elaboradas também com o
prebidtico quercetina, a reducdo da viabilidade foi ainda maior, cerca de
3-4 log apds 11 dias. Brinques e Ayub (2011) observaram reducdes que
variaram de 1,95 a 6,73 log UFC/g, dependendo do agente encapsulante
utilizado (alginato ou pectina), na viabilidade de L. plantarum
microencapsulado durante armazenamento por 38 dias a 4 °C.

O desafio final relacionado ao desenvolvimento de microcapsulas
probiGticas é representado pela sua estabilidade durante o
armazenamento (ALBERTINI et al., 2010). Segundo Corcoran et al.
(2004), a estabilidade de probitticos microencapsulados é maior em
baixas temperaturas, como & temperatura de refrigeracdo. Sem duvida, o
agente encapsulante também tem influéncia direta na estabilidade das
microcapsulas. A desnaturacdo térmica das proteinas do soro influencia
as caracteristicas de emulsificacdo e, portanto, suas propriedades
microencapsulantes (ROSENBERG; SHEU, 1996). O tratamento
térmico, como o que ocorre durante o spray drying, induz a
desnaturacdo e agregacdo das proteinas do soro (MILLQVIST-
FUREBY; ELOFSSON; BERGENSTAHL, 2001), melhorando sua
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adsorcdo a interface e resultando na formacdo de uma camada fina
semelhante a um gel (KIOKIAS; DIMAKOU; OREOPOULOU, 2007).
Dessa forma, o soro de leite mostrou-se como um bom agente
encapsulante para manutencdo da viabilidade de Bifidobacterium BB-12
durante o armazenamento a 4 °C.
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Figura 3. Viabilidade de Bifidobacterium BB-12 microencapsulada com
soro de leite durante o armazenamento a 4 °C. As barras de erro
representam o desvio padrdo em relagdo as médias (n = 3). A semana 0
corresponde a contagem de células viaveis (log UFC/g) realizada no primeiro
dia de armazenamento.

5.3.4 Viabilidade das microcapsulas em sobremesa lactea

A Figura 4 apresenta a contagem de células vidveis de
Bifidobacterium BB-12 microencapsulada com soro de leite em
sobremesa lactea armazenada a 4 °C. Durante as 6 semanas de
armazenamento, ocorreu uma reducdo de 1,16 + 0,05 log UFC/g, no
entanto a viabilidade permaneceu elevada (> 7 log UFC/g). Resultados
similares foram obtidos por Aragon-Alegro et al. (2007) que
desenvolveram uma musse de chocolate probidtica e verificaram que L.
paracasei manteve a viabilidade acima de 7 log UFC/g durante o
armazenamento refrigerado por 28 dias. Corréa, Castro e Saad (2008)
avaliaram a viabilidade de Bifidobacterium em sobremesa lactea do tipo
manjar de coco e observaram que a populacdo de Bifidobacterium
diminuiu ap6s 28 dias de armazenamento refrigerado em um dos
tratamentos, mas manteve-se > 7 log UFC/g.
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Entretanto, em outro estudo com musses de chocolate, Borges,
Ferreira e Costa (2004) observaram um decréscimo de 3 log na
populacdo de L. acidophilus, ap6s o 20° dia de armazenamento das
musses adicionadas de células livres. Quando empregaram o probidtico
microencapsulado em uma matriz de alginato, os autores observaram um
decréscimo de 2 log na viabilidade. Em estudo realizado por Buriti,
Castro e Saad (2010), a populagdo de L. acidophilus em musse de
goiaba refrigerado permaneceu acima de 7,5 log UFC/g entre o dia da
producdo e o sétimo dia de estocagem. Apds 14 dias a viabilidade
comecou a diminuir, chegando a reducfes de 1 log até 3 log apds 28
dias de armazenamento, dependendo da formulag&o. Para as sobremesas
elaboradas com WPC, a populagdo do probidtico permaneceu acima de
6 log UFC/g durante o armazenamento.

A producdo de alimentos contendo cepas probidéticas especificas
em concentragdes apropriadas de células viaveis durante a vida-de-
prateleira € um desafio tecnoldgico (KOURKOUTAS et al., 2005).
Nesse estudo, a viabilidade de Bifidobacterium microencapsulada por
spray drying com soro de leite foi elevada tanto durante o
armazenamento das microcapsulas quanto durante o armazenamento de
um alimento no qual foram adicionadas essas microcapsulas, o que
demonstra o potencial do soro de leite como encapsulante.
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Figura 4. Viabilidade de Bifidobacterium BB-12 microencapsulada com
soro de leite em sobremesa lactea durante 0 armazenamento a 4 °C. As
barras de erro representam o desvio padrdo em relacdo as médias (n = 3). A
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semana 0 corresponde & contagem de células vidveis (log UFC/g) realizada no
primeiro dia de armazenamento.

5.4 CONCLUSAO

O soro de leite mostrou-se promissor como agente encapsulante
de Bifidobacterium BB-12. Dessa forma, a microencapsulagdo de
probidticos constitui-se como uma nova alternativa de aproveitamento
do soro. Dada a ampla aplicabilidade do soro em pd, ndo somente em
derivados lacteos, mas também em outros produtos, e os beneficios a
salde associados aos probidticos, é possivel que o po obtido
(microcéapsulas) contendo Bifidobacterium Bb-12 possa ser usado em
uma grande variedade de alimentos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

No estudo realizado, quando o soro de leite foi utilizado como
agente encapsulante, o rendimento da microencapsulagdo foi maior do
gue quando foi utilizada a goma arabica. Além disso, a viabilidade das
células manteve-se elevada e constante (> 9 log UFC/g) durante doze
semanas de armazenamento refrigerado. Quando a goma arabica foi
utilizada como agente encapsulante, foi observada uma redugdo na
viabilidade das microcapsulas armazenadas a mesma temperatura, por
igual periodo.

As microcapsulas obtidas com ambos agentes encapsulantes
apresentaram diametros em torno de 11 um e formato esférico, com a
presenca de concavidades, tipicas de produtos atomizados. O contelido
de agua residual e a Aw obtidos estdo dentro dos limites para produtos
atomizados e também dentro do recomendado para garantir a
estabilidade microbiolégica. As microcapsulas elaboradas com soro de
leite apresentaram dissolugdo mais rapida tanto em agua quanto em éleo
guando comparadas as microcapsulas com goma arabica. Ambas as
microcapsulas apresentaram coloracdo clara, sendo observada
tonalidade mais vermelha e amarela nas elaboradas com soro do que nas
obtidas com goma arabica. As microcapsulas obtidas com soro de leite
como agente encapsulante apresentaram caracteristicas semelhantes as
obtidas com goma arabica, a qual é amplamente utilizada.

Quando foi avaliada a sobrevivéncia em condi¢Ges
gastrointestinais simuladas das microcapsulas obtidas com soro de leite,
uma pequena redugdo na viabilidade em pH baixo (2,0 e 3,0) foi
observada. Quanto & exposicao a bile, a microencapsulagdo com soro de
leite ndo protegeu as células probidticas, no entanto a viabilidade das
microcapsulas permaneceu > 6 log UFC/g mesmo apés 24 horas de
incubacdo na maior concentragdo de bile estudada. A
microencapsulagdo néo teve influéncia na suscetibilidade da cultura ao
sal. Quando as microcapsulas foram adicionadas em sobremesa lactea, a
populacdo do probidtico manteve-se acima de 7 log UFC/g por 6
semanas.

O soro de leite apresentou-se como um eficiente agente
encapsulante de Bifidobacterium por spray drying quando comparado a
goma ardbica. Desta forma, é possivel empregar o soro de leite liquido
na tecnologia de microencapsulacao de probiéticos, o que contribui para
sua maior utilizacdo, reducdo do desperdicio e da poluicdo ambiental.
Dada a ampla aplicabilidade do soro em p6, ndo somente em derivados
lacteos, mas também em outros produtos, e os beneficios a salde
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associados aos probidticos, é possivel que o pé obtido (microcapsulas)
contendo Bifidobacterium BB-12 possa ser usado em uma grande
variedade de alimentos.

Ha necessidade de ampliar as pesquisas sobre microencapsulacao
de probidticos utilizando o soro de leite liquido. Nesse sentido, sugere-
se estudos futuros avaliando a eficiéncia encapsulante do soro na
encapsulacdo de outras espécies de microrganismos probioticos. Além
disso, faz-se necessaria também a aplicacdo das microcapsulas obtidas
em outros alimentos, a fim de verificar sua estabilidade.
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