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RESUMO

Bactérias &cido-laticas podem apresentar propriedades probidticas e conferir
beneficios a saude do consumidor, quando ingeridas em quantidade suficientes. A
administracdo oral dessas bactérias resulta em perda de viabilidade. Assim, o
microencapsulamento destes microrganismos proporciona uma barreira fisica
protetora contra os ambientes adversos. O encapsulamento por spray drying € uma
técnica muito utilizada na industria de alimentos. Os subprodutos de laticinios séo
uma alternativa de material encapsulante, devido a composi¢cdo e capacidade de
protecdo durante a secagem por spray drying, armazenamento e passagem pelo
trato gastrintestinal simulado. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia
do microencapsulamento por spray drying de Lactobacillus sp. utilizando como
materiais de parede soro de queijo de diferentes origens e derivado do soro de
queijo bovino. No microencapsulamento por spray drying, soro de queijo bovino e
bubalino e o permeado de soro bovino foram utilizados como materiais
encapsulantes de Lactobacillus pentosus ML 82 e Lactobacillus plantarum ATCC
8014. Todos os materiais de parede utilizados, independente do microrganismo,
provaram ser capazes de promover a protecdo contra as altas temperaturas
utilizadas no processo de secagem. As microcipsulas foram armazenadas em
temperatura de 25 °C e adicionadas em suco de laranja comercial mantido a 4 °C,
por 90 dias. L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014 livres foram adicionados
em suco de laranja e armazenados a 4 °C, por 90 dias. Apds o periodo,
apresentaram elevada viabilidade celular. Os microrganismos encapsulados quando
expostas ao trato gastrintestinal simulado, apresentaram viabilidade superior a 8 log
UFC/g, com excecdo a exposi¢ao aos sais biliares (0,5% (m/v)), que demonstrou ser
mais danoso as bactérias estudadas. Independentemente do material utilizado todas
as microcapsulas mostraram morfologias semelhantes, com tamanho entre 7,77 e
17,76 um. A umidade mostrou ser um ponto critico afetando a viabilidade celular
durante o armazenamento. O encapsulamento por spray drying e a utilizacdo dos
soros lacteos como materiais encapsulantes mostraram ser capazes de proteger 0s
microrganismos estudados durante o processo de secagem, armazenamento em
temperatura ambiente e em suco de laranja, assim como pela passagem pelo trato
gastrintestinal simulado. Sendo assim, sdo uma alternativa de aplicacao,
promovendo agregacao de valor aos soros lacteos.

Palavras-chave: bactérias acido-laticas; encapsulamento; spray drying;
armazenamento; trato gastrintestinal simulado; soros lacteos.



ABSTRACT

Acid-lactic bacteria can present probiotic properties and confer benefits to
consumer's health, when ingested in sufficient quantity. Oral administration of these
bacteria results in loss of viability. Thus, microencapsulation of these microorganisms
provides a protective physical barrier against adverse environments. Spray drying
encapsulation is a widely used technique in the food industry. Dairy by-products are
an alternative of encapsulating material, due to the composition and protective
capacity during drying by spray drying, storage and passage through the simulated
gastrointestinal tract. Thus, the objective of this work was to evaluate the efficiency of
microencapsulation by spray drying of Lactobacillus sp. using as wall materials whey
from different origins and derived from bovine whey. In microencapsulation by spray
drying, bovine and buffalo whey and bovine permeate were used as encapsulating
materials of Lactobacillus pentosus ML 82 and Lactobacillus plantarum ATCC 8014.
All wall materials used independently of the microorganism proved to be able of
promoting protection against the high temperatures used in the drying process. The
microcapsules were stored at 25 °C and added in commercial orange juice kept at 4
°C for 90 days. L. pentosus ML 82 and L. plantarum ATCC 8014 free were added in
orange juice and stored at 4 °C for 90 days. After the period, they presented high
cellular viability. The microorganisms encapsulated when exposed to the simulated
gastrointestinal tract presented viability greater than 8 log CFU/g, with the exception
of exposure to bile salts (0.5% (m/v)), which proved to be more damaging to the
bacteria studied. Independently of the material used, all microcapsules showed
similar morphologies, with size between 7,77 and 17,76 ym pm. Humidity showed to
be a critical point affecting cell viability during storage. Spray drying encapsulation
and the use of whey as encapsulating materials were shown to be able to protect the
microorganisms studied during drying, storage at room temperature and in orange
juice, as well as the passage through the simulated gastrointestinal tract. Therefore,
they are an alternative of application, promoting value added to dairy whey.

Keywords: acid-lactic bacteria; encapsulation; spray drying; storage; simulated
gastrointestinal tract; dairy whey.
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1 INTRODUCAO

Bactérias acido-laticas (BALs) sdo microrganismos capazes de produzir uma
série de acidos organicos, como o latico, acidos acético, succinico, propidnico,
férmico e butirico. BALs também produzem durante a fermentacao diacetil, peréxido
de hidrogénio e bacteriocinas. Estes metabdlicos tém efeitos positivos sobre o sabor,
cheiro, cor e textura do alimentos fermentados, e eles também podem ter efeitos
benéficos, como prolongar a vida de prateleira e inibir o crescimento de organismos
patogénicos. Nos produtos alimenticios, as BALs podem se apresentar naturalmente
ou serem adicionadas (MALARADJOU e BUHNIA, 2012).

Estas bactérias podem apresentar propriedades probidticas. Entretanto,
varios critérios sdo estabelecidos na selecdo de cepas probioticas, incluindo
tolerancia a acidos e bile, sobrevivéncia através da via gastrintestinal, capacidade de
aderir a superficies intestinais, atividade antimicrobiana contra bactérias
potencialmente patogénicas e boas propriedades tecnolégicas (NURAIDA, 2015). As
propriedades funcionais dos probiéticos incluem atividade hipocolesterolémica,
prevencdo e tratamento da diarreiae alteracdo do sistema imunologico. Os
mecanismos pelos quais o0s probioticos exercem seus efeitos benéficos no
hospedeiro incluem a reducédo do pH luminal, a competicdo com patdgenos por sitios
de adesdo e fontes nutricionais, a secrecao de substancias antimicrobianas, a

inativacao de toxinas e a estimulacéo imunoldgica (SALMINEN et al., 2010).
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A administracdo oral dessas bactérias resulta numa grande perda de
viabilidade associada a passagem através do trato gastrintestinal, o que € atribuido
as altas concentracdes de acido e sais biliares presentes. Esta perda de viabilidade
reduz efetivamente a eficacia do suplemento administrado. A formulacdo destas
bactérias em microcapsulas é um método emergente para reduzir a morte celular
durante a passagem pelo trato gastrintestinal, bem como uma oportunidade para
controlar a liberacdo destas células no intestino grosso (COOK et al., 2012).

O microencapsulamento pode ser definido como o processo em que as
células sao retidas dentro de uma membrana de encapsulamento, com o objetivo de
reduzir danos ou perda das células (SULTANA et al., 2000). E um processo fisico-
quimico ou mecanico, em que as células bacterianas sdo aprisionadas dentro de
revestimentos, também denominados de agente encapsulante ou material de
parede, proporcionando protecao contra condi¢bes adversas, como pH alto ou baixo,
sais biliares, choque por baixas temperaturas (induzido pelo congelamento na
liofilizacdo), oxigénio molecular (no caso de microrganismos anaerébios) e choque
por altas temperaturas (causado pelo processo de secagem por spray drying)
(IRAVANI; KORBEKANDI; MIRMOHAMMADI, 2015).

Um grande desafio enfrentado no desenvolvimento de um produto alimentar
probiético € garantir uma alta taxa de sobrevivéncia das bactérias durante a
fabricacdo do produto e também em todo a sua vida de prateleira, para que essas
bactérias sejam entregues em numero suficiente para conferir os beneficios
esperados para a saude (TRIPATHI e GIRI, 2014). Assim, o microencapsulamento
de células probitticas tem sido amplamente estudado como um método para
melhorar a estabilidade destes microrganismos, protegendo-os de ambientes
adversos (MACIEL et al.,, 2014). Devido ao mercado crescente, 0s produtos
probioticos estdo sendo amplamente requisitados, em que pos contendo probidticos
sao preferidos pelas industrias, devido a estabilidade ao armazenamento e
conveniéncia tanto para o transporte como para a incorporagcdo em alimentos
(HUANG et al., 2017). A técnica de secagem por spray drying apresenta vantagens,
como o custo-beneficio relativamente baixo, facilidade de operacéao e capacidade de
expansao para grande escala (GHANDI et al., 2012).
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O microencapsulamento de bactérias, pela técnica de spray drying, tem sido
reconhecido como uma abordagem eficiente, por exercer um efeito protetor contra
condicbes adversas durante o armazenamento e a passagem pelo trato
gastrintestinal. Essa secagem implica na atomizacdo de matérias-primas liquidas em
um pulverizador de goticulas e no contato destas goticulas com o ar quente da
camara de secagem. O equipamento de spray drying possui uma bomba de
alimentacdo, um atomizador, um aquecedor de ar, um dispersor de ar, uma camara
de secagem, um equipamento para a coleta o produto final e um removedor de ar
(YONEKURA et al., 2014). Esta técnica € uma aplicagdo bem estabelecida em
industrias de produtos lacteos e farmacéuticos, sendo que o custo-beneficio do
processo e a capacidade de producdo em larga escala sdo vantagens do processo.
Contudo, o desafio em utilizar a secagem por spray drying estd relacionado
principalmente ao uso de altas temperaturas durante o processamento, que pode
danificar as células bacterianas e posteriormente reduzir a sua viabilidade (SCHUCK
et al., 2013).

A escolha do material de parede tem relevancia na promocéao da viabilidade
da bactéria encapsulada. O soro de queijo é um liquido verde-amarelado produzido
durante o processo tradicional de fabricacdo do queijo, da precipitacdo e remocao da
caseina do leite. Este liquido apresenta um elevado conteudo organico e salino,
devido principalmente a presenca de carboidratos do leite (lactose) e proteinas
(PRAZERES et al., 2012). O soro de queijo é também um produto com alto valor
nutricional e com muitas possibilidades de exploragdo tecnoldgica (JANTZEN;
GOPEL; BEERMANN, 2013; LAVARI et al., 2014). A ultrafiltracdo do soro de queijo
para a obtencéo da fracdo protéica para a produgédo de concentrados de proteinas
do soro de queijo, resulta na obtencdo do permeado de soro, subproduto lacteo rico
em lactose (GUIMARAES et al., 2010).

Ambos os subprodutos da industria de laticinios, soro de queijo bovino (DE
CASTRO-CISLAGHI et al., 2012; ILHA et al., 2015; PINTO et al., 2015a) e permeado
de soro de queijo bovino vém sendo avaliados como materiais de parede no
microencapsulamento de bactérias laticas com potencial probiotico por meio da
técnica de secagem por spray drying, apresentando bons resultados em relacéo a
viabilidade durante o processo de secagem, armazenamento e passagem pelo trato
gastrintestinal simulado (LAVARI et al., 2015; HUGO et al., 2016). O soro de queijo
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de bufala apresenta uma maior concentracdo de proteinas e lactose (LIRA et al.,
2009; ROMAM et al., 2011), assim como uma maior concentracdo de pB-
lactoglobulina e a-lactoalbumina quando comparado ao soro de queijo bovino
(BUFFONI et al., 2011) e ainda néo tinha sido avaliado como material de parede no
microencapsulamento de BALs com potencial probiético pela técnica de secagem
por spray drying. Assim, a aplicacdo destes subprodutos como material
encapsulante € uma forma de utilizacdo e aproveitamento, evitando a eliminacao
como residuo e o0 consequente custo com o tratamento de efluentes, permitindo
agregacdo de valor e contribuindo para o desenvolvimento biotecnoldgico na

produgéo de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o microencapsulamento por spray drying de Lactobacillus sp.
utilizando como materiais de parede soro de queijo de diferentes origens e derivado

do soro de queijo bovino por spray drying.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar fisico-quimicamente os materiais de parede utilizados no processo de
microencapsulamento por spray-drying;

e Avaliar a viabilidade dos Lactobacillus sp. quanto ao processo de
microencapsulamento por spray drying e comparar a eficiéncia do
microencapsulamento dos diferentes materiais de parede utilizados: soro de
gueijo bovino e bubalino e permeado de soro bovino;

e Estimar a sobrevivéncia dos Lactobacillus sp. sob condi¢cbes gastrintestinais
simuladas ap0s o processo de encapsulamento por spray drying;

e Analisar a sobrevivéncia dos Lactobacillus sp. quanto ao armazenamento a
temperatura ambiente apds o microencapsulamento;

e Caracterizar as microcapsulas quanto a estrutura, atividade de agua, umidade

e cor;
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Avaliar a viabilidade e a sobrevivéncia a passagem pelo trato gastrintestinal

simulado dos microencapsulados armazenados em suco de laranja.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Bactérias acido-laticas

As BALs sao responsaveis por promover transformacfes em matérias-primas
lacteas, carneas e vegetais e sdo utilizadas para alterar propriedades sensoriais,
como sabor e textura dos alimentos, e para prolongar a vida de prateleira (ASTERI,
KITTAKI; TSAKALIDOU, 2010). Foram o0s primeiros microrganismos a serem
utilizados na produgédo de alimentos industrializados, sendo bem caracterizados
quanto a genética, fisiologia e aplicacbes (KONINGS et al., 2000). Os
microrganismos podem ser empregados no desenvolvimento de bioprodutos
inovadores, incluindo a comunidade de BALs, que sdo consideradas as mais
exploradas entre todos os géneros ja identificados, com o maior potencial de
producdo de metabdlitos (NISIOTOU et al., 2014).

Estas constituem um grupo de microrganismos que possuem, em comum,
caracteristicas morfologicas, metabdlicas e fisiolégicas. Apresentam como principal
produto do metabolismo de carboidratos, o acido latico (AXELSSON, 2004). Esse
acido apresenta uma ampla gama de aplicacdes industriais no setor alimenticio,
sendo utilizado em diversas formas como acidulante, aromatizante e
emulsificante, além de inibir a esporulacdo de bactérias em alimentos processados
(OLIVEIRA et al., 2018).
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As BALs séo usualmente introduzidas nos mais diversos setores produtivos,
devido sua elevada capacidade de producao de bioprodutos com aplicabilidade na
induUstria quimica, alimenticia e farmacéutica. Também podem reproduzir diferentes
tipos de polissacarideos extracelulares, incluindo dextrana, inulina e levana
(ZAFAR et al., 2018). Estes, por sua vez, apresentam aplicabilidade comercial,
principalmente como biomaterial, com grande versatilidade em suas propriedades
estruturais e funcionais, sendo resistentes e de facil obtencdo, biodegradaveis e
biocompativeis (WASUPALLI e VERMA, 2018).

Estas bactérias sdo constituintes naturais da microbiota de alimentos e com
registro comprovado de producdo de metabdlitos comerciais incluem os géneros:
Carnobacterium,  Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus,
Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Tetragenococcus, Lactosphaera,
Vagococcus, Leuconostoc, Weissella, Microbacterium, Propionibacterium,
Enterococcus e Melissococcus (HOLZAPFEL et al., 2001). Além disso, sao
habitantes naturais do trato gastrintestinal humano, representando a microbiota
predominante do intestino delgado (KASSAA et al., 2014; HERNANDEZ-
ALCANTARA et al., 2018). Estas, ndo formam esporos, sdo Gram-positivas, acido-
tolerantes e catalases negativas. S&o considerados os probiéticos mais importantes
por terem um efeito benéfico a saude do hospedeiro, promovendo o equilibrio da
microbiota, fornecendo uma protecdo contra patdgenos e estimulando o sistema
imune (HOLZAPFEL et al., 2001; ANAL; SINGH, 2007).

3.2 Alimentos funcionais probidéticos

Os probioticos sdo microrganismos que contribuem na manutencdo do
equilibrio e da composicdo da flora intestinal e aumentam a resisténcia contra a
invasdo de patdégenos, resultando em beneficios a saude. Os géneros de bactérias
probidticas mais conhecidos sdo os Lactobacillus e Bifidobacterium (ROKKA;
RANTAMAKI, 2010). A demanda de alimentos funcionais probidticos esta crescendo
rapidamente, devido a maior conscientizagdo dos consumidores em relagdo ao
impacto dos alimentos sobre a saude (TRIPATHI; GIRI, 2014). Para que estes
microrganismos fornecam efeitos benéficos € necessaria a administracdo em
guantidades adequadas (JOHANSSON et al., 2015).
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A alta contagem e viabilidade de bactérias sdo desejadas quando se
desenvolve alimentos funcionais com probio6ticos, para os quais a quantidade de
células viaveis foi sugerida em cerca de 10° unidades formadoras de col6nia (UFC),
por dose diaria ingerida. Como consequéncia da crescente procura por esses
alimentos probidticos nas ultimas décadas, o foco atual estd na preservagcdo da
viabilidade do probiético durante o processo de producdo, armazenamento e
digestdo (MOHAMMADI; MORTAZAVIAN, 2011; TRIPATHI; GIRI, 2014).

Os alimentos funcionais sdo aqueles que fornecem, além das funcbes
nutricionais, efeitos fisiolégicos e metabdlicos, através do desempenho de algum
nutriente na manutencgéo das funcdes do organismo. A crescente preocupacdo com
a qualidade de vida da populacdo vem promovendo diversos estudos sobre a
alimentacdo e seus efeitos no organismo humano. Produtos alimentares com
probidticos incorporados s&o considerados alimentos funcionais, devido aos
beneficios que podem trazer a saude dos seres humanos (HUANG et al., 2016).

De acordo com a Resolucdo RDC n° 02 de 07 de janeiro de 2002, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que aprovou o regulamento técnico de
substancias bioativas e probioticos isolados, com alegacao de propriedade funcional
ou de saude, considera como produtos funcionais os carotendides, fitoesterois,
flavonoides, fosfolipideos, organosulfurados, polifendis e os probiéticos (BRASIL,
2002).

Probidticos sdo organismos vivos (bactérias ou fungos) que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a salde do
hospedeiro (FAO/WHO, 2002). A funcionalidade dos probi6ticos depende da dose
ingerida (ZHU et al., 2014), sendo que a ANVISA (BRASIL, 2008) regulamenta uma
quantidade minima viavel situada na faixa de 10® a 10° UFC, na recomendacéo
diaria do produto pronto para consumo.

Os probidticos incluem uma grande variedade de BALs, do género
Lactobacillus (acidophilus, brevis, fermentum, gasseri, johnsonii, paracasei,
plantarum, rhamnosus e salivarius), Bifidobacterium (adolescentis, animalis, bifidum,
breve, infantis e longum), Streptococcus (thermophilus e salivarius) e Enterococcus
(faecium). Os géneros Lactococcus, Enterococcus, Propionibacterium e as leveduras
Saccharomyces (por exemplo, Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces

boulardii) e fungos filamentosos (por exemplo, Aspergillus oryzae) também sao
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usados como probidticos devido aos seus efeitos na promocdo da salude (ANAL;
SINGH, 2007).

Os probidticos tém sido empregados em varios ensaios clinicos bem
sucedidos para combater patdégenos entéricos de origem alimentar e conferir
beneficios imunorregulatorios. As BALs sdo usadas para fornecer antigenos que
induzem a resposta protetora frente aos microrganismos patégenos, restaurando as
populacdes saudaveis e expressando respostas terapéuticas eficientes (CANO-
GARRIDO, SERAS-FRANZOSO e GARCIA-FRUITOS, 2015). No intestino humano,
as espécies mais comuns encontradas séo o Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
salivarius e Lactobacillus casei (DUNNE et al., 1999), e conferem beneficios ao
hospedeiro. Os Lactobacillus, considerados probidticos, sdo usados em alimentos
fermentados e constituem um grupo heterogéneo de bactérias fermentativas estritas,
produtoras de &cido latico (ANAL; SINGH, 2007; ROKKA; RANTAMAKI, 2010).

Pieniz et al. (2015) baseados em estudos recentes, identificaram o potencial
probiético e antioxidante da cepa de Enterococcus durans LAB18s, a qual
apresenta capacidade de aumentar os niveis de selénio no organismo, podendo ser
utilizada na suplementacdo dietética. Além disso, Rao et al. (2013) avaliaram a
adesdo da cepa bacteriana Enterococcus faecium em cultura celular, e observaram,
por meio do processo de adesao celular, a funcionalidade desta como formadora de
muco, propicio a formacéao de barreira efetiva no intestino delgado.

Certas espécies dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, habitantes
comuns da microbiota intestinal, s&o tradicionalmente consideradas como
microrganismos benéficos para a saude, pelo fato de promoverem exclusivamente
efeitos saudaveis em seu ambiente natural. Além disso, algumas destas estirpes
mostram uma tolerdncia adequada para barreiras gastrintestinais e para 0s
parametros tecnoldgicos aplicados na producédo de alimentos. Por este fato, as
principais estirpes comerciais utilizadas para a fabricacdo de alimentos funcionais
pertencem a estes géneros (VINDEROLA et al., 2011).

ApOs a ingestao, um probidtico passa rapidamente pelo eséfago, levando em
torno de 10 a 14 segundos, e chegara ao estdbmago. O pH e a velocidade do transito
do estdbmago varia muito entre os individuos e é dependente do tempo desde a
dltima alimentacdo e a idade. Os valores de pH do estdbmago podem variar de 1 a
2,5, entretanto pode chegar ao pH 5,0 em individuos alimentados. O tempo de
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esvaziamento gastrico & também altamente varidvel, podendo variar entre 5 minutos
e 2 horas (MCCONNELL; FADDA e BASIT, 2008). Além do pH &cido, o estbmago
também contém pepsina, uma enzima proteolitica, que degrada proteinas. A pepsina
€ produzida pela clivagem auto-catalitica do seu zimogénio precursor, O
pepsinogénio, na presenca de HCI (COOK et al., 2012). Apds a passagem pelo
estbmago, 0s microrganismos direcionam-se ao intestino delgado, onde ha a
presenca de sais biliares (ERKKILA; PETAJA, 2000). O pH da regido proximal varia
entre 6,15 e 7,37 e na regido distal entre 6,80 e 7,88. Chegando ao intestino grosso,
o pH diminui ligeiramente para 5,26 a 6,72 (COOK et al., 2012; GAO et al., 2012).
Assim, 0 meio &cido e as enzimas do estdbmago, como a pepsina, assim

como os sais biliares secretados no duodeno sédo os principais obstaculos para a
sobrevivéncia dos microrganismos probidticos ingeridos (DEL PIANO et al., 2011;
TRIPATHI; GIRI 2014). Contudo, ndo apenas as condi¢cdes fisicas do trato
gastrintestinal humano, mas também os processos de producdo de alimentos e as
condicBes de armazenamento podem afetar a sua eficacia (SCHELL; BEERMANN,
2014). Durante o processamento e armazenamento de alimentos, os probiodticos sédo
expostos as condi¢cdes adversas, como estresse oxidativo, temperatura e variacdes
de pH que comprometem a sua viabilidade (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Para o setor de suplementacdo alimentar, existe um consideravel crescimento
aos produtos que contém em sua composi¢do os probiéticos (HUDSON, 2016). O
iogurte € o principal carreador de probidticos, porém ja existem outras matrizes
alimentares como 0 queijo, sucos de frutas e cereais, 0s quais também contém
espécies probidticas (CHAMPAGNE, CRUZ e DAGA, 2018).

3.3 Mecanismos de acéo dos probioticos

Probidticos tém sido incorporados em alimentos devido a regulacdo do trato
gastrintestinal, estimulacdo do sistema imunolégico, decréscimo dos niveis de
colesterol e de intolerancia a lactose, prevencdo do cancer e doencas
cardiovasculares (RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010). Os provaveis
mecanismos de acdo das cepas probidticas podem ser descritos como, produtores
de compostos com atividade anticarcinogénica (acidos graxos de cadeia curta),
estimulacdo da producdo de muco na barreira do epitélio intestinal,

imunomodulacgéo, inibicdo da proliferacao celular e apoptose de inducdo em células
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tumorais, modificagdo da composi¢cdo da microbiota intestinal, bem como no seu
metabolismo (REIS et al., 2017). Alguns destes mecanismos podem ser visualizados

na Figura 1.

Figural. Provaveis mecanismos de acao dos probioticos
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Os efeitos dos probidticos sédo classificados em trés modos de acdo. O
primeiro esta relacionado com a modulacdo das defesas do hospedeiro, sendo
importante para a prevencdo e tratamento de doengas infecciosas e inflamatorias
intestinais (COLLADO et al., 2009). Os probiéticos podem influenciar na resposta
imune, sendo resultado da interacdo entre as moléculas presentes na membrana do
probiético e as células epiteliais do hospedeiro, induzindo vias de sinalizagdo do
sistema imunolégico (CORTHESY, GASKINS e MERCENIER, 2007). A presenca do
microbioma intestinal é necessaria e essencial para o desenvolvimento do sistema
imunoldgico e também da tolerancia imunolégica, mecanismos estes que modulam e
protegem o organismo do hospedeiro contra possiveis patdbgenos oportunistas. A
isso se torna importante o fornecimento adequado de cepas probidticas favoraveis a
imunomodulacédo (KOBOZIEV et al., 2013). A interacdo de um probidtico e o sistema
imune ocorre através da interacdo destes com as células do sistema imune do trato
gastrintestinal. O segundo mecanismo de acédo esta relacionado com o efeito direto
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sobre microrganismos patogénicos, impedindo sua aderéncia ao intestino, através
da producdo de substancias antimicrobianas, como bacteriocinas, peroxido de
hidrogénio, acido latico e acido acético (BURGAIN et al., 2011; SARKAR; MANDAL,
2016). Em relacdo ao terceiro mecanismo, 0s probidticos tem a capacidade de
inativar alguns produtos microbianos, como toxinas produzidas pelos
microrganismos patogénicos (PATEL et al., 2010).

A capacidade de aderéncia das estirpes probidticas a superficie intestinal e
subsequente colonizagdo constitui um requisito importante para que se verifique
uma acdo probidtica. Da aderéncia resulta uma interacdo entre a estirpe e a
superficie da mucosa intestinal, promovendo os efeitos imunolégicos e a exclusao

competitiva de bactérias patogénicas (SAARELA et al., 2000).

3.4 Microencapsulamento de probidticos

O encapsulamento é um processo fisico-quimico ou mecéanico para
aprisionar uma substancia num material, a fim de produzir particulas com diametro
de poucos nanbmetros a alguns milimetros (CHEN; CHEN, 2007). A substancia ou
microrganismo encapsulado é chamado de nucleo, sendo este funcional, e esta
disperso em uma matriz, também chamada de revestimento ou agente encapsulante
ou material de parede, formando as microcapsulas (ZUIDAM; SHIMONI, 2009). O
encapsulamento de componentes bioativos pode ser utilizado em muitas aplicacdes
na industria de alimentos, controlando reacdes oxidativas; mascarando sabores,
cores e odores; proporcionando liberacdo controlada de ativos e prolongando a vida
de prateleira (BURGAIN et al., 2011).

A finalidade do microencapsulamento € proporcionar uma barreira protetora
entre os probidticos e as condicBes adversas no ambiente pelo qual ele é exposto.
Séo fatores importantes a serem considerados em relagdo ao microencapsulamento
de probidticos: garantir a sobrevivéncia melhorada durante o transito gastrintestinal
para assegurar uma maior concentracdo de células viaveis; promover a liberagcao
eficaz do microrganismo aprisionado; proteger as células dos elementos do
ambiente externo e de varias tensdes durante a producdo e/ou armazenamento; e
manter a viabilidade do probidtico durante o armazenamento mesmo em

temperatura ambiente (GALDEANO et al., 2009). O microencapsulamento tem
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provado ser um método promissor para a protecado da célula bacteriana e estudos
tém sido realizados para investigar as condicbes adversas nas quais 0s probidticos
sdo expostos ao serem submetidos a esse processo (FRITZEN-FREIRE et al.,
2013).

O desenvolvimento de microcdpsulas probidticas e sua aplicacdo em
alimentos dependem de alguns fatores que s&o importantes para a otimizacdo da
metodologia aplicada para produzi-los. Por exemplo, fatores intrinsecos como,
selecdo da cepa probiotica, condicbes de crescimento destes microrganismos,
lesbes celulares ocasionadas por temperaturas elevadas e pressao osmotica; e
condi¢des extrinsecas como, valores de pH, composicdo da matriz alimentar, nivel
de oxigénio e condi¢cdes do processo de fabricacdo (ERATTE et al.,, 2018). Os
probidticos requerem protecdo contra a inativacdo metabdlica frente a todos estes
fatores, assim conseguem contribuir de maneira positiva a sautde humana estando
vidveis no ambiente intestinal (DE PRISCO e MAURIELLIO, 2016).

Embora a simulacéo in vitro ndo suponha respostas sobre a funcionalidade
desses microrganismos no corpo humano, € Gtil para avaliar a sobrevivéncia dos
probiéticos em diferentes matrizes alimentares durante a passagem pelo trato
gastrintestinal (PAEZ et al., 2012). Sendo que, segundo Sohail et al. (2011), a
sobrevivéncia dos probiéticos € altamente dependente da espécie que estad sendo

microencapsulada.

3.5 Materiais utilizados no encapsulamento de probiéticos

A primeira etapa para a producdo de microcapsulas estaveis para a
imobilizacdo de células microbianas é a selecdo de um material apropriado para o
encapsulamento (RATHORE et al., 2013). Ao ser utilizado na industria alimentar,
este material de parede deve ser de qualidade alimentar, biocompativel e capaz de
formar uma barreira para proteger a substancia encapsulada, conseguindo viabiliza-
la e direcionar a liberagéo com especificidade (BURGAIN et al., 2011).

Biomateriais sdo macromoléculas organicas ou inorganicas, que consistem
em cadeias repetidas de mondémeros unidos por ligacbes covalentes. A estrutura
quimica e a conformacdo das cadeias dos monémeros conferem funcionalidades

especificas, como a formagéo de géis. Os polimeros comumente utilizados para o
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microencapsulamento de probiéticos sdo carragena (SHI et al.,, 2013b), amido
(ANAL; SINGH, 2007), quitosana (CHAVARRI et al., 2010), alginato (ROSA et al,
2013), gomas (BURGAIN et al., 2011), pectina (MARTIN et al., 2015), e proteinas do
leite (caseina e proteinas do soro) (DE CASTRO-CISLAGHI et al., 2012).

O alginato € um polissacarideo naturalmente extraido de véarias espécies de
algas e tem sido muito utilizado no microencapsulamento de probiéticos devido a
sua simplicidade, néo toxicidade, biocompatibilidade, baixo custo e boa
digestibilidade intestinal (ROSA et al.,, 2013). Entretanto, 0 mesmo tem
desvantagens como a baixa resisténcia em relacdo as condi¢cdes gastricas; a
porosidade das capsulas, ndo oferecendo uma protecao eficaz contra as condicdes
do ambiente; além de apresentar dificil escalonamento industrial. Contudo, estas
desvantagens podem ser diminuidas com a adicdo de outros compostos poliméricos,
aumentando sua resisténcia (SULTANA et al., 2000; MORTAZAVIAN et al., 2007,
BURGAIN et al., 2011).

Pesquisadores testaram o microencapsulamento de Lactobacillus bulgaricus
em microcépsulas de alginato-leite através do método de extrusdo. A viabilidade dos
probidticos ndo foi alterada em fluido géastrico com pH 2,0 ap6s 120 min de
exposicdo. Ja na exposicdo aos sais biliares (1%), ocorreu a reducdo de 9,98 log
UFC/g para 9,24 log UFC/g ap6s uma hora de incubacédo (SHI et al., 2013a).

As gomas sao usadas no microencapsulamento pelas suas propriedades de
formacdo de filme e emulsdo. A goma gelana é um polissacarideo microbiano obtido
da Pseudomonas alodea, assim como a goma xantana que € produzida pela
Xantomonas campestris. Uma mistura desses dois compostos foi utilizada para
encapsular probioticos (CHEN; CHEN, 2007), o que faz reforcar a resisténcia das
capsulas as condigdes acidas (BURGAIN et al., 2011).

A carragena € um polissacarideo natural extraido de algas marinhas, muito
utilizada na industria de alimentos. O uso dela para formar uma camada protetora
geleificada requer uma temperatura entre 40 e 50 °C. As células sdo adicionadas ao
polimero e ao chegar a esta temperatura ideal, ocorre a gelificacdo e, em seguida,
as microparticulas séo estabilizadas com a adicdo de um agente de endurecimento
como, por exemplo, ions de potassio (KRASAEKOOPT et al., 2003). Shi et al.
(2013b) testaram a carragena como revestimento das microcipsulas de

Lactobacillus bulgaricus, tendo como resultado uma protecdo significativa aos
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probidticos em relagdo as condigbes gastrintestinais simuladas, ndo alterando a
viabilidade apds 2 h de exposi¢do ao fluido géastrico simulado com pH 2,5. J& na
exposicao aos sais biliares (1,0%), ocorreu a reducao de 1,0 log UFC/g apés uma
hora de tratamento.

Outro agente de revestimento € o amido, considerado um polissacarideo que
consiste em grande numero de unidades de glicose, as quais sdo unidas por
ligacdes glicosidicas. O amido para ser considerado resistente ndo deve sofrer
degradacdo pela amilase, enzima pancreatica liberada no intestino delgado. Este,
por sua vez, deve chegar intacto ao coOlon e assim vir a sofrer o processo de
fermentacdo. Esta especificidade promove a liberacdo dos probidticos no intestino
grosso (ANAL; SINGH, 2007; MORTAZAVIAN et al., 2007).

A pectina é um polissacarideo extraido principalmente de frutos. E utilizada
como agente gelificante nos alimentos, nos medicamentos e como fibra alimentar.
Ela pode ser adicionada ao alginato no encapsulamento, reforcando o gel e, como
consequéncia, seu efeito protetor. A pectina permanece intacta durante a passagem
pelo estdbmago e intestino delgado (MARTIN et al., 2015).

A quitosana € um importante material de revestimento isolado a partir de
cascas de crutaceos, cuticulas de insetos e membranas de fungos. Este
componente isolado ndo promove uma boa eficiéncia na viabilidade dos probioticos.
Assim, a associacdo deste com o alginato fornece uma protecdo adequada as
condi¢des do trato gastrintestinal simulado (CHAVARRI et al., 2010).

As proteinas, os polissacarideos e suas combinacdes desempenham um
papel consideravel como materiais de parede por serem biopolimeros naturais,
considerados materiais ativos de superficie, os quais podem ser utilizados em toda a
cadeia produtiva alimentar (NIEUWLAND et al.,, 2013). Além disso, podem
representar macromoléculas anfifilicas que desempenham um papel essencial na
estabilidade das formulacdes de alimentos (LIBRAN et al., 2017). Entre as proteinas
utilizadas em revestimentos, as derivadas do leite, como a caseina e as proteinas do
soro do queijo, foram as mais utilizadas por diferentes técnicas de
microencapsulamento. Normalmente, estes materiais proporcionam um aumento na
viabilidade das cepas consideradas probidticas durante 0 armazenamento, nas mais
diferentes condicbes. A combinagdo de biopolimeros ou diferentes técnicas

utiizadas para microencapsula-las podem direcionar melhores resultados na
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sobrevivéncia celular (LIBRAN et al., 2017). As proteinas do soro do queijo s&o
veiculos naturais para as células probidticas e apresentam excelentes propriedades
de gelificacdo, sendo utilizadas como material de revestimento barato e eficaz no
microencapsulamento de probidticos (GBASSI et al.,, 2009; MACIEL et al., 2014;
PINTO et al., 2015a).

3.5.1 Soro de Queijo

Em 2017, foram captados 24,12 bilhdes de litros de leite, 4,1% a mais que em
2016 (IBGE, 2018). O Rio Grande do Sul produz anualmente um total de 4,5
bilhbes de litros de leite 0o que posiciona o Estado como o terceiro maior
produtor do pais, com aproximadamente 13,0% da producdo nacional.
Diariamente sédo entregues as industrias uma média de 11,3 milhdes de litros,
para uma capacidade industrial instalada de 18,7 milhdes de litros/dia. O Vale
do Taquari faz o processamento de 35% do leite do Rio Grande do Sul (EMATER,
2018).

O soro de queijo pode ser considerado um importante subproduto da industria
de laticinios, proveniente da fabricacdo de queijos (SOUZA et al., 2010). Em que,
para produzir um quilo de queijo sdo produzidos aproximadamente nove quilos de
soro (SISO, 1996; BRASIL, 2005). Trata-se de uma solucdo amarelo-esverdeada
composta por agua, lactose, proteinas e sais minerais (FOUCQUIER et al., 2012) e
representa cerca de 85-90% do volume do leite (SANCHEZ et al., 2011). E um
subproduto de importancia relativa na industria de laticinios, pois é produzido em
grandes quantidades e também devido a sua composi¢cao. Embora o soro tenha um
alto valor nutricional e seja adequado para varias aplicacbes nas induastrias
alimenticia e farmacéutica, € frequentemente tratado como efluente, devido a sua
alta carga biolégica (demanda bioquimica de oxigénio) e demanda quimica de
oxigénio ((AKHAVAN et al., 2010; CARVALHO, PRAZERES e RIVAS, 2013). Parte
do soro de queijo produzido pela indastria é utilizada como um aditivo alimentar,
contudo uma parte é eliminada como residuo (ATHANASIADIS et al., 2004; AOUIDI
et al., 2009).

A maioria das BALs é capaz de digerir o soro de queijo devido a alta atividade

proteolitica. Além da lactose, vitaminas e varios minerais, 0 soro contém uma
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composicdo protéica complexa, predominando B-lactoglobulina e a-lactalbumina.
Estas proteinas possuem um perfil distinto de aminoacidos e sdo uma fonte
expressiva de nitrogénio para as bactérias, enquanto que a lactose do soro é uma
fonte de carboidratos (PESCUMA et al. 2012).

As proteinas contidas neste soro sdo conhecidas por apresentarem alto
valor biologico e propriedades funcionais versateis, caracteristicas que fazem com
gue sejam amplamente utilizadas na industria de alimentos (JARA; PILOSOF, 2011).
As industrias de alimentos estdo interessadas no desenvolvimento de produtos que
utilizem o soro de queijo e os seus derivados como fontes de matérias-primas, a fim
de aumentar a sua utilizacdo e reduzir a quantidade de soro de queijo descartada
como residuo (SOUZA et al., 2010).

Pesquisadores verificaram que o soro de queijo na sua forma liquida, € um
promissor veiculo para o microencapsulamento de probiéticos através da secagem
por spray drying e uma nova alternativa para o seu aproveitamento (DE CASTRO-
CISLAGHI et al., 2012). Pinto et al. (2015a) aplicaram a técnica de secagem por
spray drying para o microencapsulamento de Bifidobacterium BB-12, e utilizando
apenas soro de queijo e soro de queijo associado a prebidticos (inulina e
polidextose) como material encapsulante, concluiram que a solugédo de alimentagéo
somente com soro de queijo mostrou uma maior viabilidade ao processo de
secagem quando comparado com amostras produzidas com prebidticos.

Um estudo com a cepa Lactobacillus paracasei microencapsulada com soro
de queijo e leite em p6 desnatado (Molico®, Nestlé) pela técnica de secagem por
spray drying apresentou resisténcia in vitro ao pH baixo e aos sais biliares,
demonstrando que a estirpe € um boa candidata para uma investigagdo mais
aprofundada para elucidar seus potenciais beneficios a salude e avaliar seu
desempenho tecnoldgico como probidtico. Na secagem por spray drying, a
temperatura do ar de entrada foi de 160 = 2 °C e a temperatura do ar de saida foi
entre 55 e 60 °C, obtendo-se um rendimento de encapsulamento de 93,12%, sendo
gue o alto rendimento pode ser explicado pela baixa temperatura de saida (ILHA et
al., 2015). Os pesquisadores sugerem que a eficacia dos materiais de parede na
protecdo da viabilidade celular, durante a secagem por spray drying, esta
relacionada com a presenca de proteinas do soro de queijo e a lactose, as quais

podem interagir com a membrana celular dos microrganismos, impedindo o
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rompimento da mesma durante a remoc¢ao da agua (FU; CHEN, 2011; SOUKOULIS
et al., 2014). Esse fato pode ser comprovado em estudo realizado por Jantzen,
Gopel e Beermann (2013), com Lactobacillus reuteri DSM 20016 utilizando soro de
queijo a uma concentragédo de 20% e microencapsulamento por spray drying a uma
temperatura de saida de 55 °C e 65 °C, que demonstraram que 0 soro de queijo
pode ser usado como substrato para crescimento bacteriano. Os resultados
demonstraram que as microcapsulas permaneceram estaveis ao armazenamento a
4 °C e sobrevivéncia ao trato gastrintestinal simulado.

O estudo realizado por Eckert et al. (2017) mostra o microencapsulamento de
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 pela técnica de secagem por spray drying
utilizando materiais de parede como soro de queijo, permeado de soro e soro
retentado. Os pesquisadores concluiram que o soro de queijo e 0 soro retentado

tiveram melhores resultados na protecdo da célula ap6s o processo de secagem.

3.5.1.1 Composigéao do soro de queijo bovino e bubalino

As proteinas do soro bovino correspondem a 20% do total de proteinas
contidas no leite (ASGHAR et al., 2011). As principais proteinas presentes no soro
de queijo bovino sdo B-lactoglobulina (55%), a-lactoalbumina e imunoglobulinas
(15%), albumina sérica (5%) e outras proteinas em menores concentracdes, como a
lactoferrina, lactoperoxidase, lisozima, entre outras (LIVNEY, 2010; FOUCQUIER et
al., 2012). A Tabela 1 mostra que cerca de 50% dos sélidos do leite estdo no soro,
juntamente com 100% da lactose e cerca de 20% da proteina total (SMITHERS,
2008).
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Tabela 1. Comparacdo da composicéo do leite e soro bovino

Componentes Conteudo (%)
Leite Soro
Caseina 2,8 <0,1
Proteinas do soro 0,7 0,7
Gordura 3,7 0,1
Cinzas 0,7 0,5
Lactose 4,9 4,9
Solidos Totais 12,8 6,3

Fonte: Smithers, 2008

A a-lactalbumina possui propriedades emulsificantes e espumantes,
entretanto apresenta uma baixa capacidade de gelificacdo (RODILES-LOPEZ et al.,
2008). Por outro lado, a B-lactoglobulina tem excelentes propriedades gelificantes e
espumantes (FOEGEDING et al., 2002). A a-lactalbumina se mantém instavel no
trato gastrintestinal, ocorrendo hidrdlise na presenga de pepsina, enquanto que a [3-
lactoglobulina permanece intacta (GBASSI et al., 2009).

O leite de bufala apresenta maiores teores de sélidos quando comparado com
o leite de vaca, possibilitando um alto rendimento industrial (BUZI et al., 2009). A
Tabela 2 demonstra a concentracdo de proteinas, lactose e gordura presente no
soro de queijo bubalino e bovino. Ja a Tabela 3 apresenta a concentracao de

proteinas do soro de queijo de bufala e de vaca, segundo Buffoni et al. (2011).

Tabela 2. Comparacao da composicao dos soros de queijo bubalino e bovino

Soro de queijo Proteinas (g/L) Lactose (g/L) Gordura (%)
Bubalino 11,90 58,50 1,20
Bovino 5,40 42,60 2,00

Fonte: Lira et al., 2009; Romam et al., 2011
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Tabela 3. Comparacdo da composicéo proteica dos soros de queijo bubalino e

bovino

Concentracdo média (g/L)

Proteinas do soro Bufala Vaca

a-Lactoalbumina 2,45+ 0,45 0,6-1,7

B-Lactoglobulina 4,04 +0,72 2,0-4,0
Soro albumina 0,35+0,10 0,4

Fonte: Farrell et al., 2004; Buffoni et al., 2011

3.5.1.2 Permeado de Soro

O soro de queijo pode ser submetido ao processo de ultrafiltracdo para
obtencéo das proteinas do soro, que podem ser utilizadas como aditivos alimentares
ou suplementos proteicos. O liquido remanescente, rico em lactose e sais (calcio,
fésforo, potassio, sodio, entre outros), € chamado de permeado de soro. Este
apresenta inumeras aplicacbes, principalmente na induUstria de alimentos
(GOLOWCZYC et al., 2013; LAVARI et al., 2014).

O permeado de soro é um ingrediente versatil na formulacdo de diversos
alimentos, conferindo sabor agradavel, enriquecendo de minerais com elevada
biodisponibilidade, substituindo carboidratos e reduzindo a adicdo de sal. Os
beneficios a saude do permeado inclui a fortificacdo ou enriquecimento de produtos
com micronutrientes (minerais e vitaminas) (GOLOWCZYC et al., 2013).

O permeado de soro de queijo tem mdltiplas aplicacdes, como nos produtos
de padaria, misturas de especiarias, bebidas e sorvetes. Além disso, devido ao seu
alto teor de lactose, tem sido usado como substrato que permite o crescimento de
microrganismos probioticos. Este meio de crescimento tem a vantagem de ser mais
econdbmico do que o meio de crescimento tradicional para Lactobacillus sp.
(GOLOWCZYC et al., 2013; LAVARI et al., 2014). Hugo et al. (2016) avaliaram o uso
do permado de soro e permeado de soro enriquecido com galacto-oligossacarideos
como substrato para o0 crescimento e como material de parede no
microencapsulamento de Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 através da técnica
de secagem por spray drying. Esta estirpe foi capaz de crescer satisfatoriamente em

permeado de soro ndo suplementado, assim como apresentou uma viabilidade
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acima de 8 log UFC/g ap6s o processo de secagem. J& em relacdo ao
armazenamento das microcdpsulas a uma temperatura de 20 °C durante 10
semanas, a sobrevivéncia de L. plantarum, cultivado e desidratado em permeado de
soro enriquecido, foi significativamente maior do que a cepa cultivada e desidratada
em permeado de soro ao final do tempo de armazenamento.

Lavari et al. (2015) testaram a suplementacdo do permeado de soro com
extrato de levedura, triptona, NaHCO3, Tween 80® e solucdo de Mn-Mg para otimizar
o crescimento de L. rhamnosus 64. A contagem celular somente com permeado de
soro foi de 1,1 x 10® UFC/mL. Todos os suplementos tiveram um efeito significativo
no crescimento, tendo como melhores resultados o extrato de levedura e a triptona.

Ja o bicarbonato de sddio teve um efeito negativo.

3.6 Técnicas utilizadas no encapsulamento de probidticos

Existem varias técnicas que podem ser utilizadas para o
microencapsulamento de probiéticos, entre elas se destacam, a extrusdao (ANAL;
SINGH 2007), emulsificacdo (KAILASAPATHY, 2009), liofilizacdo (MARTIN et al.,
2015) e spray drying (BURGAIN et al.,, 2011). A selecdo da técnica para o
encapsulamento depende, principalmente, da biomolécula que sera utilizada como
material de parede e a capacidade do microrganismo encapsulado em manter-se
viavel (EL-SALAM; SHIBINY, 2011). No entanto, alguns pontos sédo considerados
relevantes para a otimizacdo do processo, como, 0S mecanismos pelos quais
ocorrerdo a liberacdo do probidtico no meio especifico, a escala de producdo, 0s
custos e as condicbes do processamento, bem como as condicdes de
armazenamento do produto final (ZUIDAM; SHIMONI, 2010).

O microencapsulamento de probidticos pela técnica de extrusdo é
considerado simples, de baixo custo e apresenta condicdes de processamento
suaves, mantendo assim a viabilidade do probiodtico. Baseia-se na inje¢cdo de uma
mistura de células probibticas viaveis e hidrocoldides, que passara através de um
bico para formar goticulas que cairdo numa solucao de solidificagdo. O tamanho das
capsulas formadas depende das condi¢cdes da extrusdo, tais como a viscosidade do
hidrocoloide, o diametro do bico e a distancia que as goticulas irdo percorrer até
alcancar a solucéo de solifificagdo (HEIDEBACH; FORST; KULOZIK, 2012).
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A técnica de emulsificacdo é baseada na relacdo entre as fases descontinua
e continua. A fase descontinua corresponde a uma solucdo de microrganismos e um
polimero que € adicionada a um grande volume de Oleo (fase continua). A mistura é
homogeneizada para formar uma emulsdo de agua em Oleo e para formar as
capsulas é adicionado um agente de solidificacdo. A separacdo das cipsulas é feita
atraves de filtragdo (DE VOS et al., 2010; BURGAIN et al., 2011). Esta técnica é
considerada facil para ampliacdo da escala e apresenta alta taxa de sobrevivéncia
dos microrganismos. Entretanto, as capsulas obtidas apresentam uma grande
diversidade de tamanho e formas (EL-SALAM e SHIBINY, 2011).

A técnica de liofilizagdo € baseada na sublimagéo, ocorrendo em trés fases:
congelamento, secagem primaria e secagem secundaria. As células sao
primeiramente congeladas e depois secas por sublimacao sob alto vacuo (SOLANKI
et al., 2013). Contudo, o congelamento causa danos a membrana celular devido a
formacao de cristais e estresse pela alta osmolaridade. Agentes protetores podem
ser adicionados para proteger a viabilidade dos probidticos durante o0 processo
(BASHOLLI-SALIHU et al., 2014). A liofilizacdo € o principal método atualmente
empregado para produzir probidticos secos. No entanto, considerando o elevado
custo de producdo e a baixa produtividade, a secagem por spray drying € um
método alternativo para a producdo de probidticos na forma de p6 em escala
industrial (SCHUCK et al.,, 2013), sendo um processo rapido, de baixo custo-
beneficio quando comparado com outras técnicas e permite a operacdo em fluxo
continuo (FERNANDES; BORGES; BOTREL, 2014).

3.6.1 Spray drying

A técnica de secagem por spray drying é uma operagdo unitaria que
consiste na transformacdo de um produto no estado liquido, podendo ser uma
solucdo, emulsdo ou suspensdo, em um produto seco (PEIGHAMBARDOUST,
TAFTI e HESARI, 2011). No processo de secagem, 0s pos sao produzidos a partir
de uma suspensédo, sendo o produto aquoso atomizado a uma velocidade elevada,
ocorrendo a pulverizagdo das goticulas num fluxo de ar quente, de 150 a 200 °C. As

goticulas atomizadas apresentam uma grande area superficial que, quando expostas
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ao ar quente na camara de secagem, levam a rapida remocdo da umidade
(SANTIVARANGKNA, KULOZIK e FOERST, 2007) (Figura 2).

Figura 2. Esquematizacdo da técnica de secagem por spray drying

Tanque de alimentacdo
Bico de pulvenzacio
Mévoa

Cdmara de secagem
Ciclone

Microcapsulas
Bactérias probidticas

=
SN L P

Fonte: Kent; Doherty, 2014 (adaptado)

O processo pode ser dividido em trés etapas principais: atomizagdo do
liquido; secagem através da temperatura apropriada; separacdo e coleta das
particulas secas (CAL; SOLOHUB, 2010). Existem trés tipos de padrédo de fluxo de
ar do produto no pulverizador: co-corrente, contra-corrente, e de fluxo misto. No
processo de co-corrente, as goticulas e o ar passam através do secador no mesmo
sentido. Isto provoca a evaporacado rapida da superficie, proporcionando condi¢des
seguras para materiais sensiveis ao calor. A configuragdo em contra-corrente
pulveriza as goticulas em direcdo oposta ao fluxo de ar quente, o que expde o
produto seco a temperaturas elevadas. Esta configuracdo pode ser apenas utilizada
para materiais ndo sensiveis ao calor. O fluxo misto € uma combinacdo de co-
corrente e fluxo de contra-corrente (OAKLEY, 1997).
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A exposicao a altas temperaturas pode limitar a aplicabilidade da secagem
por spray drying na producdo de cépsulas de probidticos (FU; CHEN, 2011). A
desidratacdo da célula pode inevitavelmente causar danos a membrana e inativacao
do microrganismo (PAEZ et al., 2012). Assim, a selecdo de um meio de secagem
adequado é crucial, pois pode aumentar a taxa de sobrevivéncia das bactérias ao
longo do processo (DE CASTRO-CISLAGHI et al., 2012; SILVA et al.,, 2013,
PERDANA et al., 2014). Além disso, as temperaturas de saida superiores a 85-90 °C
sao letais aos probidticos. Isto indica que a sobrevivéncia das células € dependente,
principalmente, das temperaturas de saida (ANEKELLA; ORSAT, 2013). HUANG et
al. (2017) verificaram que a sobrevivéncia de L. casei aumentou de 60% para 100%
com a reducdo de 13 °C na temperatura de saida (de 60 °C para 47 °C) e sofreram,
assim, menor estresse térmico.

Testes realizados com o Lactobacillus acidophilus resultaram em um
produto desidratado com permeado de soro de queijo numa concentracdo de 10°
UFC/g e com umidade abaixo de 10%. Com base nos multiplos testes de secagem
realizados, concluiram que o gerenciamento do processo de secagem por spray
drying, como por exemplo, presséo, concentracdo de sélidos e fluxo de alimentacao
ndo provocaram mudangas consideraveis na viabilidade bacteriana, exceto a
temperatura do ar de entrada. Os autores avaliaram as temperaturas de entrada de
ar a 61, 70 e 81 °C e ocorreu uma queda progressiva na viabilidade quando a
temperatura do ar de entrada aumentou, 0 que provocou uma diminuicdo na
viabilidade fundamentalmente devido a degradacéo térmica (RIVEROS, FERRER e
BORQUEZ, 2009).

Outros fatores que afetam a viabilidade dos probidticos secos sédo 0s tipos
de tensdo e sua tolerancia as condi¢cdes de estresse, tais como a temperatura de
secagem, o tempo de exposi¢cao ao calor (antes do processo de secagem por spray
drying), a atividade de agua das microcapsulas e as condigbes de armazenamento
(apés o processo de secagem por spray drying) (MARTIN et al., 2015). Apés o
processo de microencapsulamento por spray drying, um parametro importante € o
teor de agua para a estabilidade das culturas secas (SANTIVARANGKNA et al.,
2007). O teor de umidade e a atividade de agua dos probioticos secos devem ser
mantidos constantes com o objetivo de alcancar a estabilizagdo durante o
armazenamento (CHAVEZ; LEDEBOER, 2007).
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O material utilizado no microencapsulamento deve oferecer uma protecao
adequada aos microrganismos probidticos no processamento de alimentos,
armazenamento e também durante o transito gastrintestinal (PINTO et al., 2015b).
Pesquisadores estudaram a utilizacdo de soro de queijo em diversas concentracdes
de sdlidos totais (5, 10, 20, 30 e 40%), assim como a suplementacdo com peptona
de caseina (0,5%). Na secagem por spray drying, utilizaram a temperatura de
entrada de 140 °C para o Lactobacillus casei e 180 °C para o Propianibacterium
freudenreichii; e 63 °C para L. casei e 73 °C para P. freudenreichii como temperatura
de saida. Comparando as duas espécies de probidticos, a sobrevivéncia do P.
freudenreichii foi mais alta do que L. casei ap0s o processo de secagem, apesar da
temperatura utilizada ter sido mais alta. Isso sugere que o P. freudenreichii € mais
tolerante ao processo de secagem por spray drying que L. casei (HUANG et al.,
2016).

Em estudo realizado por Bustos e Boérquez (2013), ao avaliar o
microencapsulamento do Lactobacillus plantarum LPS 47 utilizando soro de queijo
em diferentes concentracfes de solidos (20, 30, 40 e 50%), e misturas como: soro
de queijo e maltodextrina; leite desnatado e maltodextrina; soro de queijo,
maltodextrina e goma arébica; e, soro de queijo, maltodextrina e pectina, utilizando a
técnica de secagem por spray drying, mostrou que no que diz respeito as condi¢cdes
de funcionamento do secador por pulverizacdo, um teor de solidos de alimentacgéo
de 20%, com uma pressao de 2 bar e uma temperatura de saida de 70 °C tiveram os
melhores resultados. Uma vez que as melhores condi¢cdes de funcionamento do
secador foram determinadas, foi possivel obter um produto com alta viabilidade de
microrganismos (10° UFC/g), utilizando osmoticamente bactérias néo estressadas e
soro de queijo (20%) como agente de protecao durante a secagem por pulverizagao.
Esta viabilidade permaneceu praticamente inalterada apés 10 semanas de
armazenamento a 4 °C.

De Castro-Cislaghi et al. (2012) avaliaram a exposicao de Bifidobacterium
BB-12 ao trato gastrintestinal simulado, apés o microencapsulamento utilizando soro
de queijo com a técnica de spray drying. Foi testada a exposi¢do aos pHs 2,0; 3,0;
4,0 e 6,0, concluindo-se que houve um decréscimo na viabilidade dos encapsulados

quando expostos em pH mais baixo (pH 2,0 e 3,0). Em relacdo a exposicéo aos sais
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biliares, a protecdo ndo foi eficaz, com uma viabilidade acima de 6 log UFC/g até
mesmo apoés 24 h de incubagdo na concentragdo biliar mais elevada (1,0%).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Os reagentes utilizados em todos os ensaios foram de grau analitico. Como
materiais encapsulantes foram utilizados o soro de queijo das espécies bovina e
bubalina; e o permeado de soro da espécie bovina. Os soros de queijo e o
permeado de soro in natura foram gentilmente cedidos por laticinios da regido. Estes
foram identificados e posteriormente congelados a -20 °C. Os soros de queijo
receberam tratamento térmico durante 60 min a 67 °C por banho-maria. J4 o

permeado de soro foi esterilizado a 110 °C por 15 min.

4.1.1 Andlise fisico-quimica dos materiais encapsulantes

Os soros de queijo e o permeado de soro que foram utilizados no processo de
microencapsulamento foram analisados quimicamente quanto ao teor de sdlidos,
teor de gordura, teor de proteina, teor de cinzas e teor de carboidratos. Os

procedimentos foram realizados de acordo com a AOAC (2012).
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4.2 Microrganismos

Foi utilizada uma bactéria enddgena isolada de leite in natura da regido do
Vale do Taquari, Rio Grande do Sul, sendo o Lactobacillus pentosus ML 82. Como
microrganismo controle foi usada a cepa Lactobacillus plantarum ATCC 8014.

4.3 Condi¢cdes de Cultivo

Inicialmente, uma colbnia isolada da bactéria foi transferida para 50 mL de
caldo de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) e o cultivo foi mantido a 32 °C, por 18 h,
até atingir  densidade optica (DO) a 600 nm de 2,0 % 0,1, utlizando
espectrofotdmetro UV-2600 (Shimadzu®). Apds, este periodo, 40 mL desse cultivo
foi novamente incubado em 400 mL de caldo MRS, na mesma temperatura, por 12
h, até DOgoonm= 2,0 £ 0,1.

Posteriormente, todo o volume do cultivo em caldo MRS foi centrifugado a
5000 RPM por 10 min a 4 °C. Por duas vezes, a cultura celular foi ressuspendida em
solucéao tampao fosfato (10 mM, pH 7,0), homogeneizada em agitador de tubos tipo
vortex e centrifugada a 5000 RPM por 10 min a 4 °C. Apés esse processo de
lavagem das células microbianas, o microrganismo foi ressuspendido em 400 mL de
soro (bovino ou bubalino) ou permeado e incubado a 32 °C até atingir a fase
estacionaria de crescimento celular (em torno de 16 h). Apds este processo de
cultivo, o material de parede juntamente com a bactéria latica foram submetidos ao
processo de encapsulamento por meio de secagem por spray drying.

Esse processo de cultivo foi utilizado para os dois microrganismos
(Lactobacillus pentosus ML 82 e Lactobacillus plantarum ATCC 8014) e para os trés
materiais de parede (soro de queijo bovino, soro de queijo bubalino e permeado de

soro bovino).

4.4 Microencapsulamento dos probiéticos por spray drying

Foi utilizado o equipamento de spray drying MSD 0.5 Labmag® com bico de
duplo fluido de 0,7 mm. A temperatura do ar de entrada foi 90 °C e do ar de saida foi
75 °C. Cada uma das solucdes de alimentacdo contendo a cultura microbiana
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(Lactobacillus pentosus ML 82 ou Lactobacillus plantarum ATCC 8014) e o material
de parede (soro de queijo bovino, soro de queijo bubalino ou permeado de soro
bovino) permaneceram sob agitacdo (por agitador magnético) e em temperatura
ambiente, sendo alimentadas através de uma bomba peristaltica com alimentacao
de 4,5 mL/min e vazédo de ar de 2,5 m*min, com presséo de ar do compressor a 0,3
MPa. O pé resultante (microcapsulas) foi retirado da base do ciclone e mantido em

frascos estéreis a 25 °C. Metodologia aplicada conforme Eckert (2016).

4.5 Avaliacdo dos microencapsulados

4.5.1 Viabilidade ao processo de microencapsulamento

Para determinacéo da viabilidade do processo, antes de submeter a solucao
de alimentacdo ao processo de spray drying, as contagens celulares foram
determinadas através de diluicbes seriadas em placas contendo agar MRS e
incubadas por 48 h, na temperatura de 32 °C. ApOs 0 processo de
microencapsulamento, as ceélulas viaveis dos encapsulados foram determinadas
através da suspensao de 0,1 g de capsulas em 10 mL de tampao fosfato (100 mM,
pH 7,0), sendo expostas a agitacdo por 15 minutos, 180 rpm, a 20 °C em incubadora
com agitacdo orbital (shaker). Este processo teve como objetivo a liberacao
completa das bactérias contidas nas microcapsulas. Posteriormente, foram
realizadas as diluicbes seriadas e o plaqueamento em agar MRS, conforme exposto
acima. Metodologia aplicada conforme Eckert (2016).

A sobrevivéncia das bactérias ao processo de spray drying foi expresso pela

reducgéo de log, utilizando a Equacéo 1:

Reducéo de log = log Nb - log Na (Equacéo 1)
Em que Nb é o nimero de células viaveis (log UFC/g) nas solu¢cbes de alimentagéo
antes do processo de microencapsulamento por spray drying e Na € o numero de
células viaveis (log UFC/g) ap6s o processo de encapsulamento, contidas nas

microcapsulas.
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4.5.2 Sobrevivéncia das bactérias sob condi¢cdes gastrintestinais simuladas

O suco gastrico simulado foi preparado utilizando 3 g/L de pepsina de mucosa
gastrica de suino e 5 g/L de NaCl, em pH 2,0, 2,5 e 3,0. O suco intestinal foi
preparado utilizando 1 g/L de pancreatina e 5 g/L de NaCl, em pH 8,0 com ou sem
sais biliares. Para a preparagéo do suco intestinal com sais biliares foi acrescentado
5 g/L de uma mistura de colato de sddio e de deoxicolato de sédio, na propor¢céao
1:1. As solucbes foram esterilizadas por filtracdo de membranas com diametro de
0,22 um (Sartorius Stedim Biotech®). As contagens de células viaveis foram
determinadas no tempo zero, apos 3 h da exposicdo ao trato gastrico e apos 4 h da
exposicao ao trato intestinal. Durante este tempo, as amostras foram mantidas em
estufa a 37 °C.

Primeiramente foi avaliada a exposicdo das células livres ao trato
gastrintestinal simulado, para isso uma aliquota de 200 uL da cultura microbiana foi
exposta a presenca de 1 mL de cada um dos sucos gastrintestinais simulados.

Para avaliacdo da sobrevivéncia das bactérias microencapsuladas, 0,1 g de
capsulas foi exposta a presenca de 1 mL de cada um dos sucos gastrintestinais
simulados. E apds a mistura foi submetida a agitacdo por 15 minutos, 180 rpm, a 20
°C em incubadora com agitacdo orbital. Metodologia aplicada conforme Eckert
(2016).

Para determinacdo da viabilidade da exposicdo ao trato gastrintestinal, as
contagens celulares foram determinadas através de diluicbes seriadas em agua
peptonada seguida de plagueamento em agar MRS e incubadas por 48 h, na
temperatura de 32 °C. A porcentagem de sobrevivéncia para cada condi¢cdo exposta
foi calculada através da Equacéo 2 (BAO et al., 2010):

log UFC N;
Taxa de sobrevivéncia (%) = —————— X 100 (Equagéo 2)
log UFC Np

Em que, N; € a contagem de células viaveis ap0s a exposicao ao trato gastrintestinal

simulado e Np é a contagem de células viaveis antes da exposicao.
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Este procedimento foi realizado a cada 30 dias durante o armazenamento a
25°C, sendo os dias: 0, 30, 60 e 90.

4.5.3 Sobrevivéncia das microcapsulas ao armazenamento

Apébs o processo de secagem por spray drying, o produto foi mantido a 25 °C,
com o objetivo de simular o armazenamento sob condicbes de temperatura
ambiente. A determinacdo da sobrevivéncia dos encapsulados quanto ao
armazenamento foi determinada logo apds o processo de encapsulamento e durante
90 dias, nos dias 0, 7, 15, 30, 45, 60 e 90, conforme exposto no item 4.5.1.

Metodologia aplicada conforme Eckert (2016).

4.5.4 Sobrevivéncia das microcapsulas em suco de laranja

Os microrganismos livres e microencapsulados foram incorporados em suco
de laranja separadamente. Foi adicionado 1,0 mL de células livres ou 1,0 g das
microcpsulas para cada 100 mL de suco de laranja integral esterilizado comercial,
da marca Del Valle®. As amostras foram homogeneizadas e armazenadas a 4 °C,
durante 90 dias. Foram analisados o pH e a exposicdo ao trato gastrintestinal
simulado nos dias 0, 30, 60 e 90, conforme ja exposto no item 4.5.2. Além disso, foi
avaliada a viabilidade das microcapsulas nos dias 0, 7, 15, 30, 45, 60 e 90, conforme
técnica descrita no item 4.5.1.

4.6 Caracterizacdo das microcapsulas

4.6.1 Morfologia e tamanho da microestrutura

A aparéncia externa e o tamanho das microcapsulas foram avaliados por
microscopia eletrénica. Uma amostra do po foi colocada em fita de carbono e Stub
para ser levada ao equipamento metalizador (modelo Q150R ES, QUORUM®), sob
condicbes de 25 mA e 120 min. Apos, as imagens foram observadas em
microscépio eletrdnico de varredura (MEV) (Modelo LS10 EVO, ZEISS®). Para obter
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0s resultados de tamanho de particula, 100 microcapsulas foram escolhidas

aleatoriamente.

4.6.2 Umidade e atividade de agua

A umidade das microcapsulas foi determinada gravimetricamente por
secagem em estufa a 105 °C, conforme determinado pela AOAC (2012). A atividade
de agua foi determinada utilizando o instrumento para atividade de agua (WA 99163,
Aqualab Lite®). Estes parametros foram determinados apés o processo de

encapsulamento e armazenamento, nos dias 0, 45 e 90 dias.

4.6.3 Andlise de cor

Para a determinacdo da cor das microcapsulas foi utilizado um colorimetro
(Komica Minolta® CM-5) e através da escala L*, a*, b* foi realizada a medicéo dos
parametros. O eixo L* indica a variacdo de preto para branco, podendo variar de 0 a
100. O eixo a* demonstra a variacdo de vermelho (+) e verde (-). E o eixo b* indica a
variacdo de amarelo (+) para azul (-). Esta analise foi realizada logo ap6s o processo

de encapsulamento e durante o periodo de armazenamento nos dias 0, 45 e 90.

4.7 Andlise estatistica

Todos os experimentos e andlises foram realizados em triplicata. A analise
dos dados foi realizada com o programa estatistico Biostat 5.3. A analise de
variancia (ANOVA) foi aplicada para determinar diferencas significativas (p<0,05)

entre os resultados e teste de Tukey foi utilizado para comparar os valores médios.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o microencapsulamento de microrganismos por spray drying é mais
apropiado que as bactérias estejam em fase estacionaria de crescimento celular,
devido a taxa de proliferacdo reduzida, menor atividade fisiolégica e aumento da
resisténcia ao estresse (GOLOWCZYC et al., 2010), assim para o presente estudo,
as bactérias estavam com 16 horas de crescimento em soro de queijo bovino, soro
de queijo bubalino ou permeado de soro bovino, apresentando-se em fase
estacionaria de crescimento.

O Lactobacillus pentosus ML 82, a partir de resultados prévios do nosso
grupo de pesquisa, realizado por Eckert (2016), apresenta potencial probidtico,
tendo uma sobrevivéncia maior que 88% na exposi¢cao ao trato gastrico (pH 2,5 e
3,0) e acima de 79% na exposicao ao trato intestinal com sais biliares. Alimentos
funcionais enriquecidos com probioticos podem apresentar melhores efeitos sobre a
salude, caso estes microrganismos utilizados sejam isolados nas regifes habitadas
pelos consumidores. A populacdo apresenta habitos alimentares diferentes e essas
bactérias seriam mais adaptadas ao ecossistema intestinal dos individuos
(VINDEROLA, 2016).
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5.1 Anélise fisico-quimica dos subprodutos das industrias de laticinios

A Tabela 4 descreve as caracteristicas fisico-quimicas dos materiais de parede
utilizados neste trabalho, sendo o permeado de soro bovino, soro de queijo bovino e

0 soro de queijo bubalino.

Tabela 4. Caracterizacao fisico-quimica do permeado de soro bovino, do soro de
gueijo bovino e soro de queijo bubalino utilizados na producédo das microcapsulas de
L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014

Andlises Fisico-Quimicas

Materiais Gordura (%) Proteina (%) Carboidrato (%) Cinzas (%) Umidade (%)

Permeado 0,20 +0,01* 0,09 + 0,01° 584+0,02° 050+0,02° 93,37 +0,02°
Soro

bovino 0,20+ 0,01* 0,34+ 0,01° 528+0,02° 0,60+0,03* 9358+0,01%
Soro

bubalino 0,20+ 0,01* 0,52+ 0,022 6,19+0,08% 0,47 +0,01° 92,62 + 0,06°

Média + desvio padréo (n=3). Diferentes letras sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca estatistica
(p<0,05).

O permeado de soro apresenta diferenca em relacdo a concentracdo de
proteinas devido ao processo de ultrafiltracdo pelo qual o soro de queijo é
submetido, em que as proteinas do soro sdo separadas e empregadas como aditivo
alimentar ou suplementos protéicos. Assim, o permeado remanescente apds a
recuperacdo da proteina do soro € principalmente composto por lactose e sais
(LAVARI et al.,, 2014). O soro de queijo bubalino apresenta um maior teor de
proteinas que o soro de queijo bovino, conforme ja descrito por Buffoni et al. (2011)
e Lira et al. (2009). Os mesmos autores j& descreveram uma maior concentragéo de
carboidratos (lactose) na composicéo do soro bubalino em relagéo ao soro bovino. O
soro de bufala apresenta menor teor de umidade (maior teor de solidos totais)
quando comparado com o soro bovino, possibilitando um alto rendimento industrial
(BUZI et al., 2009).

Portanto, a possibilidade de usar o soro e/ou permeado liquido, que sao
subprodutos de laticinios de baixo custo e facilmente disponiveis, como substrato

para 0 crescimento bacteriano e como material no microencapsulamento de
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probiéticos, contribui na reducdo do descarte destes subprodutos como residuo
(BALDASSO, BARROS e TESSARO, 2011).

5.2 Viabilidade das microcapsulas de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC

8014 ap06s a secagem por spray drying

As Tabelas 5 e 6 mostram a viabilidade celular de L. pentosus ML 82 e L. plantarum
ATCC 8014, respectivamente, antes e apds 0 processo de secagem por spray drying

com os diferentes materiais de parede utilizados neste estudo.

Tabela 5. Viabilidade de L. pentosus ML 82 antes e apds a secagem por spray

drying utilizando permeado de soro bovino, soro de queijo bovino e soro de queijo

bubalino
Microcapsulas Numero de células viaveis Reducéo log
Antes do spray drying Depois do spray drying
(log UFC/q) (log UFC/qg)
Permeado 10,88 £ 0,28 10,69 £ 0,07 0,19%
Soro de queijo bovino 10,99 £ 0,12 10,33 £ 0,20 0,66°
Soro de queijo bubalino 10,64 £+ 0,02 10,23 £ 0,10 0,412

Média + desvio padréo (n=3). Diferentes letras sobrescritas indicam diferenca estatistica (p<0,05)

Tabela 6. Viabilidade de L. pantarum ATCC 8014 antes e ap0s a secagem por spray

drying utilizando permeado de soro bovino, soro de queijo bovino e soro de queijo

bubalino
Microcépsulas Numero de células viaveis Reducéo log
Antes do spray drying Depois do spray drying
(log UFC/q) (log UFC/q)
Permeado 10,68 £ 0,09 10,20 £ 0,13 0,48%
Soro de queijo bovino 10,76 £ 0,05 10,27 + 0,06 0,492
Soro de queijo bubalino 10,66 + 0,16 10,54 + 0,04 0,122

Média + desvio padrdo (n=3). Diferentes letras sobrescritas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
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Os resultados mostraram que os trés materiais de parede utilizados no
estudo apresentaram o mesmo efeito protetor, independente do microrganismo.
Considerando o0s resultados das contagens logo ap0s o0 processo de
encapsulamento e que, para propdsitos probidticos, a contagem de bactérias deve
estar entre 10° a 10® UFC/g (PEIGHAMBARDOUST, TAFTI e HESARI, 2011), todos
0s materiais de parede avaliados nesse trabalho poderiam ser utilizados para este
fim.

O soro de queijo e o permeado de soro de queijo Sd0 compostos
principalmente de lactose, um dissacarideo. Uma vez que as moléculas de dgua séo
removidas, os dissacarideos sdo capazes de formar ligacdes de hidrogénio com
proteinas da membrana celular dos microrganismos, 0 que ajuda a prevenir sua
desnaturacao e, com isso, ajuda a prevenir a ruptura total da membrana (KNORR,
ANANTA e VOLKERT, 2005; ROKKA e RANTAMAKI, 2010).

A alta concentracdo de agua é Util para manter a temperatura do material de
secagem em torno do bulbo Umido, impedindo assim que as células sejam
superaquecidas pela alta temperatura do ar de entrada (FU e CHEN, 2011). Um
fator critico para a sobrevivéncia bacteriana no processo de secagem € a exposicdo
ao ar quente, que leva calor e estresse osmoético as células. Em contrapartida, altas
temperaturas sdo necessarias para facilitar a suficiente evaporacdo da agua ao
longo do processo, pois o0 produto seco deve conter um baixo teor de umidade para
manter uma boa estabilidade durante o armazenamento. Por meio disto, a
sensibilidade da linhagem bacteriana ao calor e as propriedades higroscépicas do
material de encapsulamento s&do fatores importantes (ANANTA, VOLKERT e
KNORR, 2005; GOLOWCZYC et al., 2011).

Bustos e Borquez (2013) afirmam que a temperatura de saida afeta
principalmente a viabilidade celular, em que a medida que a temperatura do ar de
saida aumenta, ocorre uma queda na viabilidade celular. Os pesquisadores
utilizaram a temperatura de entrada de ar de 180 = 2 °C e as temperaturas de saida
de 70, 80 e 90 °C. Por este fato, a temperatura de ar de saida escolhida para o
presente estudo foi de 75 °C, em que temperaturas abaixo de 70 °C ndo sao
recomendadas para a manutencdo da baixa umidade e garantir o longo prazo de
validade do produto (MENSHUTINA et al., 2010). No presente estudo, foi utilizada a
temperatura de entrada de 90 °C e temperatura de saida de 75 °C, contribuindo
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assim para a manutencdo da alta viabilidade celular ap6s a secagem, mantendo
uma contagem acima de 10'° UFC/g.

Pinto et al. (2015a) ao microencapsular Bifidobacterium BB-12 com soro de
gueijo bovino com adicdo de inulina e polidextrose, obtiveram uma reducao de 0,44
+ 0,09 log UFC/g apés a secagem por spray drying utilizando somente soro de queijo
bovino como material encapsulante. Foi utilizada a temperatura de entrada de 150
°C e temperatura de saida de 50 £ 3 °C. A adicdo de inulina e polidextrose nao
melhorou a viabilidade das bactérias apds o processo de secagem. Resultados
semelhantes foram encontrados no presente estudo utilizando o permeado de soro
bovino, soro de queijo bovino e bubalino.

llha et al. (2015) microencapsularam Lactobacillus paracasei utilizando soro
de queijo bovino como material de parede pela técnica de secagem por spray drying,
com temperatura de entrada de 160 + 2 °C e temperatura de saida entre 55 e 60 °C.
O percentual de sobrevivéncia apos a secagem foi de 93,12 + 2,15%, com uma
reducdo de 0,71 log UFC/g. Neste estudo, o percentual de sobrevivéncia de L.
pentosus ML 82, apds a secagem, com permeado de soro bovino, soro de queijo
bovino e bubalino foi de 96,60 + 1,33; 9400 + 1,66 e 96,12 + 0,92%,
respectivamente. Ja o percentual de sobrevivéncia de L. plantarum ATCC 8014 foi
de 95,48 + 1,07; 95,51 £ 1,01 e 98,05 + 0,49%, respectivamente. O presente estudo
apresentou melhores percentuais de sobrevivéncia, provavelmente em funcédo da
temperatura de entrada de ar do spray drying (90 °C), enquanto que oS
pesquisadores utilizaram temperaturas elevadas (160 °C), sendo consideradas
danosas aos microrganismos.

Hugo, Bruno e Golowczyc (2016) avaliaram o microencapsulamento de L.
plantarum CIDCA 83114 com permeado de soro bovino. A viabilidade celular antes
do processo de secagem foi de 8,28 = 0,07 log UFC/mL. Logo apds o processo de
secagem por spray drying com temperatura de entrada de 170 °C e temperatura de
saida entre 70 e 75 °C, a viabilidade celular foi de 8,15 *+ 0,07 log UFC/g, com uma
reducdo na viabilidade de 0,13. As altas contagem celulares (acima de 10% UFC/g)
demonstram que o permeado bovino promove a protecdo das bactérias quando
expostas as altas temperaturas. Resultados semelhantes foram encontrados
utilizando o mesmo material de parede no microencapsulamento de L. pentosus ML
82.

47



5.3 Viabilidade das microcépsulas de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC

durante o armazenamento

A viabilidade das células probiéticas deve ser mantida durante a fabricacao
e armazenamento do alimento e também ao longo da passagem pelo trato
gastrintestinal, a fim de exercer seus beneficios de saude (YING et al., 2010). Um
dos beneficios da secagem de bactérias é a possibilidade de produzir um produto
estavel, altamente viavel e que pode ser armazenado a um baixo custo.
Pesquisadores afirmam que o armazenamento a temperaturas acima de 4 °C
diminui a viabilidade das bactérias microencapsuladas por spray dryer
(GOLOWCZYC et al.,, 2011). No entanto, para este estudo, foi selecionada a
temperatura de 25 °C por ser mais econémica para armazenar produtos probidticos
em nivel comercial, e a sobrevivéncia das microcapsulas de L. pentosus ML 82 e L.
plantarum ATCC 8014 foi analisada durante o armazenamento de 90 dias. Os

resultados sdo mostrados nas Figuras 3 e 4.

Figura 3. Viabilidade das microcépsulas de L. pentosus ML 82 (log UFC/g) durante o

armazenamento de 90 dias a 25 °C
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Média + desvio padrdo (n=3). Mudancas estatisticas (p<0,05): permeado de soro bovino (*); soro de
queijo bovino (**); soro de queijo bubalino (***).
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Figura 4. Viabilidade das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 (log UFC/g)

durante o armazenamento de 90 dias a 25 °C
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Média + desvio padrdo (n=3). Mudancas estatisticas (p<0,05): permeado de soro bovino (*); soro de
queijo bovino (**); soro de queijo bubalino (***).

A viabilidade das microcapsulas de L. pentosus ML 82 produzidas com
permeado de soro bovino e soro de queijo bovino manteve-se constante nos
primeiros 15 dias de armazenamento, com reducéo de 0,32 e 0,13 ciclos de log
(p<0,05), respectivamente. Contudo, apesar da perda de viabilidade ambas as
microcapsulas produzidas com permeado de soro bovino e soro de queijo bovino
mantiveram uma sobrevivéncia superior a 8 log UFC/g durante os 90 dias de
armazenamento.

As microcapsulas de L. pentosus ML 82 de soro de queijo bubalino ja
apresentaram perda de viabilidade nos primeiros sete dias de armazenamento, com
diminuicdo de 0,69 ciclos de log (p<0,05) e permaneceu constante até os 45 dias de
armazenamento, apresentando uma viabilidade de 9,27 + 0,08 log UFC/g. Até este
periodo, a umidade das microcapsulas se manteve abaixo de 10%. Aos 90 dias, a
umidade estava em 15,42 + 0,07% e ocorreu uma acentuada morte celular (entre 45
e 90 dias de armazenamento), sendo 2,83 log UFC/g. Apesar disto, a viabilidade
celular se manteve acima de 6 log UFC/g, concentracdo minima de probidticos
exigido para alimentos funcionais pela FAO/WHO (2002) e recomendado para um

alimento exercer seus beneficios probioticos (TRIPATHI e GIRI, 2014).
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L. plantarum ATCC 8014 microencapsulados com permeado de soro
bovino, soro de queijo bovino e soro de queijo bubalino apresentaram perda de
viabilidade celular nos primeiros sete dias de armazenamento, com uma diminuicédo
de 0,02; 0,50 e 0,36 ciclos de log (p<0,05), respectivamente. A sobrevivéncia das
microcdpsulas com permeado de soro bovino foi observada até 30 dias de
armazenamento, apés este periodo, ndo houve mais crescimento de L. plantarum
ATCC 8014 nas andlises de viabilidade. Uma justificativa para a morte celular € a
alta umidade apresentada no mesmo periodo, sendo 11,82 + 0,16%. As
microcapsulas produzidas com soro de queijo bovino e bubalino apresentaram uma
sobrevivéncia superior a 8 log UFC/g ap6s o armazenamento de 90 dias. As
microcapsulas produzidas com soro de queijo bubalino apresentaram uma umidade
superior, entretanto houve a manutencdo da viabilidade celular, diferente do que
ocorreu com as microcapsulas produzidas com permeado de soro bovino. Assim, €
possivel concluir que o soro de queijo bubalino apresenta uma protecdo superior
gquando comparado ao permeado de soro bovino, em alta umidade durante o
armazenamento.

Ao comparar os dois microrganismos estudados e os diferentes materiais de
parede utilizados, foi possivel observar que os microencapsulados de L. plantarum
ATCC 8014 apresentaram uma Vviabilidade maior apdés os 90 dias de
armazenamento, com soro de queijo bovino e bubalino. Porém, com o permeado de
soro bovino o L. pentosus ML 82 apresentou maior viabilidade.

Pesquisadores avaliaram o0 microencapsulamento do Lactobacillus
acidophilus com permeado de soro bovino pela técnica de secagem por spray drying
e para as amostras armazenadas a temperatura ambiente (25 °C) ocorreu uma
rapida diminuigdo da viabilidade apds a primeira semana, com perda de um ciclo
logaritimico. Os autores afirmam que este resultado implica que ap0s a etapa de
secagem, o produto deve ser armazenado refrigerado para evitar a perda de
viabilidade, j& que quando armazenado a 4 °C o produto exibe uma viabilidade de
quase 10° UFC/g ap6s 50 dias de armazenamento (RIVEROS, FERRER e
BORQUEZ, 2013). Com excec¢do das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014
com permeado de soro bovino, todas as microcapsulas produzidas apresentaram

uma viabilidade semelhante, no mesmo periodo, em temperatura a 25 °C. Assim,
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ressalta-se a manutencdo da alta viabilidade celular durante o armazenamento,
mesmo em temperatura ambiente, ndo necessitando de refrigeracao.

Pés de L. plantarum CIDCA 83114 e permeado de soro bovino foram
armazenados por 70 dias a 20 °C. ApGs quatro semanas de armazenamento houve
uma reducdo de 1,2 log UFC/g (HUGO, BRUNO e GOLOWCZYC, 2016). No
presente estudo, no mesmo periodo, mesmo material de parede e em temperatura
semelhante, as microcapsulas produzidas com L. plantarum ATCC 8014
apresentaram uma perda de viabilidade menor (0,96 log UFC/g). Ja as
microcapsulas produzidas com L. pentosus ML 82 apresentaram uma perda maior
(1,31 log UFC/g). Assim, L. plantarum ATCC 8014 sdo mais resistentes ao
armazenamento a 25 °C, quando comparado com L. pentosus ML 82.

Lactobacillus casei BL23 foi microencapsulado com soro de queijo bovino
por spray drying, com temperatura de entrada de 140 £ 5 °C e temperatura de saida
de 60 + 3 °C. Os pos foram armazenados a uma temperatura de 4 °C e 25 °C, por 6
meses. Microcapsulas de L. casei armazenadas a 4 °C mantiveram a viabilidade
constante nos dois primeiros meses e uma perda de 1 log UFC/g ocorreu apés o0s 6
meses de armazenamento. Para as microcapsulas de L. casei mantidas a 25 °C, em
um més, ocorreu a perda de 2 ciclos log UFC/g. Apés seis meses de
armazenamento, a viabilidade celular permaneceu 4 log UFC/g (HUANG et al.,
2017). Nesse estudo, todas as microcapsulas produzidas, independente do material
de parede e do microrganismo, em 30 dias, ocorreu uma perda menor (0,59-1,65 log
UFC/g).

Foi possivel observar que os materiais de parede estudados foram capazes
de proteger as bactérias durante o armazenamento a 25 °C. Além disso, a umidade
mostrou uma forte influéncia na perda da viabilidade, em que o aumento deste
parametro promoveu a morte celular nas microcapsulas de L. pentosus ML 82 com
soro de queijo bubalino e nas microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 e
permeado de soro bovino. As microcipsulas que apresentaram uma umidade entre
3 e 8% durante o armazenamento, mantiveram uma viabilidade superior a 8,0 log
UFC/g, durante os 90 dias.
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5.4 Viabilidade e pH das microcapsulas e das células livres de L. pentosus ML
82 e L. plantarum ATCC 8014 armazenadas em suco de laranja

Manter a viabilidade probidtica em matrizes alimentares antes do consumo

é fundamental, e continua a ser um desafio para a entrega bem sucedida das células

no intestino. Sucos de frutas apresentam um maior desafio imposto as células,
devido a acidez presente no produto (HAFFNER e PASC, 2018).

Microcapsulas de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014 foram

incorporadas em suco de laranja integral comercial, conforme as Figuras 5 e 6.

Figura 5. Variacbes de pH e contagem de células viadveis (log UFC/mL) das
microcépsulas de L. pentosus ML 82 no armazenamento a 4 °C em suco de laranja
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Média + desvio padréo (n=3). Diferentes letras sobrescritas indicam diferenca estatistica em relacdo a
viabilidade celular ao longo do armazenamento de 90 dias de cada material de parede estudado
(p<0,05). Gréfico em barras esta relacionado a viabilidade celular (Log UFC/mL). Gréafico em linha
esta relacionado ao pH.

As microcapsulas de L. pentosus ML 82 produzidas com permeado de soro
bovino e soro de queijo bubalino apresentaram uma perda de viabilidade celular logo
nos primeiros 7 dias de armazenamento, com uma reducédo de 0,59 e 0,48 log

UFC/mL (p<0,05), respectivamente. J& nas microcapsulas produzidas com soro de
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queijo bovino, a sobrevivéncia das bactérias se manteve estavel nos primeiros 15
dias, com diminui¢éo de 0,30 log UFC/mL (p<0,05). Aos 90 dias de armazenamento
em suco de laranja, a viabilidade celular estava acima de 7 log UFC/mL das
microcépsulas de L. pentosus ML 82 com os trés materiais de parede estudados.

Em relagdo ao pH, este se manteve constante durante os 90 dias nos sucos
com adicdo de microcapsulas de L. pentosus ML 82 de soro de queijo bovino e
bubalino (p<0,05). Ja o suco com as microcapsulas com permeado de soro bovino,
ocorreu uma acidificacdo do meio aos 30 dias de armazenamento, com um pH de
3,49 + 0,02 (p<0,05). Eckert (2016) afirma que o processo de encapsulamento reduz

a atividade microbiana, com consequente manutengéo do pH.

Figura 6. Variacbes de pH e contagem de células viaveis (log UFC/mL) das
microcépsulas de L. plantarum ATCC 8014 no armazenamento a 4 °C em suco de

laranja
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Média + desvio padrdo (n=3). Diferentes letras sobrescritas indicam diferenca estatistica (p<0,05) em
relacdo a viabilidade celular ao longo do armazenamento de 90 dias de cada material de parede
estudado. Gréfico em barras est4 relacionado a viabilidade celular (Log UFC/mL). Gréfico em linha
esta relacionado ao pH.

As microcépsulas de L. plantarum ATCC 8014 produzidas com soro de queijo

bovino e bubalino apresentaram uma viabilidade celular constante nos sete
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primeiros dias de armazenamento em suco de laranja, com reducéao de 0,13 e 0,24
log UFC/mL (p<0,05), respectivamente. J& as microcapsulas de permeado de soro
bovino permaneceram estaveis até os 45 dias de armazenamento, com diminuicéao
na sobrevivéncia de 0,37 log UFC/mL (p<0,05). Independente do material de parede
utilizado, aos 90 dias de armazenamento em suco de laranja, a viabilidade celular
estava acima de 7 log UFC/mL das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014.

Em relacdo ao pH do meio, o suco de laranja com microcapsulas de
permeado de soro bovino permaneceu com o pH constante ao longo de 90 dias e as
microcapsulas de soro de queijo bubalino ao longo de 45 dias de armazenamento
(p<0,05). Ocorreu acidificacdo do meio nos sete primeiros dias nas microcapsulas de
soro de queijo bovino, com pH de 3,59 * 0,01(p<0,05). Alteracbes no pH esta
relacionado ao metabolismo microbiano, sendo caracteristica de cada espécie.

A alta contagem celular (acima de 10’ UFC/mL) observada ao longo do
periodo estudado demonstra a lenta desintegracdo das microcapsulas produzidas
com permeado de soro bovino, soro de queijo bovino e bubalino. Assim, os
subprodutos dos laticinios apresentam uma potencial protecdo no
microencapsulamento e introducdo em produtos alimentares. A ANVISA (BRASIL,
2008) regulamenta uma quantidade minima viavel situada na faixa de 10® a 10°
UFC, na recomendacao diaria do produto pronto para consumo. Sendo assim, uma
porcdo de 100 mL do suco produzido apresentaria a concentracdo recomendada de
probioticos, mesmo apoés os 90 dias de armazenamento.

Células livres de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014 que
cresceram nos soros lacteos (permeado de soro bovino, soro de queijo bovino e
bubalino) por 16 horas, foram incorporadas em suco de laranja comercial e
armazenados por 90 dias, a 4 °C. A viabilidade celular e a variagdo do pH do suco
foi avaliada no decorrer do periodo de armazenamento, sendo demonstradas nas

Figuras 7 e 8.
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Figura 7. Variacbes de pH e contagem de células viaveis (log UFC/mL) das células

livres de L. pentosus ML 82 no armazenamento a 4 °C em suco de laranja
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Média + desvio padrdo (n=3). Diferentes letras sobrescritas indicam diferenca estatistica (p<0,05) em
relagdo a viabilidade celular ao longo do armazenamento de 90 dias de cada material de parede
estudado. Grafico em barras esta relacionado a viabilidade celular (Log UFC/mL). Grafico em linha
esta relacionado ao pH.
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Figura 8. VariacGes de pH e contagem de células viaveis (log UFC/mL) das células

livres de L. plantarum ATCC 8014 no armazenamento a 4 °C em suco de laranja
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Média + desvio padrdo (n=3). Diferentes letras sobrescritas indicam diferenca estatistica (p<0,05) em
relagdo a viabilidade celular ao longo do armazenamento de 90 dias de cada material de parede
estudado. Gréfico em barras esta relacionado a viabilidade celular (Log UFC/mL). Gréfico em linha
esta relacionado ao pH.

L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014 livres permaneceram estaveis
ao longo do periodo de armazenamento, com excecao de L. pentosus ML 82 com
crescimento e encapsulamento em soro de queijo bubalino. Observou-se uma
reducdo na viabilidade logo nos primeiros 7 dias de armazenamento, com
diminuicdo de 0,42 log UFC/mL, e a partir deste dia, permanecendo constante ao
final dos 90 dias (p<0,05). A alta contagem celular (acima de 10" UFC/mL) e a
estabilidade ao longo do tempo das bactérias livres estudadas provavelmente é
devido aos nutrientes disponiveis no suco de laranja, como o carboidrato, sendo
utilizado como fonte de energia no processo de fermentacédo (ANAL; SINGH, 2007).

O pH do suco de laranja com as células livres apés os 90 dias de
armazenamento ficou entre 3,41-3,53. Em estudo realizado por Haffner e Pasc
(2018), os Lactobacillus rhamnosus liofilizados livres mantiveram alta viabilidade
apos uma semana de armazenamento em suco de maca (pH = 3,6), com contagem
inicial de 5,6 x 10° UFC/mL e ap6s uma semana de 1,7 x 10° UFC/mL. Sheehan,
Ross e Fitzgeral (2007) observaram que n&do houve perda de viabilidade de L.
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rhamnosus em suco de laranja durante uma semana a 4 °C. Assim como hos
estudos relatados, pode-se observar a toleréancia dos L. pentosus ML 82 e L.
plantarum ATCC 8014 ao pH &cido do suco de laranja.

Pode-se afirmar que as condi¢cdes experimentais aplicadas neste estudo com
0 permeado de soro bovino, o soro de queijo bovino e o bubalino, foram capazes de
assegurar a viabilidade das bactérias aplicadas no suco de laranja. Em estudo
realizado por outros pesquisadores, microcapsulas de alginato revestidas com
quitosana foram produzidas pela técnica de extrusdo, contendo L. plantarum NCIMB
8826 e incorporadas em suco de romé&, sendo armazenado a 4 °C, por 6 semanas.
Uma concentracdo de células livres também foi incorporada ao suco, e apés 4
semanas todas as células morreram. Ja para as células revestidas, apos 6 semanas
de armazenamento, a viabilidade foi superior a 5,5 log UFC/mL (NUALKAEKUL et
al., 2012). A morte celular pode ser justificada pelo alto teor de fenol presente no
suco de roma quando comparado a concentragdo no suco de laranja
(NUALKAEKUL, SALMERON e CHARALAMPOPOULOS, 2011).

5.5 Sobrevivéncia das microcapsulas de L. pentosus ML 82 e L. plantarum
ATCC 8014 ao trato gastrintestinal simulado

Uma amostra de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014 néao
encapsulada foi exposta diretamente ao trato gastrintestinal simulado e avaliada a

taxa de sobrevivéncia (Tabela 7).

Tabela 7. Taxa de sobrevivéncia (%) do L. pentosus ML 82 e L. plantarum

ATCCB8014 expostos as condigdes ambientais do TGI simulado

Bactéria Trato Gastrico (%) Trato Intestinal (%)
2,0 2,5 3,0 0% sais biliares 0,5% sais biliares
L. pentosus ML 82 68,95 73,85 92,03 94,76 69,35
+167 +292 +£259 +1,26 +7,10
L. plantarum ATCC 8014 58,96 85,42 96,86 96,26 90,28
+1,88 +£1,03 +210 +1,73 + 5,87

Média + desvio padréo, n = 3.
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As células livres de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014
apresentaram uma tolerancia menor em relagdo ao trato gastrico pH 2,0 e 2,5, com
reducdo de 1,77 + 0,14 e 1,56 £ 0,16 ciclos de log, respectivamente (p<0,05) para L.
pentosus ML 82; e uma reducdo de 2,87 + 0,14 e 1,02 = 0,07 ciclos de log,
respectivamente (p<0,05) para L. plantarum ATCC 8014, quando comparado as
bactérias microencapsuladas de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014 com
os diferentes materiais de parede (Tabelas 8 e 9). Nao houve diferenca estatistica
entre as células livres e microencapsuladas em relacdo ao trato gastrico (pH 3,0) e
trato intestinal sem e com sais biliares. Os materias de parede estudados foram
capazes de proteger as células bacterianas em relagédo ao pH 2,0 e 2,5 (p<0,05), em
gue as bactérias estudadas mostraram ter uma tolerancia menor em relacédo ao pH
acido. No geral, enzimas digestivas como a pepsina e a pancreatina, apesar de
serem danosas aos microrganismos, apresentam uma menor influéncia sobre a
viabilidade das bactérias, ja o baixo pH é um fator mais critico (RANADHEERA et al.,
2014).

As Tabelas 8 e 9 mostram a exposicao ao trato gastrintestinal simulado das
microcapsulas de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014 comparando 0s
diferentes materiais de parede utilizados no estudo, no primeiro dia de

armazenamento.

Tabela 8. Reducédo da viabilidade celular quanto a exposi¢édo ao trato gastrintestinal
simulado das microcapsulas de L. pentosus ML 82 com os diferentes materiais de

parede: permeado de soro bovino, soro de queijo bovino e soro de queijo bubalino

Microcapsulas L. pentosus ML 82 (Reducéo log UFC/q)

Permeado Soro de queijo bovino Soro de queijo bubalino
pH 2,0 0,55 + 0,252 0,57 + 0,162 0,64 +0,21°%
pH 2,5 0,29 + 0,16 0,34 +0,10% 0,56 + 0,15%
pH 3,0 0,43 £ 0,16 0,22 + 0,06% 0,57 £0,10%
Semsais 0,49 + 0,202 0,85+ 0,192 0,91 +0,16%
Com sais 5,52 +0,21° 4,56 + 0,20° 5,97 +0,16°

Média + desvio padrdo (n=3). Diferentes letras sobrescritas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
entre os materiais de parede estudados (mesma linha). Exposicao ao trato gastrico: suco gastrico por
180 min em pH 2,0; 2,5 e 3,0. Trato intestinal: suco intestinal por 240 min, sem sais biliares e com
sais biliares (5 g/L). Estes resultados foram obtidos no primeiro dia de armazenamento.
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Tabela 9. Reducao da viabilidade celular quanto & exposi¢do ao trato gastrintestinal
simulado das microcépsulas de L. plantarum ATCC 8014 com os diferentes materiais

de parede: permeado de soro bovino, soro de queijo bovino e soro de queijo

bubalino
Microcapsulas L. plantarum ATCC 8014 (Reducéo log UFC/q)
Permeado Soro de queijo bovino Soro de queijo bubalino

pH 2,0 0,95+ 0,18° 0,50 + 0,16" 0,11 + 0,01°
pH 2,5 0,90 + 0,232 0,12 + 0,04° 0,22 + 0,042
pH 3,0 0,89 + 0,20 0,12 + 0,06" 0,33 £ 0,06%
Semsais 0,86 + 0,16 0,61 +0,03% 0,65 + 0,04%
Com sais 5,91+ 0,20° 5,71 + 0,06 4,18 + 0,04°

Média + desvio padrdo (n=3). Diferentes letras sobrescritas indicam diferenca estatistica (p<0,05)
entre os materiais de parede estudados (mesma linha). Exposicao ao trato gastrico: suco géstrico por
180 min em pH 2,0; 2,5 e 3,0. Trato intestinal: suco intestinal por 240 min, sem sais biliares e com
sais biliares (5 g/L). Estes resultados foram obtidos no primeiro dia de armazenamento.

No geral, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) na exposicao ao trato
gastrintestinal simulado das microcédpsulas de L. pentosus ML 82 produzidas com
permeado de soro, soro de queijo bovino e bubalino. As microcdpsulas de soro de
queijo bovino e bubalino de L. plantarum ATCC 8014 apresentaram melhores
resultados (p<0,05), que pode ser explicado pela maior concentracdo de proteinas
na sua composicdo quando comparados ao permeado de soro. A interacdo da
proteina e a lactose presente no soro de queijo promovem a protecdo da célula
bacteriana quando expostas aos ambientes adversos (MACIEL et al., 2014).

De Castro-Cislaghi et al. (2012) avaliaram a esposi¢ao ao trato gatrintestinal
simulado de microcapsulas de Bifiobacterium BB-12 produzidas por spray drying
com soro de queijo bovino. Foram analisadas as exposi¢cdes ao pH acido (2,0; 3,0;
4,0 e 6,0). Apos 180 min horas de incubacdo em pH 2,0 houve um decréscimo na
viabilidade celular de 0,73 + 0,18 UFC/g. Para todos os pHs estudados, as
contagens de células viaveis permaneceram acima de 7,0 log UFC/g ap6s 3 h de
incubacdo. No presente estudo, as microcapsulas produzidas com L. pentosus ML
82 e L. plantarum ATCC 8014 com os diferentes materiais de parede apresentaram
uma reducéo na viabilidade celular entre 0,12 e 0,95 em pH 2,0. Nos pHs estudados

(2,0; 2,5 e 3,0), a viabilidade permaneceu acima de 9,0 log UFC/g.
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A viabilidade celular das microcapsulas de L. pentosus ML 82 e L.
plantarum ATCC 8014 produzidas com permeado de soro bovino, soro e queijo
bovino e bubalino permaneceram superior a 10° UFC/g ap6s a exposicdo ao trato
gastrico (pH 2,0; 2,5 e 3,0) e ao trato intestinal sem a presenca de sais biliares. A
maior perda de viabilidade foi observada quando as microcapsulas foram expostas
ao sais biliares (5 g/L). A taxa de sobrevivéncia permaneceu entre 37,83 e 55,86 %
para L. pentosus ML 82 e entre 42,06 e 60,34 % para L. plantarum ATCC 8014,
apos a exposicdo de 240 min. Em estudo realizado por Huang et al. (2017) com
microcapsulas de soro de queijo bovino de Lactobacillus casei BL23, a sobrevivéncia
apos as 3 h de exposicéao ficou abaixo de 20 %.

As microcapsulas armazenadas a 25 °C, armazenadas em amostras de
suco de laranja e o suco de laranja com as células livres de L. pentosus ML 82 foram
avaliadas quanto a exposicdo ao trato gastrintestinal simulado ao longo do
armazenamento de 90 dias (dias 0, 30, 60 e 90), e os resultados sdo mostrados nas
Figuras 9, 10 e 11. O mesmo foi realizado com L. plantarum ATCC 8014 e os

resultados estéo nas Figuras 12, 13 e 14.
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Figura 9. Viabilidade de L. pentosus ML 82 (microcapsulas armazenadas a 25 °C;
microcapsulas armazenadas em suco de laranja; células livres em suco de laranja)
durante a exposicdo ao trato gastrintestinal simulado, em 0, 30, 60 e 90 dias, em
permeado de soro bovino
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Na Figura 9, em relacdo & exposicdo das microcapsulas a 25 °C de L.
pentosus ML 82 ao trato gastrico simulado, é possivel observar uma reducéo entre o
dia O e o dia 90 de armazenamento (p<0,05) de 4,68 log UFC/g em pH 2,0; 4,86 log
UFC/g em pH 2,5; e, 4,06 log UFC/g em pH 3,0. Nota-se uma reducdo maior da
viabilidade celular nos pHs mais é&cidos, confirmando a menor tolerancia destas
bactérias nestes ambientes. No trato intestinal simulado sem os sais biliares, foi
observada uma reducéo de 3,44 log UFC/g, demonstrando que os L. pentosus ML
82 apresentam uma consideravel resisténcia a exposicdo a pancreatina. JA na
presenca de sais biliares, uma acentuada perda de viabilidade foi observada logo no
primeiro dia de armazenamento com reducdo de 5,52 log UFC/g apds exposicdo aos
sais biliares por 240 minutos. Apds os 90 dias, ocorreu uma reducdo de 1,52 log
UFC/g. Assim, é possivel afirmar que os sais biliares sdo danosos aos L. pentosus
ML 82.

De maneira geral, ndo ocorreu diferenca estatistica na exposi¢cdo ao TGl
simulado ao longo do armazenamento de 90 dias das microcapsulas e das células
livres de L. pentosus ML 82 inseridas em suco de laranja. No trato gastrico em pH
3,0, ocorreu uma reducédo (p<0,05) de 0,44 log UFC/mL das células livres. No trato
intestinal com a presencga de sais biliares, foi evidenciada morte celular em ambas
as condi¢fes (células encapsuladas e livres) (p<0,05) de 2,32 e 0,14 log UFC/mL,
respectivamente.

A maior perda de viabilidade ocorreu na presenca de sais biliares (5 g/L). A
concentracdo de sais biliares representa um ponto critico para a sobrevivéncia
celular (RANADHEERA et al., 2014). O mesmo ocorreu com Eckert et al. (2017) no
microencapsulamento de L. plantarum ATCC 8014 em permeado de soro, com uma
reducéo de 5,0 log UFC/g no dia 0 e ap0s 28 dias néo foi observada sobrevivéncia
da bactéria.

Pode-se verificar que os L. pentosus ML 82 (microencapsulados e livres)
armazenados em suco de laranja apresentaram uma melhor tolerancia ao TGl
simulado quando comparado as microcapsulas de L. pentosus ML 82 mantidas a 25
°C. O fato pode estar relacionado a adaptacéo das bactérias ao pH acido do suco de

laranja no qual elas foram expostas por 90 dias.
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Figura 10. Viabilidade de L. pentosus ML 82 (microcapsulas armazenadas a 25 °C;
microcapsulas armazenadas em suco de laranja; células livres em suco de laranja)
durante a exposicdo ao trato gastrintestinal simulado, em 0, 30, 60 e 90 dias, em
soro de queijo bovino
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Na Figura 10, em relacdo a exposicdo das microcapsulas a 25 °C de L.
pentosus ML 82 ao trato gastrico simulado, é possivel observar uma reducao
(p<0,05) entre o dia 0 e 90 de armazenamento de 1,27 log UFC/g em pH 2,0; 1,63
log UFC/g em pH 2,5; e, 1,72 log UFC/g em pH 3,0. No trato intestinal simulado sem
os sais biliares, foi observada uma reducgéo de 1,28 log UFC/g e na presenga de sais
biliares, foi evidenciada uma morte celular de 1,64 log UFC/g. Ao comparar as
microcdpsulas de L. pentosus ML 82 produzidas com permeado de soro bovino e
soro de queijo bovino, pode-se verificar uma maior resisténcia das microcapsulas
produzidas com soro de queijo bovino na exposi¢cédo ao TGI simulado ao logo dos 90
dias de armazenamento. Isso se deve, provavelmente, a composicdo do soro de
gueijo em comparacédo ao permeado de soro.

Nas microcépsulas e nas células livres de L. pentosus ML 82 produzidas com
soro de queijo e armazenadas em suco de laranja ficou constatado o crescimento
bacteriano ao longo do armazenamento, com utilizacdo dos nutrientes disponiveis
no suco de laranja e também, a adaptacdo dos L. pentosus M 82 ao pH &cido do
meio, permitindo uma maior resisténcia ao TGl simulado. Segundo Nguyen et al.
(2014) choques de temperatura sub-letais induzem as cepas a uma adaptacao as
variacdes das condicdes ambientais via inducdo de genes especificos e proteinas

responsivas ao estresse.
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Figura 11. Viabilidade de L. pentosus ML 82 (microcapsulas armazenadas a 25 °C;
microcapsulas armazenadas em suco de laranja; células livres em suco de laranja)
durante a exposicdo ao trato gastrintestinal simulado, em 0, 30, 60 e 90 dias, em

soro de queijo bubalino
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Na Figura 11, em relacdo a exposicdo das microcapsulas a 25 °C de L.
pentosus ML 82 ao trato gastrico simulado, é possivel observar uma reducao
(p<0,05) entre o dia 0 e 90 de armazenamento de 4,58 log UFC/g em pH 2,0; 3,76
log UFC/g em pH 2,5; e, 3,31 log UFC/g em pH 3,0. No trato intestinal simulado sem
os sais biliares, foi observada uma reducgéo de 5,07 log UFC/g e na presenca de sais
biliares, ndo foi evidenciada uma morte celular. Ao comparar as microcapsulas
produzidas com soro de queijo bovino e bubalino, € possivel constatar uma maior
perda de viabilidade ao TGI simulado apés 90 dias de armazenamento nas
microcdpsulas produzidas com soro de queijo bubalino. Entretanto, foi evidenciada
uma reducgé&o na viabilidade ao longo do armazenamento a 25 °C devido ao aumento
da umidade.

As microcépsulas de L. pentosus ML 82 armazenadas em suco de laranja
apresentaram uma reducao (p<0,05) de 0,64 log UFC/mL em pH 2,0; 0,95 log
UFC/mL em pH 2,5; e, 0,98 log UFC/mL em pH 3,0, ap6s os 90 dias de
armazenamento. Na exposicdo ao trato intestinal sem sais biliares, ocorreu uma
perda de viabilidade de 0,56 log UFC/mL. Na exposicdo aos sais biliares, ocorreu
uma perda foi de 1,33 log UFC/mL.

Nao ocorreu perda de viabilidade em relagdo ao TGl simulado das células
livres apés os 90 dias de armazenamento. Novamente ficou constatado o
crescimento bacteriano ao longo do armazenamento, com utilizagcdo dos nutrientes
disponiveis no suco de laranja e também, a adaptacdo dos L. pentosus M 82 ao pH

acido do meio, permitindo uma maior resisténcia ao TGI simulado.
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Figura 12. Viabilidade de L. plantarum ATCC 8014 (microcapsulas armazenadas a
25 °C; microcapsulas armazenadas em suco de laranja; células livres em suco de
laranja) durante a exposicao ao trato gastrintestinal simulado, em 0, 30, 60 e 90 dias,

em permeado de soro bovino
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A Figura 12, € possivel observar que as microcapsulas de L. plantarum
ATCC 8014 armazenadas a temperatura de 25 °C apresentaram uma reducéo
(p<0,05) ao trato gastrico de 0,54 log UFC/g em pH 2,0 e de 1,14 log UFC/g em pH
2,5, entre o dia 0 e o dia 30. No trato intestinal, ficou evidenciado o menor nimero
de bactérias (p<0,05) na auséncia de sais biliares, com reducao de 0,82 log UFC/g.

Nas microcapsulas e nas células livres de L. plantarum ATCC 8014
armazenadas em suco de laranja foi observado um aumento na viabildade apos os
90 dias na exposicdo aos sais biliares, ressaltando o crescimento bacteriano ao
longo do armazenamento e 0 aumento na resisténcia quanto a exposi¢cdo ao trato

intestinal.
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Figura 13. Viabilidade de L. plantarum ATCC 8014 (microcapsulas armazenadas a
25 °C; microcapsulas armazenadas em suco de laranja; células livres em suco de
laranja) durante a exposicao ao trato gastrintestinal simulado, em 0, 30, 60 e 90 dias,
em soro de queijo bovino
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Na Figura 13, em relacdo a exposicdo das microcapsulas a 25 °C de L.
pantarum ATCC 8014 ao trato gastrico simulado, é possivel observar uma reducéo
(p<0,05) entre o dia 0 e 90 de armazenamento de 2,62 log UFC/g em pH 2,0; 2,58
log UFC/g em pH 2,5; e, 2,19 UFC/g em pH 3,0. No trato intestinal simulado sem os
sais biliares, foi observada uma reducgéo de 2,54 log UFC/g e na presenca de sais
biliares, foi evidenciada uma morte celular de 0,81 log UFC/g.

Nas microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 armazenadas em suco de
laranja ficou evidenciada diferenca (p<0,05) entre o dia 0 e 90 em pH 2,0 com
reducdo de 0,67 log UFC/mL; e no trato intestinal com sais biliares de 0,93 log
UFC/mL. Nas células livres de L. plantarum ATCC 8014 inseridas em suco de laranja

apenas em pH 3,0 foi observada reducao de 0,62 log UFC/mL.
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Figura 14. Viabilidade de L. plantarum ATCC 8014 (microcapsulas armazenadas a
25 °C; microcapsulas armazenadas em suco de laranja; células livres em suco de
laranja) durante a exposicao ao trato gastrintestinal simulado, em 0, 30, 60 e 90 dias,
em soro de queijo bubalino
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Na Figura 14, em relacdo a exposicdo das microcapsulas a 25 °C de L.
plantarum ATCC 8014 ao trato gastrico simulado, é possivel observar uma reducéo
(p<0,05) entre o dia 0 e 90 de armazenamento de 3,40 log UFC/g em pH 2,0; 3,02
log UFC/g em pH 2,5; e, 2,75 log UFC/g em pH 3,0. No trato intestinal simulado sem
os sais biliares, foi observada uma reducéo de 2,52 log UFC/g e na presenca de sais
biliares, foi evidenciada uma morte celular de 1,11 log UFC/g.

Nas microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 armazenadas em suco de
laranja ficou evidenciada diferenca (p<0,05) entre o dia 0 e 90 em pH 3,0 com
reducdo de 0,43 log UFC/mL. Nas células livres de L. plantarum ATCC 8014
inseridas em suco de laranja apenas no trato intestinal com sais biliares foi
observada reducéo de 1,57 log UFC/mL.

De maneira geral, foi possivel constatar que as microcipsulas de L. pentosus
ML 82 e L. plantarum ATCC 8014 com permeado de soro bovino, soro de queijo
bovino e bubalino, armazenadas a 25 °C e em suco de laranja, permaneceram com
uma viabilidade superior a 10° UFC/g e 10° UFC/mL apds a exposicdo ao trato
gastrico (pH 2,0; 2,5 e 3,0) e trato intestinal com e sem sais biliares, mesmo apds 0s
90 dias de armazenamento. Nas mesmas condi¢des, células livres de L. pentosus
ML 82 apresentaram uma sobrevivéncia superior a 10° log UFC/mL, no mesmo
periodo e células livres de L. plantarum ATCC 8014 apresentaram uma viabilidade
superior a 10° UFC/mL.

5.6 Caracterizacdo das microcapsulas

5.6.1 Morfologia e tamanho de particula

Particulas de pequeno porte sdo mais favoraveis por néo afetar a textura e
a qualidade sensorial dos produtos, em que um tamanho médio abaixo de 40 ym é
esperado para a formulacdo de alimentos (DUONGTHINGOC et al., 2013).
Entretanto, o tamanho das microcapsulas pode variar entre 10 a 100 um (FANG e
BHANDARI, 2010). Além disso, o tamanho de particula deve permitir o total
encapsulamento bacteriano (CHEN e SUBIRADE, 2006). A Figura 17 mostra as
micrografias de MEV das microcapsulas de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC

8014 obtidas por spray drying com os diferentes materiais de parede.
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Microcapsulas de Lactobacillus pentosus ML 82 e Lactobacillus plantarum
ATCC 8014 foram produzidas com diferentes agentes encapsulantes, como 0 soro
de queijo bovino e bubalino e o permeado de soro de queijo bovino, conforme a
Figura 15. Independentemente do material utilizado todas as microcapsulas
mostraram morfologias semelhantes, com tamanho entr 7,77 e 16,87 ym. Foi
possivel notar que as células bacterianas ndo eram visiveis fora ou na superficie das
microcapsulas, confirmando o encapsulamento. Foram observadas particulas de
tamanhos diferentes e com concavidades, sendo caracteristicas de produtos secos
por spray drying (FAVARO-TRINDADE et al, 2010). A formacdo destas
concavidades sao dependentes da temperatura de secagem, sendo que
temperaturas moderadas causam esta caracteristica, que por sua vez dao ao poé
resisténcia a fratura mecanica e difusdo de soluto (RODRIGUEZ-HUEZO et al.,
2007). Resultados semelhantes foram encontrados por outros pesquisadores
utilizando soro de queijo bovino como material de parede, com tamanhos das
microcapsulas de 10,55 + 2,99 ym (PINTO et al., 2015b) e 11,23 + 4,21 ym (DE
CASTRO-CISLAGHE et al., 2012).
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Figura 15. Micrografias de MEV das microcapsulas de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014 obtidas por spray drying com soro de queijo
bovino, bubalino e permeado de soro bovino
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5.6.2 Umidade, atividade de agua e analise de cor

As microcépsulas de L. pentosus ML 82 com diferentes materiais de parede

foram analisadas quanto a umidade, atividade de agua e cor durante

armazenamento de 90 dias a 25 °C, conforme mostram as Tabelas 10, 11 e 12.

(0]

Tabela 10. Caracteristicas das microcapsulas de L. pentosus ML 82 preparadas com

permeado de soro bovino ao longo do armazenamento de 90 dias

Dia Umidade (%) Atividade de agua Cor
L*=280,04 £ 0,38
0 4,93 + 0,522 0,375 £0,011a a*=4,28 £0,05

b*=25,03 £ 0,16
L*=88,33+0,44
45 4,73 £ 0,44a 0,409 + 0,013a a*=4,99+0,29
b* = 26,87 £ 0,14
L*=78,54 + 0,06
90 3,40 £ 0,332 0,481 + 0,0072 a*=5,15+0,05
b*=27,53 £ 0,03

Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes sobrescritas indicam diferenca significativa
(p<0,05) ao longo do armazenamento de 90 dias (mesma coluna).
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Tabela 11. Caracteristicas das microcapsulas de L. pentosus ML 82 preparadas com

soro de queijo bovino ao longo do armazenamento de 90 dias

Dia Umidade (%) Atividade de agua Cor
L*=95,17 £ 0,97
0 5,50 £ 0,01a 0,380 = 0,0202 a*=-1,31+0,03
b* =7,97 £ 0,05
L*=87,72+ 1,17
45 2,63+0,13° 0,389 + 0,0102 a*=-1,10 £ 0,06
b* =7,06 £ 0,10
L*=87,60 £ 1,09
90 4,60 + 0,16" 0,393 +0,0102 a*=-0,87 £ 0,09
b*=6,14 £ 0,10

Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes sobrescritas indicam diferenca significativa
(p<0,05) ao longo do armazenamento de 90 dias (mesma coluna).

Tabela 12. Caracteristicas das microcapsulas de L. pentosus ML 82 preparadas com

soro de queijo bubalino ao longo do armazenamento de 90 dias

Dia Umidade (%) Atividade de agua Cor
L* = 93,73 + 0,48
0 5,26 + 0,07° 0,361 + 0,011° a*=-1,74 + 0,09
b* = 8,52 + 0,19
L* = 93,03 + 0,86
45 7,69 + 0,20° 0,344 + 0,015° a*=-1,72 + 0,09

b*=10,92 + 0,06
L*=86,02 + 1,41
90 15,42 +0,07% 0,549 + 0,001a a*=-0,53+0,32
b*=21,37 £ 0,33

Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes sobrescritas indicam diferenca significativa
(p<0,05) ao longo do armazenamento de 90 dias (mesma coluna).

As microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 com diferentes materiais de
parede foram analisadas quanto a umidade, atividade de agua e cor durante o

armazenamento de 90 dias a 25 °C, conforme mostram as Tabelas 13, 14 e 15.
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Tabela 13. Caracteristicas das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014

preparadas com permeado de soro bovino ao longo do armazenamento de 90 dias

Dia Umidade (%) Atividade de agua Cor
L*=78,39 £ 0,30
0 4,71 +0,14° 0,303 + 0,0062 a*=4,89+0,08

b* = 26,64 £ 0,19
L*=70,84 + 0,31
45 11,82 £ 0,162 0,350 £ 0,011a a*=7,57+0,38
b* = 30,69 £ 0,12

Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes sobrescritas indicam diferenca significativa
(p<0,05) ao longo do armazenamento de 90 dias (mesma coluna).

Tabela 14. Caracteristicas das microcipsulas de L. plantarum ATCC 8014

preparadas com soro de queijo bovino ao longo do armazenamento de 90 dias

Dia Umidade (%) Atividade de agua Cor
L*=94,32 £ 1,66
0 4,03 +0,02° 0,299 + 0,002a a*=-1,20+ 0,04
b* = 8,61 £ 0,35
L*=93,94 £ 0,70
45 6,44 + 0,24° 0,359 + 0,027= a*=-1,09 £ 0,02
b* = 6,52 £ 0,06
L*=89,57+£1,43
90 5,32 + 0,20° 0,370 + 0,047= a*=-0,86 £ 0,05
b*=6,12 + 0,39

Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes sobrescritas indicam diferenca significativa
(p<0,05) ao longo do armazenamento de 90 dias (mesma coluna).
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Tabela 15. Caracteristicas das microcipsulas de L. plantarum ATCC 8014

preparadas com soro de queijo bubalino ao longo do armazenamento de 90 dias

Dia Umidade (%) Atividade de agua Cor
L*=96,65+ 0,13
0 3,32 +0,06° 0,316 + 0,010 a*=-1,67 £0,07
b*=7,58 £ 0,30
L*=96,50 £ 0,19
45 5,53 + 0,24° 0,302 + 0,026 a*=-1,59+0,03
b*=7,90 £ 0,10
L*=95,47 £ 0,15
90 7,10 £0,13? 0,351 + 0,0272 a*=-1,39+0,12
b* = 8,39 £ 0,05

Média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes sobrescritas indicam diferenca significativa
(p<0,05) ao longo do armazenamento de 90 dias (mesma coluna).

A atividade de agua se manteve constante no decorrer do armazenamento
nas microcapsulas de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014, com excec¢ao
das microcapsulas de L. pentosus ML 82 com soro de queijo de bufala. Um aumento
na atividade de agua (p<0,05) foi observado com 90 dias de armazenamento,
chegando a 0,549 + 0,001 (Tabela 12).

Para a manutencdo da estabilidade microbioldgica, € recomendado um limite
de atividade de agua de 0,300. O intervalo normal para produtos atomizados é
menor que 0,600 (TONON et al.,, 2009). A atividade de agua necessaria para a
sobrevivéncia de populacdes microbianas microencapsuladas varia entre 0,28 e 0,65
(DESMOND et al., 2002). Assim, a sobrevivéncia das culturas bacterianas durante o
armazenamento pode ser melhorada com o controle da atividade de agua (PODDAR
et al., 2014).

O teor de agua em pOs probidticos é um fator critico que influencia a
estabilidade das bactérias durante o armazenamento (CHAN et al., 2011). Em geral,
0S microrganismos sobrevivem melhor com baixa atividade de agua, tendo assim
menos agua livre disponivel para reagcfes bioquimicas, prolongando a validade
(TONON et al., 2009). Apesar do aumento da atividade de agua de L. pentosus ML
82 microencapsulados com soro de queijo de bufala, a viabilidade celular se
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manteve acima de 10° UFC/g, aos 90 dias de armazenamento a 25 °C. Em estudo
semelhante com permeado de soro bovino, a atividade de 4gua foi de 0,302 + 0,009
(HUGO, BRUNO e GOLOWCZYC, 2016). Outro estudo mostrou a atividade de agua
de 0,230 = 0,008 no microencapsulamento de L. paracasei e soro de queijo bovino
(ILHA et al., 2015). Liao et al. (2017) afirmam que a atividade de agua influenciam
significativamente a viabilidade de L. casei LK-1 durante o armazenamento a 25 °C.

Riveros, Ferrer e Borquez (2013) afirmam que a umidade deve estar abaixo
de 10 % para manutencédo da viabilidade e estabilidade ao armazemamento. O teor
de umidade dos produtos desidratados € importante para a estabilidade do produto e
da bactéria durante o armazenamento. Ananta, Volkert e Knorr (2005) afirmam que o
teor 6timo de umidade esta entre 4 e 7% para 0 armazenamento.

Foi possivel observar que as microcapsulas de L. pentosus ML 82 de soro de
queijo de bufala apresentaram uma umidade de 15,42 + 0,07 (Tabela 12) aos 90
dias de armazenamento, parametro acima do recomendado por pesquisadores
(ANANTA et al., 2005; RIVEROS, FERRER e BORQUEZ, 2013). Apesar disto, a
viabilidade celular no mesmo periodo manteve-se acima de 10® UFC/g. Um aumento
na umidade (p<0,05) das microcépsulas de L. plantarum ATCC 8014 com permeado
de soro bovino foi observado, chegando a 11,82 + 0,16 (Tabela 13) aos 45 dias de
armazenamento. A alta umidade apresentada provavelmente limitou a viabilidade
celular, em que no mesmo periodo ndo houve crescimento das bactérias
microencapsuladas. Alteracdes foram observadas (p<0,05) com os demais materiais
de parede estudados, entretanto a umidade se manteve dentro dos paramentros
recomendados para manutenc¢ao da viabilidade celular.

Quanto aos atributos de cor, o parametro L* (luminosidade) foi alto em todos
0s materiais de parede, indicando que as microcdpsulas apresentavam cor clara.
Entretanto, foi observado que, ao longo do armazenamento de 90 dias, ocorreu uma
reducdo nestes valores, indicando o escurecimento das amostras. As amostras de
permeado de soro bovino apresentaram valores positivos para os parametros a* e
b*, tendendo a coloragéo laranja. Ao longo do armazenamento, estes valores
aumentaram, demonstrando um escurecimento no tom laranja. As amostras de soro
de queijo bovino e bubalino apresentaram valores negativos para o parametro a* e
positivos para o parametro b*, tendendo a uma coloracdo esverdeada, sendo a cor
do soro de queijo in natura (CARVALHO, PRAZERES e RIVAS, 2013). Ao longo do
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armazenamento, as microcapsulas de soro de queijo bovino tiveram o parametro b*
diminuido, tendendo a uma coloracdo azulada, enquanto que o soro de queijo
bubalino aumentou, tendendo a uma coloracdo amarelada. Alem disso, a tendéncia
de cor pode estar relaconada a reacdo de Maillard, que acontece entre os acucares
e a proteina durante o processo de secagem por spray drying (DE CASTRO-
CISLAGHI et al., 2012).
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CONCLUSAO

Os materiais de parede utilizados no estudo (permeado de soro bovino, soro
de queijo bovino e bubalino) sdo capazes de promover a protecdo dos
microrganismos quando expostos as altas temperaturas utilizadas no processo de
secagem por spray drying, permanecendo uma viabilidade superior a 10*° log UFC/g.

A elevada sobrevivéncia das bactérias laticas microencapsuladas foi
mantida ao longo do armazenamento de 90 dias, a 25 °C. Entretanto, 0 aumento da
umidade promove uma perda da viabilidade celular.

A elevada viabilidade das microcapsulas e das células livres de L. pentosus
ML 82 e L. plantarum ATCC 8014 armazenadas em suco de laranja a 4 °C também
foi observada, com uma sobrevivéncia superior a 10’ log UFC/mL ap6s os 90 dias.
Ambos os microrganismos se adaptaram ao pH acido do meio, assim como as
variacfes deste ao longo do tempo.

Células livres de L. pentosus ML 82 e L. plantarum ATCC 8014 expostas ao
trato gastrintestinal simulado mostraram, principalmente, uma tolerancia in‘erior aos
pHs 2,0 e 2,5. Todos 0os materiais de parede promoveram a protecao das bactérias
laticas, entretanto, o soro de queijo bovino e bubalino apresentaram melhores
resultados.

As microcépsulas armazenadas a 25 °C e armazenadas em suco de laranja
a 4 °C, assim como as células livres armazenadas em suco de laranja a 4 °C

apresentaram uma viabilidade superior a 10° UFC/g (ou UFC/mL) apds exposicdo ao
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trato gastrintestinal simulado, ap6s os 90 dias de armazenamento. A presenca de
sais biliares promoveu uma maior perda de viabilidade celular.

De forma geral, o L. pentosus ML 82 manteve uma maior viabilidade ao
longo do armazenamento de 90 dias a temperatura de 25 °C, e o soro de queijo
bovino promoveu uma maior protecdo as células microbianas em relagcdo ao
processo de secagem e TGI simulado.

As microcapsulas formadas ndo apresentaram diferencas em relacdo a
morfologia e tamanho. Foi observado um aumento na umidade, com consequente
diminuicdo da viabilidade celular. A atividade de &agua, no geral, se manteve
constante ao longo do armazenamento. Em relacdo a cor das microcapsulas,
verificou-se um escurecimento ao longo dos 90 dias de armazenamento.

O desenvolvimento de trabalhos futuros com as bactérias laticas isoladas na
regido do vale do Taquari sdo imprescindiveis para avaliar o potencial probidtico
destes microrganismos.

Assim, a continuidade da pesquisa envolvera:

o O microencapsulamento das demais BALs isoladas na regido do Vale do
Taquari por spray drying e extrusdo por tecnologia de vibracao;

o A aplicacdo do soro de queijo caprino como material de parede no
microencapsulamento de BALs;

o Desenvolvimento biotecnolégico de um alimento funcional probi6tico em po
com adicdo das BALs microencapsuladas isoladas na regido do Vale do
Taquari;

o Avaliacdo da adesdo de BALs microencapsuladas em linhagem de
adenocarcinoma humano Caco-2, apés o processo de secagem por spray

drying e exposi¢cao ao TGI simulado.
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